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Diabetes mellitus (DM) é uma desordem metabolica caracterizada pela hiperglicemia
persistente, com distdrbios no metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas,
resultante de defeitos na secre¢édo de insulina, acao da insulina ou ambos. A utilizacdo de
antioxidantes tem contribuido para melhorar a hiperglicemia e também minimizar as
complicagdes diabéticas. Geraniol, um monoterpeno, presente na composicao de 6leos
essenciais de varias plantas medicinais, apresenta acdo antioxidante e
antihiperglicemiante, sendo capaz de contribuir na terapéutica desta patologia. Este estudo
tem como objetivo avaliar o metabolismo energético e estresse oxidativo no miocéardio de
ratos com DM tipo 1, tratados com geraniol. Foram utilizados 32 ratos machos, Wistar (+
2509 de peso corporal), distribuidos em 4 grupos experimentais (n=8): C (normais,
controle); GE (normais, tratados com geraniol); DM (diabéticos, ndo-tratados); DM-GE
(diabéticos, tratados com geraniol). A DM tipo 1 experimental foi induzido através da
administracdo de estreptozotocina (STZ — 60 mg/Kg de peso corporal, i.p., dose Unica).
Os animais dos grupos GE e DM-GE receberam geraniol (200 mg/Kg/dia) via gavagem
durante 30 dias e os animais dos grupos C e DM receberam agua pelo mesmo
procedimento. Durante o periodo experimental, foram avaliados consumo de agua e racao.
Apo0s este periodo, os animais em jejum de 12 horas, foram anestesiados (xilazina e
cetamina) e eutanasiados. Foram coletadas amostras séricas para analise da concentracdo
de glicemia e do perfil lipidico e porc¢des de tecido cardiaco para dosagem de glicogénio,
triacilglicerdis, proteinas totais, enzimas do metabolismo energético e do estresse
oxidativo. Os resultados foram analisados por ANOVA One-way seguido do teste de
Tukey para comparacdo das meédias. As diferencas foram consideradas significativas
qguando p<0.05. Houve redugdo no consumo alimentar, hidrico e energia ingerida
(p<0,05), além de maior peso corporal e ganho de peso em animais diabéticos tratados
com geraniol (DM-GE), quando comparados aos animais diabéticos ndo tratados (DM).
A administracdo de geraniol em DM-GE também promoveu diminui¢do da glicemia,
coleserol, triacilglicerdis, VLDL-colesterol e LDL-colesterol, assim como aumento da
concentracdo sérica de HDL-colesterol (DM-GE), quando comparado ao grupo DM. O
grupo DM apresentou menores concentragdes cardiacas de glicogénio em relacdo aos
demais grupos, sendo que o tratamento com geraniol aumentou este parametro (p<0,05).

A concentracdo cardiaca de triacilglicerois foi maior (p<0,05) nos grupos DM e DM-GE,



diferindo estatisticamente dos demais grupos. A atividade cardiaca tanto da
fosfofrutoquinase (PFK) como da piruvato desidrogenase (PiDH) foi menor no grupo
DM, tendo aumento na presenca de geraniol. Os animais do grupo DM apresentaram
maior atividade cardiaca para citrato sintase (CS) e B-hidroxil CoA-desidrogenase
(OHADH), e com o uso de geraniol, a atividade destas enzimas diminuiu. A atividade da
NADH-desidrogenase (NADH-DH), succinato-desidrogenase (SUC-DH) e ATP-sintase
apresentou-se diminuida nos animais do grupo DM e o uso do geraniol restabeleceu a
atividade da NADH-DH e ATP-sintase; animais do grupo GE tiveram a atividade da ATP-
sintase aumentada, diferindo dos demais grupos. Quanto aos parametros do estresse
oxidativo, ndo foram observadas diferengas significativas na atividade das enzimas
glutationa reduzida (GSH) e glutationa total (GS total). A administracdo de geraniol em
ratos diabéticos promoveu diminuicao da concentracdo de hidroperoxido de lipidios (HP)
e de proteina carbonila (PC) e aumento da atividade das enzimas antioxidantes glutationa
peroxidase (GSH-Px) e superéxido dismutase (SOD), quando comparado a animais do
grupo DM. Conclui-se que a administracdo de geraniol reduziu os efeitos prejudiciais

observados na condicdo diabética, através do seu efeito antidiabetogénico e antioxidante.

Palavras-chave: Geraniol, miocardio, diabetes mellitus






Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disease characterized by persistent
hyperglycemia, with disorders in the metabolism of carbohydrates, lipids and
proteins, resulting from defects in insulin secretion, insulin action, or both. The use
of antioxidants has contributed to improve hyperglycemia and also minimize
diabetic complications. Geraniol, a monoterpene, present in the composition of
essential oil of various medicinal plants, has oxidant and antihyperglycemic action,
being able to contribute in the therapy of this pathology. This study aimed to
evaluate the energetic metabolism and oxidative stress in the myocardium of rats
with type 1 DM treated with geraniol. 32 male Wistar rats (+250g body weigth),
distributed in four experimental groups (n=8): C (normal, control); GE (normal,
treated with geraniol); DM (diabetic, untreated); DM-GE (diabetic, treated with
geraniol). Experimental type 1 DM was induced by streptozotocin (STZ - 60mg/Kg
body weight, i.p., single dose). Animals of the group GE and DM-GE received
geraniol (200mg/K/day) by gavage for 30 days and animals of the group C and DM
received water by the same procedure. Animals of the group GE and DM-GE
received geraniol (200mg/K/day) by gavage for 30 days and animals of the group
C and DM received water by the same procedure. During the experimental period,
food and water intake were evaluated. After this period the animals, in a 12h fast,
were anesthetized and euthanized. Serum samples were collected for glycemia
concentration and lipid profile and portions of cardiac tissue for glycogen dosage,
triacylglycerols, total proteins, enzymes of energy metabolism and oxidative stress.
Results were analyzed by One-way ANOVA followed by Tukey test for comparison
of means. The results were considered significant when p<0.05. Decreased in food
consumption, water consumption and energy intake (p<0.05), however greater body
weight and weight gain in diabetic animals treated with geraniol (DM-GE)
compared to untreated diabetic animals (DM). The administration of geraniol in
DM-GE also caused a decrease in serum glycemia, cholesterol, triacylglycerols,
VLDL-cholesterol and LDL-cholesterol, an increase in serum HDL-cholesterol
concentration (DM-GE) when compared to DM group. DM group showed lower
cardiac glycogen concentrations in relation to the other groups and the treatment

with geraniol increased this parameter (p<0.05). The cardiac concentration of



triglycerides was higher (p<0.05) in the DM and DM-GE groups, differing
statistically from the other groups. The cardiac activity of both fosfofrutoquinase
(PFK) and pyruvate dehydrogenase (PiDH) was lower in the DM group, with an
increase in the presence of geraniol. Animals of the DM group showed increased
cardiac activity for citrate synthase (CS) and B-hydroxyl CoA dehydrogenase
(OHADH) and with the use of geraniol the activity of these enzymes decreased. The
activity of NADH-dehydogrenase (NADH-DH), succinate dehydrogenase (SUC-
DH) and ATP-synthase were decreased in the animals of the DM group and the use
of geraniol reestablished the activity of NADH-DH and ATP-synthase; animals
from the GE group had the ATP-synthase activity increased, differing from the other
groups. As for the parameters of oxidative stress, no significant differences were
observed in the activity of glutathione reduced (GSH) and total glutathione
enzymes. The administration of geraniol in diabetic rats promoted a decrease in the
concentration of lipid hydroperoxide (HP) and protein carbonyl (PC) and increased
the activity of the glutathione peroxidase (GSH-Px) and superoxide dismutase
(SOD) antioxidant enzymes, when compared to animals in the DM group. In
conclusion, the administration of geraniol reduced the harmful effects observed in
the diabetic condition, through its antidiabetogenic and antioxidant effect.

Keywords: Geraniol, heart, diabetes mellitus
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Diabetes mellitus (DM) é uma desordem metabdlica de etiologia multipla,
caracterizada pela hiperglicemia persistente, com distirbios no metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas, resultados da deficiéncia na secrecao de insulina,
da sua acdo ou ambos. A disfuncdo metabolica pode estar associada a alteracGes
funcionais e estruturais permanentes e irreversiveis em células e Orgdos,
especialmente, rins, figado, coracao e vasos sanguineos (PRAVEENA; SUJATHA;
SAMEERA, 2013; ADA, 2018).

A prevaléncia global de individuos com DM aumentou rapidamente nas
Gltimas quatro décadas (NCD-RisC, 2016), e em 2015, diabetes foi a 152 causa de
mortes (GBD, 2016). Estimativas recentes sugerem que 0 niUmero de pessoas com
diabetes entre as idades de 20 e 79 anos vai aumentar de 415 milhGes em 2015 (1
em 11 adultos) para 642 milhGes em 2040 (1 em 10 adultos) (IDF, 2015, 2017).
Portanto, este cenario torna-o um dos principais problemas de salude publica da
atualidade, emergindo como uma epidemia que j& configura um desafio para o
planejamento em saude, a curto e longo prazo (Figura 1) (NARAYAN et al., 2006;
IDF, 2017).
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Figura 1: Namero estimado de adultos (20 - 79 anos de idade) com diabetes em todo 0 mundo e
por area mundial em 2015 e 2040. (Fonte: IDF, 2017).
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A DM pode ser classificada em dois tipos principais, DM tipo 1 e DM tipo
2. A classificacdo passa a ser importante para determinar a estratégia de terapia,
embora em alguns casos os dois tipos se confundem, uma vez que o DM 2,
tardiamente, pode apresentar algum grau que caracterize 0 DM 1 (ADA, 2018).

Em ambos os tipos, varios fatores genéticos e ambientais podem resultar na
perda e/ou disfungdo progressiva de massa de células  do pancreas que se manifesta
clinicamente como hiperglicemia. Uma vez que ocorre o estabelecimento da
hiperglicemia, esta passa a ser o principal fator de risco para o desenvolvimento das
complicagdes diabéticas, com taxas de progressdes diversas (Figura 2) (SKYLER
etal., 2017).
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Figura 2: Fatores genéticos e ambientais podem levar a inflamacéo, reagdo de autoimunidade e ao
estresse metabolico. Esses estados afetam a massa e/ou a fungéo das células B, de modo que os niveis
de insulina sdo eventualmente incapazes de responder suficientemente as demandas hormonais,
levando a niveis de hiperglicemia suficientes para diagnosticar diabetes. Independentemente da
fisiopatologia do diabetes, os niveis cronicos de glicemia sdo associados a complicagdes
micro/macrovasculares que aumentam a morbidade/mortalidade. Este modelo mostra a destruicdo
e/ou a disfuncdo de células B como fator comum para o desenvolvimento de diabetes. (Adaptagéo:

SKYLER et al., 2017).
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DM tipo 1 ¢ resultante da destruigdo cronica das células B-pancreéticas,
produtoras de insulina, por mecanismos autoimunes mediados por células, como
linfécitos T e macrofagos, susceptibilidade genética e fatores ambientais, sendo
assim dependentes da administracdo de insulina. Este tipo de diabetes representa
cerca de 10% de todos os casos no mundo (REDONDO; EISENBARTH, 2002;
SKYLER et al., 2017). O processo de autodestrui¢do se inicia meses a anos antes
do diagnostico clinico; neste momento, cerca de 70% a 90% da massa de células B
ja foram destruidas, é quando surgem os primeiros sintomas decorrentes da
hiperglicemia (ZIMMET et al., 1999).

DM tipo 2, representa quase 90% dos casos de diabetes (HAMEED et al.,
2015). E resultado da resisténcia a insulina e da disfuncao das células p pancreéticas
como consequéncia da hiperglicemia cronica e persistente (BUTLER et al., 2003;
ASHCROFT; RORSMAN, 2012). Fatores ambientais desempenham papel
significativo para desencadear a doenca, como por exemplo, inatividade fisica,
sindrome metabolica, estresse fisico/emocional e estilo de vida inadequado
(NADEEM et al., 2015). Porém, individuos portadores deste tipo de diabetes podem
ndo mais produzir insulina por perda de massa pancreatica pela producdo
exacerbada de insulina e assim desenvolverem o DM1 (SAH et al., 2016).

A deficiéncia de produgdo de insulina promove a diminui¢cdo na razdo
insulina/glucagon, o que torna possivel o entendimento pelo qual o metabolismo em
individuos diabéticos torna-se catabdlico com degradagdo oxidativa, desta forma a
lipolise, degradacéo de proteinas, gliconeogénese e glicogenolise estdo acentuadas
(HERBERT; NAIR, 2010; RAINS; JAIN, 2011).

A hiperglicemia é a causa primaria das complicacGes diabéticas, levando a
sintomas classicos, como polidipsia (sede excessiva), polidria (urinar em excesso),
polifagia (fome excessiva), perda de peso, cetoacidose; e entre as complicacfes
crénicas, nefropatias, neuropatias, retinopatias, insuficiéncia renal e disfungéo e/ou
insuficiéncia cardiaca ou cardiomiopatia (LONG; DAGOGO-JACK, 2011; TAO;
SHI; ZHAO, 2015; ADA, 2018).

As complicacdes cardiovasculares na DM representam a principal causa de
morbidade/mortalidade em pacientes diabéticos (HOLSCHER; BODE; BUGGER,
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2016). Dentre os diversos problemas cardiacos que podem ser causados pela DM, o
comprometimento miocardico ndo relacionado a aterosclerose, denominada
cardiomiopatia diabética, € observada como forma Unica de doenca cardiaca em
aproximadamente 30% dos pacientes com DM tipo 1 (TESFAMARIAM, 1994). A
cardiomiopatia diabética é caracterizada pela remodelacdo ventricular esquerda e
insuficiéncia cardiaca, na auséncia de doenca arterial coronariana (KUBLI;
GUSTAFSSON, 2015; SEFEROVIC; PAULUS, 2015).

Além disso, a DM pode levar a fibrose intersticial, hipertrofia miocardica,
doenga microvascular e disfuncdo autondmica, sendo que todas essas alteracfes
contribuem para os disturbios no miocardio (CODINACH; FREIXA, 2002). Nesse
aspecto, a disfuncdo ventricular tem sido descrita em pacientes diabéticos, jovens,
assintomaticos, sem outras doengas que poderiam afetar o musculo cardiaco, sendo
nesse caso a diabetes considerada a Ginica causa da doenca miocérdica (WEYTJENS
et al., 2005).

O miocardio é caracterizado por elevada capacidade oxidativa com grande
quantidade de mitocéndrias e possui elevada taxa de consumo de oxigénio, uma vez
que utiliza os &cidos graxos como principal substrato para producdo de energia e
apenas uma pequena proporcao de glicose circulante. Esta preferéncia para acidos
graxos, como substrato oxidavel, é relevante no tecido cardiaco em condicfes
diabéticas (STANLEY; SABBAH, 2005; LOPASCHUK et al., 2010; RAPHAEL
et al., 2018). E assim, consequentemente, h4 producdo excessiva de equivalentes
redutores (NADH e FADH>), os quais contribuem para aumentar a fonte de espécies
reativas de oxigénio (EROs).

Disfungdo mitocondrial e aumento na produgdo de EROs desempenham
papel chave no desenvolvimento da cardiomiopatia diabética (KUBLLI;
GUSTAFSSON, 2015). Estudos experimentais e clinicos revelam que a
hiperglicemia estabelecida na DM esta associada a producdo aumentada de radicais
livres (RL) derivados do oxigénio molecular, como resultado da auto-oxidacdo da
glicose e glicosilagdo da proteina (ROSEN et al., 2001; BONNEFONT-
ROUSSELOT, 2004; JOHANSEN et al., 2005).
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As EROs podem ser formadas nas celulas durante os processos oxidativos,
principalmente na cadeia respiratoria através do transporte mitocondrial de elétrons.
Dentre as EROs, destacam-se anions superoxidos (*O2’), hidroxil (¢«OH), peroxil
(*ROy), hidroperoxil (*HRO7) e peroxido de hidrogénio (H.02) (FORBES;
COUGHLAN; COOPER, 2008; SEIVA et al., 2008). Espécies reativas de
nitrogénio (ERN) sdo o oxido nitrico (*NO), dioxido de nitrogénio (*NO2),
peroxinitrito (ONOQ) e oxido nitroso (HNOz). Destas moléculas reativas, *O2, *NO
e ONOO sao as espécies mais amplamente estudadas e desempenham um papel
importante nas complicagdes cardiovasculares diabéticas (JOHANSEN et al.,
2005).

Durante o transporte de elétrons transferidos por substratos oxidaveis a
cadeia respiratoria, a mitocondria é capaz de gerar um gradiente eletroquimico de
protons na membrana interna que conduz a sintese de ATP (MITCHELL, 1961).
Além de fornecer mais de 95% da energia utilizada pela célula por meio da
fosforilacdo oxidativa, a mitocondria desempenha diferentes funcbes na regulacao
de varios processos celulares, participando da modulacéo do estado redox celular,
da regulacdo osmotica, do controle de pH e da sinalizacdo celular. Devido a essa
diversidade de funcGes, a mitocdndria é uma organela alvo de varias situacdes
lesivas e agentes toxicos, estando envolvida nos mecanismos de dano e morte
celular (ORRENIUS et al., 1989; GUNTER et al., 1994; WALLACE et al., 1997).

Elevados niveis de RL provocam danos aos componentes celulares como
proteinas, lipidios de membrana e &cidos nucleicos, resultando em disfuncdes e
eventualmente morte celular, devido ao desequilibrio entre a producdo e a
neutralizacdo das EROs, o que leva ao estresse oxidativo (GILLESPIE, 2006;
SMALL etal., 2012; RAJENDRAN et al., 2014). Isto implica na etiologia de grande
numero de doengas cronicas degenerativas, incluindo aterosclerose, cancer, diabetes
e envelhecimento, que apresentam as estruturas celulares danificadas (BRAY, 2000;
PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008; SMALL et al., 2012; RAJENDRAN et al.,
2014).

Na patogénese da DM, o estresse oxidativo ndo ocorre somente pelo

aumento das EROs produzidas pelas cadeias transportadoras de elétrons na
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mitocdndria, mas também por outros mecanismos induzidos pela hiperglicemia,
dentre os quais incluem: via do poliol, producdo intracelular dos precursores dos
produtos finais da glicacdo avancada (AGESs), ativacdo da proteina quinase C
(PKC), ativacdo da hexosamina e pelas vias relacionadas com ativagdo da NADPH
oxidase (BROWNLEE, 2001; 2005). Apesar da tentativa dessas vias em diminuir a
glicemia, ocorrem prejuizos por aumentar a producdo de EROs (BENNETT;
SEEFELDT, 2010).

Elevadas concentracdes de glicose podem ser metabolizadas através da via
do poliol (Figura 3), onde a glicose € reduzida pela aldose redutase (AR) em
sorbitol, o qual é convertido em frutose pela sorbitol desidrogenase (SDH). Nesta
via 0 NADPH ¢ oxidado, ocasionando baixa concentracdo da glutationa na forma
reduzida (GR), que atua como agente importante na protecdo dos danos provocados
pelos RL (BROWNLEE, 2001; EL-KABBANI et al., 2004; FORBES;
COUGHLAN; COOPER, 2008).
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Figura 3: Via do poliol em condi¢des de hiperglicemia. Aldose redutase (AR) reduz glicose a
sorbitol, utilizando NADPH como cofator. A baixa concentracdo de NADPH compromete a
oxidacdo da glutationa reduzida (GSH), estabelecendo o estresse oxidativo. Sorbitol desidrogenase
(SDH) oxida sorbitol a frutose utilizando NAD+ como co-fator. (Adaptacdo Reis et al., 2008).
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Com relacao aos distarbios glicémicos, a hiperglicemia observada na DM,
esta estreitamente relacionada com o aumento das lipoproteinas de baixa densidade
(LDL-colesterol) e de triacilglicerdis e reducao da lipoproteina de alta densidade
(HDL-colesterol), elevando o risco de doencas isquémicas cardiovasculares
(JOHANSEN et al., 2005).

Durante a lipolise os acidos graxos livres sdo langados na corrente sanguinea
para diversos tipos celulares, onde sdo f-oxidados em acetil-CoA, que sdo oxidadas
no ciclo do &cido citrico com producéo de equivalentes redutores FADH; e NADH,
0s quais serdo re-oxidados na cadeia transportadora de elétrons com producdo de
energia. A elevagdo da concentragdo de equivalentes redutores aumenta o fluxo de
elétrons na cadeia transportadora de elétrons, o que promove a hiperpolarizacéo da
membrana mitocondrial interna durante a fosforilacdo oxidativa. Estes eventos
favorecem a reducdo parcial do oxigénio molecular as principais formas de EROs,
tais como, *O2” e H.02 (ROLO; PALMEIRA, 2006; VALKO et al., 2007; SIVITZ;
YOREK, 2010; RAINS; JAIN, 2011) (Figura 4).
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Figura 4: Producédo de EROs pela cadeia transportadora de elétrons. (Adaptado de Brownlee, 2005).

Os lipidios sdo relatados como um dos principais alvos de EROs.
Hidroperoxidos apresentam efeitos toxicos diretamente sobre as células da
degradacéo da radical hidroxila, ou também podem reagir com metais de transi¢do

como o ferro ou o cobre para formar aldeidos estaveis, tais como malondialdeido
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(MDA), causando danos as membranas celulares (HALLIWELL; CHIRICO, 1993).
Alterac@es significativas na estrutura e metabolismo de lipidios tém sido relatadas
em pacientes com diabetes, particularmente, com aqueles associados as
complicacdes vasculares (FOWLER, 2008). Yang et al (2009) observaram maior
peroxidagdo lipidica com elevado nivel de MDA em ratos hiperglicémicos, e
relacionaram aumento na peroxidagdo lipidica com infarto do miocérdio e pela
ativacdo da NADPH-oxidase.

As proteinas também sdo alvo potencial das EROs, pois muitos de seus
residuos de aminoécidos como cisteina, metionina e tirosina sdo facilmente
oxidados pelas EROs com concomitante liberagdo de carbonilas, consideradas
biomarcadores potentes do estresse oxidativo (SUZUKI; MIYATA, 1999). Além
disso, as AGEs sédo capazes de modificar a estrutura das proteinas sanguineas, o que
induz a producéo de citocinas inflamatorias e fatores de crescimento em células
endoteliais (BANDEIRA et al., 2013).

A neutralizacdo das EROs e, portanto, o controle do estresse oxidativo é
realizado por antioxidantes. Existem basicamente dois sistemas antioxidantes:
enzimatico e ndo-enzimatico (NORDBERG; ARNER, 2001). O primeiro
corresponde as enzimas catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase (GSH-Px). Os agentes ndo-enzimaticos correspondem principalmente,
aos compostos antioxidantes de origem dietética, entre 0s quais se destacam: a
glutationa, vitaminas C e E (a-tocoferol), minerais, compostos fendlicos e terpenos
(MARITIM; SANDERS; WATKINS, 2003; WIERNSPERGER, 2003). Essas
defesas antioxidantes sdo extremamente importantes porque fornecem protecao
maxima aos locais bioldgicos, removendo e/ou neutralizando as EROs (SARKAR;
BHOWMICK; BANU, 2018).

A literatura descreve mecanismos bioquimicos a respeito das anormalidades
relacionadas com a exposi¢do prolongada dos tecidos a hiperglicemia, a qual
favorece o estresse oxidativo, por afetar as defesas do sistema de antioxidantes
enddgenos em individuos diabéticos, dificultando, desta maneira, a remogdo das
EROs (REIS et al., 2008).
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Deste modo, estudos com intervencdo farmacoldgica baseados em
compostos antioxidantes sobre a DM sdo de grande interesse. Os antioxidantes
desempenham papel importante na defesa frente as enfermidades cronicas
degenerativas como a DM. E not6rio que estas substancias atuam neutralizando as
EROs envolvidas no estresse oxidativo, desta forma, impedindo o desenvolvimento
das complicacgdes diabéticas. Desde que o sistema antioxidante torna-se ineficiente
para compensar a producdo excessiva de EROs e combater o estresse oxidativo, a
administracdo de antioxidantes pode ser efetiva no controle da DM. Estudos
epidemioldgicos estabeleceram que a ingestdo de antioxidantes encontra-se
relacionada inversamente com a ocorréncia de doencas promovidas pelo estresse
oxidativo (SADE, 2012).

Antioxidantes, de origem vegetal, sdo moléculas importantes que podem ser
exploradas como potencial terapéutico no possivel combate aos problemas
relacionados a danos oxidativos causados por EROs na DM (KOCHHAR, 2008).

Portanto, com a finalidade de estudar substancias antioxidantes, a literatura
relata algumas propriedades farmacoldgicas dos terpenos, os quais tem provocado
grande interesse em sua utilizacdo na prevencdo e terapia de varias doencas,
incluindo DM, doencas neurodegenerativas e cardiovasculares, também por
apresentar propriedades antimicrobiana, antifingica, antiparasitaria, antiviral,
antialérgicos, antihiperglicémicos, anti-inflamatéria e imunomodulatéria
(GONZALEZ-COLOMA et al., 2011; GONZALEZ-BURGOS; GOMEZ-
SERRANILLOS, 2012).

Os terpenos sd@o amplamente produzidos por uma grande variedade de
espécies vegetais. Sdo produtos naturais encontrados em mais de 40.000 compostos
diferentes, liberados como metabdlicos secundarios de plantas (DZUBAK et al.,
2006). A classe quimica dos terpenos compartilha unidades de isopreno com
formula molecular (CsHg)n, onde n corresponde ao nimero de unidades de isopreno
(DUDAREVA et al., 2005). Do ponto de vista quimico, sdo substancias
hidrofobicas, armazenadas em canais de resina, celulas de 6leos essenciais ou

mesmo tricomas glandulares, contendo ou ndo oxigénio que, devido a origem
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biossintética sdo classificados em funcdo do nimero de subunidades isoprenoides
(WINK, 1999).

Os terpenos formam diferentes classes, de acordo com sua estrutura e
funcionalidade. Os monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15) e diterpenos (C20)
sd0 0s compostos mais frequentes em Oleos essenciais. Os monoterpenos sdo
formados a partir de duas unidades de isopreno (C10) e estas moléculas podem
constituir 90% dos 0leos essenciais, possibilitando uma variedade de estruturas
(FALEIRO, 2011).

Sé&o sintetizados pela via mevalonato que inicia com a condensacdo de 3
moléculas de acetil-CoA com subsequente reducdo pela hidroximetilglutaril-CoA
redutase (HMG-CoA redutase) a mevalonato, o qual € convertido em unidades de
isopreno (GONZALEZ-BURGOS; GOMEZ-SERRANILLOS, 2012). Nas células
animais, a sintese de terpenos e de colesterol pode ser controlada alostericamente
pela concentracdo do produto final sobre a atividade da HMG-CoA redutase.

Nos mamiferos, os terpenos estdo envolvidos na estabilizacdo das
membranas celulares, vias metabdlicas e como reguladores das reacdes enzimaticas
(CARVALHO; FONSECA, 2006).

Estudos relatam que a atividade antioxidante dos terpenos esta associada
tanto a reducdo completa das EROs, como pelo restabelecimento do sistema
antioxidante endogeno e, consequentemente, a preservagdo da fungdo mitocondrial
em condicGes de isquemia cerebral em ratos (DONG et al., 2009; PARK et al., 2011,
RONG et al., 2011).

Desde que a DM esta associada a elevada producgéo de EROS, pela oxidagéo
da glicose e da glicacdo ndo-enzimatica de proteina, e deplecdo de sistema
antioxidante, os terpenos tem mostrado efeito antidiabetogénico através do controle
do estresse oxidativo e, consequentemente, das complicacbes diabéticas
(MARITIM; SANDERS; WATKINS, 2003; CHO et al., 2006).

A acdo antihiperglicémica dos terpenos esteve associada a inducdo de genes
envolvidos na ativacdo da glicolise e da fosforilacdo oxidativa e, consequentemente,
inibicdo da gliconeogénese (JEPPESEN et al., 2000).
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Estudos também tém demonstrado que terpenos sdo considerados agentes
antidiabetogénicos por ativarem receptores PPAR (receptor ativador peroxisoma
proliferador), os quais sdo os reguladores chave da expressao de genes envolvidos
no metabolismo da glicose e no catabolismo de lipidios (TAKKAHASHI et al.,
2002; BHARTI et al., 2013). Desta forma, ocorre controle da hiperglicemia,
possivelmente por aumentar a liberagdo de insulina pelas células  pancredticas e
aumento da depuracdo de lipidios celulares e circulantes com controle da
hiperlipidemia (TAKKAHASHI et al., 2002).

Geraniol (Figura 5) é um monoterpeno aciclico presente na composicéo de
6leos essenciais de varias plantas, especialmente em capim-limdo, gengibre, noz-
moscada, coentro, lim3o. E amplamente utilizado como um agente aromatizante em
alimentos e bebidas e também pela sua fragrancia na industria de cosméticos e
produtos de limpeza (LAPCZYNSKI et al., 2008; CHEN; VILJOEN, 2010;
SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2012; TOMADONI et al.,
2015; CASSANI et al., 2016).
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Figura 5: Estrutura quimica geraniol.

Estudos direcionados a investigacdo farmacologica do geraniol tém sido
bastante desenvolvidos devido, principalmente, a baixa toxicidade a mamiferos e
sua facilidade de biodegradacéo, sendo classificado como seguro para uso humano
(CARNESECCHI et al., 2004; LAPCZYNSKI et al., 2008; CHEN; VILJOEN,
2010; DOBREVA et al., 2011).

Como agente terapéutico, o geraniol vem se destacando pela sua acdo como
antimicrobiano, anti-inflamat6rio, neuroprotetor e, especialmente, como
antioxidante (CHEN; VILJOEN, 2010; THAPA et al., 2012; KHAN et al., 2013;
REKHA etal., 2013; PRASAD; MURALIDHARA, 2014). Estudos verificaram que
o0 geraniol diminuiu o nivel de marcadores do estresse oxidativo e fosforilagdo
oxidativa em cérebro de ratos diabéticos (PRASAD; MURALIDHARA, 2014).
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Além de restaurar os niveis de glutationa reduzida no tecido renal em condi¢des
diabéticas, mantendo assim o balangp redox celular (AHMAD et al., 2011).

Oleos essenciais da planta capim limdo (Cymboppgon citratus), que
apresenta o geraniol como um dos principais terpenos encontrados na sua
composi¢do (>80%), aumentaram a massa de células B-pancreéticas e promoveram
a liberacdo de insulin, permitindo a utilizagdo periférica da glicose e
consequentemente reducdo da hiperglicemia em condicGes diabéticas (HUYNH et
al., 2008). Além disso, apresentou grande capacidade antioxidante e protecdo contra
a peroxidacdo lipidica ao aumentar o nivel de reduzida, atividade da SOD e CAT
no figado, como relatado por Bharti et al., (2013).

Estudos tem demonstrado o efeito antiaterogénico do geraniol por inibicao
da atividade da HMG-CoA redutase e por reduzir o nivel sérico de colesterol, além
de aumentar a concentragdo sérica de HDL-colesterol (HEINIG; JOHSON, 2006).
Jayachandran; Chadrasekaran; Namasivayan (2015) verificaram que o geraniol
reduziu colesterol total, triacilglicerdis e acidos graxos livres séricos em roedores
submetidos a dieta aterogénica. O efeito benéfico do geraniol sobre a dislipidemia
foi atribuido a reducdo sérica de triacilgliceréis, através da atividade da lipase
lipoproteica, e pelo aumento da concentracdo de HDL-colesterol através da lecitina
cholesterol acil-transferase, alem de diminuir o nivel de LDL-colesterol circulante
(IBRAHIM; EL-DENSHARY; ABDALLAH, 2015).

O conhecimento cientifico sobre as plantas utilizadas pela populagéo ainda
@ escasso; pesquisas realizadas nessa area objetivam fornecer informagoes
adequadas para sua utilizacdo. (SILVA; HAHN, 2011). Apesar de varios trabalhos
sobre as agOes protetoras do geraniol, pouco se sabe sobre o seu efeito na

cardiomiopatia diabética.
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O geraniol apresenta efeito antidiabetogénico, melhora o perfil lipidico, normaliza
0 metabolismo energético e controla o estresse oxidativo no tecido cardiaco de ratos com

diabetes mellitus tipol, induzido experimentalmente.
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OBJETIVO GERAL
Avaliar os efeitos do geraniol sobre as alteracdes metabodlicas e o estresse

oxidativo no miocardio de ratos com diabetes mellitus tipo 1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar o peso, ganho de peso, glicemia e dislipidemia promovida pelo
DM1;

- Evidenciar o efeito do DM1 sobre as atividades de enzimas marcadoras do
metabolismo energético e de complexos enzimaticos respiratérios no tecido
cardiaco;

- Analisar a concentracdo de proteinas totais e glicogénio no tecido cardiaco
no DM 1,

- Determinar o estresse oxidativo por meio de biomarcadores e da atividade
das enzimas antioxidantes sob condicGes diabéticas;

- Analisar o efeito antidiabetogénico do geraniol sobre os parametros
nutricionais, glicemia e dislipidemia em ratos com DM1;

- Identificar o efeito da administracdo do geraniol sobre as atividades das
enzimas marcadoras do metabolismo energético e dos complexos enzimaticos
respiratdrios no tecido cardiacos de animais com DM 1;

- Analisar a administracdo do geraniol sobre a concentracdo de proteinas
totais e de glicogénio no tecido cardiaco no estado diabético;

- Determinar o efeito do geraniol sobre o estresse oxidativo através de
biomarcadores e da atividade das enzimas antioxidantes no tecido cardiaco em

condicBes diabéticas.
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1. Instalagéo do experimento e animais experimentais

Foram utilizados 32 ratos (Rattus norvegicus), raca Wistar, machos, com
peso inicial em média de 250g, com 60 dias de idade. Os animais foram mantidos
em gaiolas de plastico, em ambiente com temperatura (25£2°C), fotoperiodo (ciclos
12:12 horas - claro/escuro) e umidade (£55%) controlados. Os animais foram
provenientes do Biotério Central da UNESP - Campus de Botucatu e foram
transferidos para o Laboratorio de Experimentacdo Animal do Departamento de
Quimica e Bioquimica/IB-UNESP-Botucatu. O protocolo experimental foi

aprovado pela Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA), sob nlimero 834,

2. Grupos experimentais
Os animais foram distribuidos aleatoriamente e constituiram os seguintes

grupos experimentais (n==8):

. Controle (C) = ratos normais que receberam apenas ra¢do comercial e agua;
. GE-= ratos normais que receberam racdo comercial, agua e geraniol;

. DM= ratos diabéticos que receberam racdo comercial e agua;

. DM-GE-= ratos diabéticos que receberam racdo comercial, agua e geraniol

O DML experimental foi induzido através da administracdo intraperitoneal
de estreptozotocina (STZ - 60 mg/Kg de peso corporal; dose Unica) diluido em
citrato de sédio (0,1M pH 4,5). Apos 48 horas da administracdo da STZ, a glicemia
foi determinada através de glicosimetro (Advantage) em amostras de sangue
retiradas por puncdo da cauda. Animais com glicemia > 250 mg/dL foram
considerados diabéticos.

Com o estabelecimento do estado diabético, o geraniol foi administrado
através da via intragastrica (gavage). Os animais pertencentes aos grupos GE e DM-
GE receberam geraniol (Sigma- Aldrich, Saint Louis MO, USA) na concentragdo
de 200 mg/Kg/dia (BABUKUMAR et al., 2017), durante 30 dias. Os animais dos
grupos C e DM receberam &gua filtrada no mesmo procedimento, apenas para
provocar 0 mesmo estresse fisiolégico. Os animais receberam agua e ragdo
comercial (Purina Labina®, Campinas-SP) ad libitum durante o periodo

experimental. O controle da ingestdo de agua e de racao foi realizado diariamente e
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a pesagem dos animais efetuada semanalmente.

3. Determinacdo da energia ingerida

Considerando o consumo alimentar médio diario e a quantidade de energia
metabolizavel da racéo, a energia ingerida foi calculada segundo Ebaid et al (2006):
Energia Ingerida (EI; kcal/dia) = consumo médio de racdo x energia metabolizével
(3,81).

4. Obtenc¢do das amostras séricas

No final do periodo experimental (30 dias), os animais foram anestesiados
(xilazina 2% e cloridrato de cetamina 10% e 0,1 mL/100g de peso corporal, i.p.) e
a eutanasia foi realizada por decapitacdo. O sangue foi coletado e o soro separado
por centrifugacdo (6000 rpm, por 15 minutos) e utilizado para determinacdo da
glicemia, colesterol total, triacilglicer6is e HDL-colesterol. Apds a retirada do

sangue, o coracao foi lavado em tampéo fosfato de sodio (0,01M; pH 7,0).

5. Determinacdes bioquimicas séricas
5.1. Determinagéo da glicemia

A glicose sanguinea, por acdo da glicose-oxidase, é oxidada a acido
glicdnico e forma peroxido de hidrogénio (H20.). Este perdxido de hidrogénio
formado reage por acdo da peroxidase com 4-aminoantepirina e com 1,4-
diclorofenol. Por juncdo oxidativa forma-se antipirilquinonimina, de cor vermelha,
cuja intensidade de coloragéo foi proporcional a concentracao de glicose (MOURA,
1982).

5.2. Determinacao da concentracgao de triacilglicerois

Os triacilglicerdis foram determinados através de sua hidrolise enzimatica
produzindo glicerol e acidos graxos. Segundo Soloni (1971), o glicerol oxida-se
com éacido periédico a formaldeido, o qual foi quantificado colorimetricamente

como 3,5 diacetil-1,4 diidrolutidina.
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5.3. Determinacéo da concentracao de colesterol total

O colesterol foi determinado enzimaticamente pelo colesterol oxidase com
hidrolise prévia dos esteres mediante lipase. O peroxido de hidrogénio liberado, na
oxidacdo, produz fenol oxidado e 4-aminofenazona, o qual foi quantificado
(MOURA, 1982).

5.4. Determinacdo da concentracdo de HDL-colesterol

A lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) e a lipoproteina de baixa
densidade (LDL) foram precipitadas seletivamente pelo acido fosfotungstico. No
sobrenadante, separado por centrifugacdo, estdo as lipoproteinas de alta densidade
(HDL), na qual foi determinado o colesterol incorporado as mesmas (LOPES-
VIRELLA etal., 1977).

5.5. Determinagéo da concentragéo de VLDL-colesterol
O valor de VLDL-colesterol foi obtido pela equacdo de Friedewald
(Triacilglicer6is/5) (COHN; ROTH, 1996).

5.6. Determinacéo da concentragédo de LDL-colesterol

O valor de LDL-colesterol foi obtido pela equacdo de Friedewald
(LDL-colesterol = colesterol total — HDL-colesterol — triacilglicerdis/5) (COHN;
ROTH, 1996).

6. Anélises no tecido cardiaco
6.1.  Analises do metabolismo energético

Amostras de aproximadamente 100 mg de tecido cardiaco foram
homogeneizadas em tampdo fosfato de sodio (0,1M; pH 7,0), com auxilio de
homogeneizador tipo Potter Elvehjem, com pistilo de teflon. O homogeneizado foi
centrifugado a 12.000 x g, durante 15 minutos, a -4°C (PEREIRA et al., 1998). O
sobrenadante foi utilizado para determinar a atividade das enzimas do metabolismo
energético, complexos enzimaticos respiratorios, estresse oxidativo e concentracao

das proteinas totais.
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O metabolismo energético foi analisado por meio das enzimas reguladoras
das vias metabdlicas, tais como fosfofrutoquinase (PFK), marcadora da
glicolise/gliconeogénese, lactato desidrogenase (LDH) associadas ao metabolismo
anaerdbico, piruvato desidrogenase (PiDH) indicadora do metabolismo aerdbico e
da glicose, citrato sintase (CS) importante reguladora do metabolismo do aerdbico
e controladora do fluxo de metabolitos através do ciclo do acido citrico e a -
hidroxiacil-CoA desidrogenase (OHADH) reguladora da PB-oxidacdo de acidos

graxos.

6.1.1. Atividade da fosfofrutoquinase (PFK)

A atividade foi determinada na presenca de aldolase, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, triose isomerase, ATP e frutose-6-fosfato, sendo quantificada pela
oxidacdo do NADH (BASS et al., 1969).

6.1.2. Atividade da lactato desidrogenase (LDH)

A atividade da lactato desidrogenase foi determinada segundo técnica de
Wilkinson (1965) utilizando o método UV otimizado, onde foi medida a velocidade
do consumo de NADH?, o qual foi proporcional a atividade da enzima presente na

amostra.

6.1.3. Atividade da piruvato desidrogenase (PiDH)

A velocidade de conversdo do piruvato em acetil-CoA, catalisada pelo
complexo enzimatico piruvato desidrogenase, foi determinada pela reducdo do
NAD™ na presenca de tiamina pirofosfato, coenzima-A e piruvato, em tampao
fosfato de potassio (BASS et al., 1969).

6.1.4. Atividade da citrato sintase (CS)

A citrato sintase foi determinada a 412nm em tampéo tris-HCI 50mM, pH
8,0, contendo acetil-CoA, DTBN (dithiobis-2-nitrobenziato) e oxaloacetato (BASS
etal., 1969).
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6.1.5. Atividade da B-hidroxiacil coenzima-A desidrogenase (OHADH).

Atividade da B-hidroxiacil-CoA desidrogenase foi determinada em meio
contendo acetoacetil coenzima-A e NADH, o qual teve sua oxidacdo medida (BASS
etal., 1969).

6.2. Andlise do estresse oxidativo: marcadores do estresse oxidativo e
atividade das enzimas antioxidantes

A andlise do estresse oxidativo foi realizada através da concentracdo de
hidroperdxido de lipidio (HP), proteina carbonila, glutationa reduzida (GSH) e total
(GS), e atividade das enzimas antioxidantes.

6.2.1. Determinacdo da concentracéo de hidroperoxido de lipidio (HP)

Foi determinado através da oxidagdo do sulfato ferroso amoniacal (Fe?*) na
presenca de alaranjado de xilenol, &cido sulfurico e butilato hidroxitolueno (BHT)
em metanol, & temperatura ambiente. O Fe®* reage com alaranjado de xilenol e
forma  cromégeno, cuja intensidade de coloracdo foi  medida
espectrofotometricamente (JIANG; WOOLARD; WOLFF, 1991).

6.2.2. Determinacéo da concentracéo da glutationa total (GS total), glutationa
reduzida (GSH)

A concentracdo de glutationa total foi determinada através do método
cinético, com a reducdo do 5,5’-Dithio (2 nitrobenzoic acid) (DTNB) pela
glutationa reduzida (GSH) na presenca de NADPH (TIETZE, 1969). A
concentragcdo da glutationa reduzida e da atividade da glutationa redutase foram
determinadas em tampéo tris-HCI pH 8,9 e DTNB, apds prévia precipitacdo com
TCA 50%. O GSH foi utilizado como padrdo (SEDLAK; LINDSAY, 1968).

6.2.3. Determinacao da concentracéo de proteina carbonila (PC)
O sobrenadante foi incubado com 2,4 dinitrophenylhydrazina (DNPH) e
centrifugado novamente na presenca de tricloroacético (TCA). Apds lavagem com

acetate de etila/etanol (1:1) foi adicionada guanidine e mantido a 37°C por 10
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minutos e, posteriormente procedeu a leitura em absorbancia a 360nm (REZNICK;
PACKER, 1994).

6.2.4. Determinacdo da atividade de glutationa peroxidase (GSH-PXx)

A atividade da glutationa peroxidase foi determinada segundo método de
Nakamura; Hosoda; Hayashi (1974), na presenca de peroxido de hidrogénio. A
mistura reativa foi preparada em tampdo fosfato de sédio, NADPH, azida sddica,
EDTA, glutationa reduzida (GSH) e glutationa redutase. Através da oxidacdo do
NADPH: na presenca da glutationa redutase, a qual catalisa a redugéo da glutationa
oxidada (GSSG), determinou-se a atividade da GSH-Px.

6.2.5. Determinacdo da atividade de superoxido dismutase (SOD)

A atividade da superoxido dismutase foi determinada pela técnica de Ewing;
Janero (1995), tendo como base a capacidade de a enzima inibir a reducdo do
nitroblue-tetrazélico (NBT) por radicais livres gerados pela hidroxilamina em meio
alcalino (pH 10). A hidroxilamina gera fluxo de O2" do NBT para blue-formazana
em temperatura ambiente. Quando a amostra foi adicionada, a velocidade de
reducdo do NBT foi inibida, de acordo com atividade da SOD na amostra.

6.3. Andlise da fungdo mitocondrial através da atividade dos complexos
respiratorios

Os pellets da primeira centrifugacao do tecido cardiaco foram suspensos em
tampéo fosfato de sddio 0,1M contendo 250 mM de sacarose, 2 mM de EDTA e
250 mM de manitol, centrifugado e ressuspenso, onde determinou-se a atividade da
NADH-desidrogenase (complexo 1), succinato desidrogenase (complexo Il) e ATP

sintase.

6.3.1. Determinacéo da atividade da NADH-desidrogenase (complexo I)

Foi determinada segundo o método descrito por Singer (1984), através da
velocidade do consumo de NADH, a 340nm, em tampéo fosfato de sédio (80mM
pH 7,4) e EDTA (50mM).
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6.3.2. Determinacéo da atividade da succinato desidrogenase (complexo I1)

O sistema de reacéo foi constituido de tampé&o fosfato de potassio 50mM pH
7,4 na presenca de succinato de sodio (10nM), fenazina metassulfato (0,36 mM) e
diclorofenolindofenol (12 mM) (FISCHER et al., 1985).

6.3.3. Determinacéo da atividade da ATP-sintase

Foi determinada em tamp&o TRIS-HCI na presenca de cloreto de magnésio,
NADH, fosfoenolpiruvato, ATP e lactato desidrogenase e, em seguida procedeu as
leituras a 340nm (DESAI et al., 1996).

6.4. Determinacdo da concentracéo de proteinas totais

Foram determinadas empregando-se 0 método de Biureto, onde as ligacGes
peptidicas das proteinas reagiram com o ion cuprico, em meio alcalino, resultando
em um complexo de cor violeta, cuja intensidade de coloracdo é proporcional a

concentracdo de proteinas na amostra (MOURA, 1982).

6.5. Determinacéo da concentracéo do glicogénio

Na determinacdo do glicogénio, amostras de 100mg de tecido cardiaco
foram homogeneizadas (3000 rpm, por 10 minutos) com é&cido perclérico (0,6
mol/L). Do sobrenadante retirou-se uma aliquota (10 pl) para determinar a
concentracéo inicial de glicose e, o restante recebeu amiloglicosidase em meio
contendo tampé&o acetato de sodio (0,05 M, pH 4,5) a 50°C, nesta mistura reativa
determinou a concentragdo final de glicose. A concentragdo de glicogénio foi
calculada pela diferenca entre as concentracdes de glicose final e inicial, segundo
Roehrig; Allred (1974). A concentracdo de glicose foi determinada de acordo com
Moura (1982).

6.6.  Determinacao da concentracéo de triacilglicerois
Para a determinacdo da concentragdo de triacilglicerdis, amostras de
aproximadamente 100mg de tecido cardiaco foram homogeneizados em mistura de

cloroférmio/metanol (2:1). O homogeneizado recebeu 4mL de cloroférmio e 4mL
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de &gua e foi filtrado, em seguida as amostras ficaram em repouso durante 24 horas.
Apos, a fase aquosa foi recolhida com auxilio de uma micropipeta e desprezada
(BLIGH; DYER, 1996). Na fracdo restante, determinou-se a concentracdo de
triacilglicerdis através do método enzimatico, colorimétrico, de acordo com Soloni
(1971).

7. Forma de andlise dos resultados - procedimento estatistico

Foram utilizados o delineamento inteiramente casualizado com 4
tratamentos e 8 repeticbes para as variaveis bioquimicas estudadas, segundo
esquema da andlise de variancia (ANOVA):

COEFICIENTE DE VARIACAO G.L.
TRATAMENTOS 3
RESIDUO 29
TOTAL 32

O nivel de significancia adotado nas analises estatisticas foi de 5% de
probabilidade e as estatisticas F foram significativas quando p<0.05. Foi utilizado
teste Tukey para a comparacao entre as médias (ZAR, 1996).
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O consumo tanto alimentar como de &gua pelos animais diabéticos nao
tratados (DM) foi maior (p<0,05) em comparacdo aos demais grupos. A
administracdo de geraniol diminuiu significativamente esses dois parametros em
animais diabéticos (DM-GE) (Tabela 1; Figuras 6A; 6B). Nota-se que a energia
ingerida também foi elevada no grupo DM e apresentou queda com a administracdo
de geraniol (DM-GE) (Tabela 1; Figura 6C).

Quanto ao peso corporal e ganho de peso, ndo houve diferenca significante
entre o grupo controle (C) e tratado com geraniol (GE). Porém, animais diabéticos
néo tratados (DM) demonstraram reducao no peso corporal, e consequentemente no
ganho de peso, no final do periodo experimental, comparativamente aos demais
grupos. Os animais do grupo DM-GE apresentaram aumento no peso corporal final,
diferindo significativamente quando comparado aos animais do grupo DM (Tabela
1; Figura 6D). Com relacdo a variacdo de peso corporal, a administracdo de geraniol
em animais diabéticos (DM-GE) aumentou significativamente em relacdo ao grupo

DM e diminuiu significativamente em relacdo ao grupo C (Tabela 1; Figura 6E).

TABELA 1. Consumo alimentar, consumo de &gua, energia ingerida, peso e ganho
de peso corporal para os diferentes grupos experimentais.

Parametros Grupos

C GE DM DM-GE

Consumo alimentar g/d  28,62+2,35a 26,36+2,30a 49,54+8,00b 23,67+6,04a

Consumo de agua mL/d 39,78+3,92a 39,07+4,02a  236,30+£33,23b  61,55+20,13a
Energia ingerida kcal/d  109,06£8,94a  100,43+8,76a  181,31+24,82b 109,20+11,80a
Peso corporal final g 382,65+40,99b  366,53+17,77b  235,29+51,01a 336,66+48,41b
Ganho de peso g 139,70+33,91c 115,28+10,24bc  -10,50+36,82a  93,03+37,50b

Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significantes entre
0s grupos (p<0.05). C = controle; GE= geraniol; DM= diabéticos; DM-GE= diabéticos + geraniol.
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Figura 6: (A) Consumo alimentar; (B) Consumo de agua; (C) Energia ingerida; (D) Peso corporal
final e (E) Variacdo de peso corporal para os diferentes grupos experimentais. Médias + Desvios
padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significantes entre os grupos (p <
0,05). C (grupo controle), GE (ratos normais que receberam geraniol), DM (ratos diabéticos) e DM-
GE (ratos diabéticos que receberam geraniol).
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A Tabela 2 mostra a glicemia e o perfil lipidico no soro dos animais
pertencentes aos diferentes grupos experimentais. Pode-se verificar que 0s animais
diabéticos apresentaram aumento na concentracdo serica de glicose,
comparativamente aos demais grupos. A administracdo de geraniol em animais
diabéticos demonstrou reducdo significante neste pardmetro comparado ao DM,
diferindo estatisticamente também dos grupos C e GE (Figura 7A). Animais
diabéticos submetidos ao tratamento com geraniol (DM-GE) apresentaram reducao
do nivel sérico de colesterol total, comparativamente aqueles diabéticos ndo tratados
(DM). Né&o houve alteragdes significantes na concentragédo de colesterol total entre
0s grupos C, GE e DM-GE (Tabela 2; Figura 7B).

A concentracdo tanto de triacilglicerois, VLDL-C e LDL-C nos animais que
receberam geraniol (DM-GE) diminuiram significativamente em relacdo aos
animais diabéticos ndo tratados (DM), ndo diferindo dos grupos C e GE (Tabela 2;
Figuras 7C; 7D; 7E).

Como demonstrado na Tabela 2; Figura 7F, animais do grupo DM
apresentaram diminuicdo significante na concentracdo sérica de HDL-C, em relacdo
aos demais grupos experimentais. Este parametro aumentou em animais diabéticos
submetidos a administracdo de geraniol (DM-GE), atingindo valores proximos do
grupo controle.

TABELA 2. Concentracdo sérica de glicose, cholesterol, triacilglicerdis, VLDL-
colesterol, LDL-colesterol e HDL-colesterol para os diferentes grupos
experimentais.

Parametros Grupos
C GE DM DM-GE
Glicose mg/dL 159,66+17,82a  158,98+9,65a  437,32+33,33b  227,59+28,06¢
Colesterol mg/dL 110,71+6,95a 108,71+6,11a 137,50+8,27b  117,19+10,66a
Triacilglicerdis mg/dL ~ 123,67+6,12a  121,74+9,08a  181,12+11,86b 131,18+11,66a
VLDL-C mg/dL 24,73+1,22a 24,35+1,82a 36,2242,37b 26,2442 33a
LDL-C mg/dL 54,33+7,42a 49,31+5,76a 77,1546,28b 57,15+11,36a
HDL-C mg/dL 33,58+6,51b 35,06+6,35b 24,13+6,5% 34,40+4,12b

Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significantes entre
0s grupos (p<0.05). C = controle; GE= geraniol; DM= diabéticos; DM-GE= diabéticos + geraniol.
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Figura 7: (A) Glicose; (B) Colesterol total; (C) Triacilglicerois; (D) Lipoproteina de muita baixa
densidade (VLDL-C), (E) Lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) e (F) Lipoproteina de alta
densidade (HDL-C) séricas, para os diferentes grupos experimentais. Médias + Desvios padrao.
Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significantes entre os grupos (p < 0,05). C

(grupo controle), GE (ratos normais que receberam geraniol), DM (ratos diabéticos) e DM-GE (ratos
diabéticos que receberam geraniol).
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N&o houve diferencas significativas para a concentracdo de proteinas totais
no tecido cardiaco dos animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais
(Tabela 3, Figura 8A).

A concentracdo cardiaca de glicogénio apresentou-se diminuida sob estado
diabético (DM), enquanto a administracdo de geraniol foi suficiente para eleva-la,
de forma significante, obtendo valores proximos aos obtidos pelos animais dos
grupos C e GE (Tabela 3; Figura 8B). A concentracdo de triacilglicerdis no
miocardio em animais diabéticos apresentou-se elevada em relacdo aos demais

grupos (Tabela 3; Figura 8C).

TABELA 3. Concentracgdo cardiaca de proteinas totais, glicogénio e triacilglicerdis,

nos diferentes grupos experimentais.

Parametros Grupos
C GE DM DM-GE
Proteinas totais mg/100mg tec 48,70+5,75 50,73+5,89 49,81+5,18  47,98+4,23
Glicogénio mg/g tec 21,99+2.34b  22,91+3,99b  14,69+1,99a 24,34+3,09b
Triacilglicerdis mg/g tec 22,06+1,50a 18,83+2,27a  30,78+3,03b 29,72+2,83b

Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significantes entre
0s grupos (p<0.05). C = controle; GE= geraniol; DM= diabéticos; DM-GE= diabéticos + geraniol.
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Figura 8: (A) Proteinas totais; (B) Glicogénio; (C) Triacilgliceréis no tecido cardiaco, para os
diferentes grupos experimentais. Médias + Desvios padrdo. Médias seguidas de letras distintas
indicam diferencas significantes entre os grupos (p < 0,05). C (grupo controle), GE (ratos normais
gue receberam geraniol), DM (ratos diabéticos) e DM-GE (ratos diabéticos que receberam
geraniol).

A Tabela 4 apresenta a atividade das enzimas marcadoras do metabolismo
energético cardiaco. A atividade da enzima fosfofrutoquinase (PFK) mostrou-se
diminuida (p<0,05) nos animais do grupo DM em relacdo aos demais grupos. A
administragdo do geraniol em animais diabéticos levou 0 aumento da atividade desta
enzima (DM-GE), porém com auséncia de diferenca significativa (Figura 9A).

A atividade da enzima piruvato desidrogenase (PiDH), esteve diminuida nos
animais diabéticos (DM) e aumentada naqueles que receberam tratamento com
geraniol (grupos GE e DM-GE) (Tabela 4; Figura 9B).
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N&o foram observadas diferencas significativas na atividade da enzima
lactato desidrogenase (LDH) entre os grupos experimentais (Tabela 4; Figura 9C).

A atividade da enzima citrato sintase (CS) aumentou de forma significativa
nos animais do grupo DM, enquanto aqueles diabéticos que receberam geraniol
(DM-GE) tiveram queda na atividade desta enzima, atingindo valores proximos dos
grupos C e GE (Figura 9D).

A atividade da B-hidroxil CoA desidrogenase (OHADH) aumentou (p<0,05)
no tecido cardiaco dos animais submetidos ao diabetes experimental (DM),
diferindo estatisticamente apenas do grupo GE. O tratamento com geraniol em ratos
diabéticos (DM-GE) néo foi suficiente em amenizar o aumento da atividade desta

enzima (Tabela 4; Figura 9E).

TABELA 4. Atividade cardiaca de fosfofrutoquinase (PFK), piruvato
desidrogenase (PiDH), lactato desidrogenase (LDH), citrato sintase
(CS) e B-Hidrociaxil CoA desidrogenase (OHADH), para o0s

diferentes grupos experimentais.

Parametros Grupos
C GE DM DM-GE
PFK nmol/g tec 256,13+41,68b 264,90+47,87b  169,91+44,06a 218,62+37,87ab
PiDH nmol/g tec 66,65+9,90b 87,29+13,98¢c 48,46+7,21a  75,29+13,09bc
LDH nmol/g tec 117,61+19,30a 112,14+17,15a 111,54+19,26a 102,40+12,50a
CS nmol/g tec 86,02+9,92a 79,04+10,19a  103,72+11,85b  86,62+10,81a

OHADH nmol/mg tec 1,56+0,13ab 1,50+0,13a 2,25+0,74b 2,02+0,79ab

Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significantes entre
0s grupos (p<0.05). C = controle; GE= geraniol; DM= diabéticos; DM-GE= diabéticos + geraniol.



(nmol/g tec)

(nmol/g tec)

59

PFK PiDH
(A) (B)
4004 1504
b
3004 c
. $ 1004
&0
200- S
2 a
S 504
1004
0 T 0-
GE DM DM-GE GE DM
Grupos Grupos
LDH CS
(©) (D)
1504 1501
b
100- § 1004 a
=
50 & 50-
0 o 0 =
GE DM DM-GE GE DM DM-GE
Grupos Grupos
OHADH
(E)
4
b
=37
=
S0
S 21 ab a
g
1_
0
C GE DM
Grupos

Figura 9: (A) Fosfofrutoquinase (PFK); (B) Piruvato desidrogenase (PiDH); (C) Lactato
desidrogenase (LDH); (D) Citrato sintase (CS) e (E) B-Hidrociaxil CoA desidrogenase (OHADH)
no tecido cardiaco, para os diferentes grupos experimentais. Médias + Desvios padrdo. Médias
seguidas de letras distintas indicam diferencas significantes entre os grupos (p < 0,05). C (grupo
controle), GE (ratos normais que receberam geraniol), DM (ratos diabéticos) e DM-GE (ratos

diabéticos que receberam geraniol).
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Tabela 5 apresenta a atividade dos complexos enzimaticos mitocondriais.
Nota-se que a atividade da NADH-desidrogenase apresentou-se diminuida (p<0,05)
nos animais do grupo DM em comparagdo aos demais grupos. Com a administracédo
do geraniol, a atividade dessa enzima aumentou significativamente no grupo DM-
GE (Figura 10A). Animais diabéticos ndo tratados (DM) e diabéticos tratados com
geraniol (DM-GE) demonstraram os menores (p<0,05) valores obtidos para a
atividade da succinato desidrogenase, ndo diferindo entre si, mas com diferencas
estatisticas em relacdo aos grupos C e GE (Figura 10B)

A atividade da ATP-sintase apresentada na Tabela 5; Figura 10C decresceu
no tecido cardiaco dos animais diabéticos (DM), em relacdo aos demais grupos e 0s
animais que receberam geraniol apresentaram aumento da atividade desta enzima
(GE e DM-GE).

TABELA 5. Atividade cardiaca da NADH-desidrogenase (NADH-DH), succinato
desidrogenase (SUC-DH) e ATP-sintase (ATP-sint), para os diferentes

grupos experimentais.

Parametros Grupos
C GE DM DM-GE
NADH-DH nmol/mgtec  4,51+0,84b 4,98+1,01b 2,62+0,82a 4,75+0,91b
SUC-DH nmol/mg tec 0,61+0,10b 0,51+0,08b 0,23+0,05a 0,24+0,07a
ATP-sint nmol/mg tec 25,74+3,64b 31,57+5,20c 18,89+2,74a 25,09+3,11b

Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significantes entre
0s grupos (p<0.05). C = controle; GE= geraniol; DM= diabéticos; DM-GE= diabéticos + geraniol.



(nmol/mg tec)

61

NADH-DH Suc-DH
(A) (B)
87 087
b b
61 b 0.6
g
a0
4 a S 0.4
S a
s
27 0.2
0 0.0
C GE DM DM-GE C GE DM
Grupos Grupos
ATP-sint
©)
401 C
30 b
S0 a
£ 20-
S
s
=~ 10-
0 —r—
GE DM DM-GE

Grupos

Figura 10: (A) NADH-desidrogenase (NADH-DH); (B) Succinato desidrogenase (SUC-DH) e (C)
ATP-sintase (ATP-sint) no tecido cardiaco, para os diferentes grupos experimentais. Médias *
Desvios padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significantes entre os grupos

(p <0,05). C (grupo controle), GE (ratos normais que receberam geraniol), DM (ratos diabéticos) e
DM-GE (ratos diabéticos que receberam geraniol).

Na Tabela 6, estdo apresentados os valores obtidos para a avaliagédo do
estresse oxidativo (biomarcadores e atividade das enzimas antioxidantes) no tecido
cardiaco. Nao foram observadas diferencas significativas na concentracao tanto da
glutationa total como na reduzida (Figuras 11A; 11B).

Nota-se que a administracdo de geraniol diminuiu a concentragdo de
hidroperdxido de lipidio e de proteina carbonila no miocardio dos animais do grupo

(DM-GE), comparativamente ao grupo DM (Tabela 6; Figuras 11C; 11D).
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A atividade da SOD foi menor (p<0,05) nos grupos DM e DM GE em
relagdo aos demais grupos, os quais ndo diferiram significativamente (Tabela 6;
Figura 11E).

Conforme a Tabela 6; Figura 11F pode-se verificar que a administracdo de
geraniol foi eficiente em elevar a atividade da glutationa peroxidase no tecido
cardiaco de animais diabéticos (GE-DM), o qual n&o diferiu (p>0,05) do grupo C e
do grupo GE.

TABELA 6. Concentracdo cardiaca de glutationa total (GS total), glutationa
reduzida (GSH), hidroperdxido de lipidios (HP), proteina carbonila
(PC), superdxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px)

nos diferentes grupos experimentais.

Parametros Grupos
C GE DM DM-GE
GS total nmol/mg tec 3,81+0,69 3,94+0,95 3,81+0,74 4,47+0,72
GSH nmol/mg tec 0,85+0,11 0,87+0,12 0,84+0,06 0,84+0,04
HP nmol/mg tec 121,86+23,98a 128,73+15,05a 213,08+29,07c 167,95+18,92b
PC nmol/mg tec 200,32+25,01a 171,81+30,07a 269,56+34,10b 196,31+36,34a
SOD nmol/mg tec 3,63+0,33bc 3,94+0,26b 2,97+0,28a 3,38+0,36ac

GSH-Px nmol/mg tec 26,35+3,10b 30,41+6,29b 18,91+2,72a 27,18+3,90b

Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferengas significantes entre
0s grupos (p<0.05). C = controle; GE= geraniol; DM= diabéticos; DM-GE= diabéticos + geraniol.
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Figura 11: (A) Glutationa total (GS total); (B) Glutationa reduzida (GSH); (C) Hidroperéxido de
lipidio (HP); (D) Proteina Carbonila (PC); (E) Superoxido dismutase (SOD) e (F) Glutationa
peroxidase (GSH-Px) no tecido cardiaco, para os diferentes grupos experimentais. Médias + Desvios
padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significantes entre os grupos (p <

GE (ratos diabéticos que receberam geraniol).

0,05). C (grupo controle), GE (ratos normais que receberam geraniol), DM (ratos diabéticos) e DM-
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A inducdo da DM por estreptozotocina (STZ) em animais € um método
amplamente utilizado, pois apresenta similaridade com o estado patolégico em
humanos (LARSEN et al., 2002). Trata-se de um bom modelo para triagem
preliminar de agentes terapéuticos ativos e estudo de mecanismos fisiopatologicos
e atividade hipoglicemiante e antidiabetogénica de certos compostos sobre a
patologia, em ensaios bioldgicos (FRANCO, 2013; BADYAL; DESALI, 2014).

A STZ [2-desoxi-2-(3-metil-3-nitrosoureido)-D-glicopiranose] € um
composto natural produzido pela bactéria Streptomyces achromogenes, cuja
férmula molecular é CgH1sN307 com peso molecular de 265 g/mol, a sua estrutura
quimica é composta por nitrosoureia ligado a um grupo metilo e a uma molécula de
glicose (DOLAN, 1997; SZKUDELSKI, 2001). (Figuras 12 A, B).
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Figura 12: Estrutura de: A) Glicose; B) Estreptozotocina (modificado de ELEAZU et al., 2013).

O mecanismo de acdo da STZ inclui a destrui¢do seletiva das células P
pancreaticas, com baixa producédo da insulina e comprometimento na captacao de
glicose pelos tecidos periféricos, 0 que leva a hiperglicemia persistente e ao
estabelecimento das complicacBes diabéticas (GROVER et al., 2002; KING,
2012).

A STZ internaliza as células  pancreaticas através dos transportadores de

glicose GLUT-2, gerando EROs, os quais fragmentam a estrutura do DNA causando
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o efeito B-citotdxico através de danos oxidativos (ELEAZU et al., 2013; GHOSH et
al., 2015; BISWAS et al., 2017).

No presente estudo, a administracdo de STZ desencadeou sintomas classicos
de DM tipo 1, entre eles, baixo peso corporal, hiperglicemia, maior consumo
alimentar (polifagia) e de &gua (polidipsia). Estes resultados sdo consistentes com
relatos da literatura ao indicarem os efeitos diabetogénicos da STZ (PARI;
RAJARAJESWARI, 2009; SUNDARAM; SHANTHI; SACHDANANDAM,
2014).

O maior consumo alimentar, em animais diabéticos (Tabela 1; Figura 6A),
pode ser atribuido a indisponibilidade de moléculas de glicose no meio intracelular,
interferindo na regulacdo da saciedade. Na auséncia de insulina, o nucleo
hipotalamico ventro-medial, responsavel pela regulacdo da fome, ndo capta glicose
e ndo ¢ inibido pelo mecanismo de feedback negativo. Assim, ha sinalizacdo da falta
de glicose e, portanto, a sensacdo de fome, que estimula maior ingestdo alimentar
(JACOBSON, 1996; RIOS; WARD, 2008).

Consumo hidrico elevado foi observado no presente estudo, no grupo DM
(Tabela 1; Figura 6B). O excesso de glicose ndo internalizada pela célula é excretada
pela urina, desencadeando quadro de diurese osmdtica (polilria), levando a
desidratacdo e, consequentemente, ativacdo do centro da sede e polipsia
(GUYTON; HALL, 2006). A desidratacdo intracelular é reconhecida pelos
osmorreceptores cerebrais que geram como resposta sede intensa, caracteristica da
DM tipo 1 (LERCO et al., 2003).

Os animais do grupo DM apresentaram tanto diminuicdo do peso corporal
final como ganho de peso (Tabela 1; Figuras 6D; 6E), embora tenham apresentado
maior ingestao alimentar e energética (Tabela 1; Figuras 6A; 6C). Isto pode ocorrer
devido a indisponibilidade de glicose para a célula. De forma compensatoria, a
célula promove oxidacgéo de acidos graxos e aminoacidos para producdo de energia
em detrimento de glicose.

O remanejamento de combustiveis metabdlicos caracteriza 0 metabolismo

especial da DM 1, onde ocorre elevacdo da mobilizacdo de triacilglicerois
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armazenados no tecido adiposo (lipolise) e catabolismo oxidativo de amino&cidos
para fornecimento de esqueletos carbonicos para oxidagdo (ORSOLIC et al., 2011).

Animais diabéticos ndo tratados apresentaram reducdo da massa corporal
(Tabela 1; Figura 6E). A baixa concentracao de insulina degrada as maiores reservas
metabdlicas, provoca catabolismo intenso de proteinas estruturais (protedlise
muscular) e lipélise (EISELEIN; SCHWARTZ; RUTLEDGE, 2004; FINN; DICE,
2006). Além disso, a polidria instalada resulta em desidratacdo, sendo mais uma
possivel causa da perda de peso (OKON et al., 2012).

A hiperglicemia estabelecida no grupo DM foi apresentada na Tabela 2;
Figura 7A. A alteracdo desse parametro pode ser em consequéncia da baixa
captacdo da glicose pelos tecidos periféricos, assim como, pela alta glicogendlise
hepatica e a gliconeogénese (OLIVEIRA; BRAGA; FERNANDES, 2013).

Perseghin et al (2005) observaram aumento na producdo enddgena de
glicose em individuos com DM tipo 1, devido a baixa supressdo da insulina sobre a
gliconeogénese. Os autores também relataram que a taxa de remocao metabolica da
glicose pelos tecidos insulino-dependentes esteve diminuida nestes pacientes. Além
disso, o figado libera grande quantidade de glicose para a corrente sanguinea,
contribuindo para o estabelecimento e manutencédo da hiperglicemia em individuos
diabéticos.

A alta ingestdo alimentar também pode ter contribuido para elevar a glicemia
nos animais diabéticos (Tabela 1, Figura 6A; Tabela 2; Figura 7A).

A administragdo de geraniol em ratos diabéticos, diminuiu
significativamente a concentracédo plasmatica de glicose (Tabela 2; Figura 7A), bem
como normalizou o consumo alimentar, energético, hidrico e peso corporal (Tabela
1; Figura 6). Sundaram; Shanthi; Sachdanandam (2014); Babukumar et al (2017)
relataram os efeitos benéficos do geraniol frente as complicacGes diabéticas, como,
perda de peso corporal e ingestdo alimentar excessiva, causada por disturbios no
metabolismo da glicose e, opondo-se aos efeitos diabetogénicos causados pela STZ.

Os possiveis mecanismos de a¢do do geraniol sobre o efeito hipoglicemiante
pode ser atribuido ao aumento da liberacdo de insulina pelas células B-pancreéticas,

por eliminar as EROs e impedir a peroxidacdo lipidica, preservando a massa
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pancredtica e de glicogénio hepéatico e muscular. Tal liberacdo ainda aumenta o
namero e sensibilidade do sitio receptor de insulina, resultando em maior captacdo
celular de glicose e correcdo da desordem no metabolismo tanto de lipidios como
de proteinas (SAID et al., 2002; VOLPATO et al., 2002; LI et al., 2004).

Babukumar et al (2017), observaram que ratos diabéticos tratados com
geraniol apresentaram niveis aumentados de insulina plasmatica, indicando que o
tratamento melhorou a func¢do das células B pancreaticas, 0 que pode estar
relacionado ao fechamento de canais de K*/ATP e & estimulaco do influxo de Ca?*,
etapa essencial e inicial para a secrecdo de insulina pelas células f pancreaticas.
Estes resultados estdo em concordancia com Lone; Yun (2016) que observaram
aumento da secrecdo de insulina e reducéo da glicemia em ratos diabéticos tratados
com limoneno, um monoterpeno.

Adicionalmente, estudos histopatolégicos demonstraram  aumento
percentual de células B por ilhota pancreatica em ratos diabéticos tratados com
geraniol (BABUKUMAR et al., 2017) e com o monoterpeno mirtenal
(RATHINAM et al., 2014).

A hiperlipidemia, complicacdo conhecida da DM, é caracterizada pelos
niveis plasmaticos aumentados de triacilglicerdis, colesterol total e suas fracGes
lipoproteicas LDL-colesterol e VLDL-colesterol e reducdo de HDL-colesterol
(SHEW et al., 2001; HAIDARA et al., 2004; VERGES, 2009).

O interesse no estudo do perfil lipidico na DM surge da incidéncia
amplamente reconhecida de doenca aterosclerotica, uma das principais causas de
morte prematura em pacientes diabéticos (LEON; MADDOX, 2015; CHAWLA,
CHAWLA, JAGGI, 2016). A hipercolesterolemia, provocada tanto pela biossintese
elevada como pela baixa internalizacdo celular das LDLs-colesterol, € o principal
fator de risco para o desenvolvimento da aterosclerose na cardiomiopatia diabética
(OKOSHI et al., 2007).

Neste estudo, o aumento dos niveis séricos de colesterol, triacilglicerois,
VLDL-colesterol, LDL-colesterol e diminuicdo do HDL-colesterol (Tabela 2;
Figura 7) identificam disfuncGes do metabolismo de lipidios em ratos diabéticos

ndo tratados (grupo DM), o que confirma a dislipidemia, respaldada por estudos
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anteriores (ALMEIDA et al., 2012; AYYASAMY; LEELAVINOTHAN, 2016). A
elevacdo dos lipidios séricos pode ser resultado de uma depuracao ineficiente e/ou
superproducdo, que pode levar a alteracdo da funcédo cardiaca por modificagcdes na
estrutura tecidual e remodelacgéo cardiaca (AKULA et al., 2003).

A deficiéncia de insulina resulta em alteragfes de componentes importantes
no metabolismo lipidico, como aumento na concentracdo de acetil-CoA e na
atividade da B-hidroxi-metil glutaril- CoA redutase (HMG-CoA redutase), fatores
importantes que elevam a biossintese do colesterol e, consequentemente, resultam
na incidéncia da aterosclerose (KEENOY; VERTOMMEN, LEEUW, 2005;
SHAMIR et al., 2008; AYYASAMY; LEELAVINOTHAN, 2016).

Por outro lado, os &cidos graxos ndo oxidados sao esterificados em
triacilglicerdis, incorporados em VLDL-colesterol no figado e exportados para a
corrente sanguinea (KIM; WANG; RODRIGUES, 2012). Ainda assim, as VLDLs-
colesterol circulantes em pacientes com DM tipo 1 séo frequentemente enriquecidas
com colesterol, o que eleva a razdo colesterol/triacilglicerdis. A alteracdo desse
parametro pode ser associada ao aumento de doencas cardiovasculares, diante da
reducdo da fluidez e da estabilidade da lipoproteina (UPADHYAY, 2015).

A LDL-colesterol ¢é facilmente glicosilada de forma que adere as camadas
endoteliais e interage com agentes oxidantes (EROSs), transformando-se em LDL
oxidada; essa, por sua vez, € identificada como agente invasor, promove 0
recrutamento de macrofagos, o que resulta em células de espuma e consequente
formacéo de placa de ateroma (DOKKEN, 2008; KIM; WANG; RODRIGUES,
2012; SCHWARTZ; REAVEN, 2012; SCHILLING, 2015).

As concentragdes aumentadas de VLDL-colesterol do plasma favorecem o
transporte de triacilglicerois, desta lipoproteina, para HDL-colesterol, diminuindo a
sua densidade, durante o catabolismo de VLDL-colesterol e de quilimicrons. Esta
depuracéo acelerada aumenta o teor de lipidios nas HDLs-colesterol, o que promove
gueda no nivel sérico de HDL-colesterol (GOLDBERG, 2001; TASKINEN, 2003).

Além de seu papel na via reversa do colesterol, a HDL-colesterol apresenta

propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, antitrombdticas, vasorrelaxantes e



70

antiaterogénico, as quais estdo reduzidas na DM tipo 1 (LINK;
ROHATGI; LEMOS, 2007; VERGES, 2009).

A baixa concentracdo de HDL-colesterol em ratos diabéticos modula
negativamente a funcéo endotelial por néo inibicdo da oxidacao e da hiperexpressédo
concomitante de moléculas adesivas, o que facilita a adesdo de mondcitos as células
endoteliais, desencadeando aterosclerose em condigdes diabéticas (LUPATTELLI
etal., 2003; NATARAJAN; NADLER, 2003).

O tratamento com geraniol restabeleceu o metabolismo lipidico em animais
diabéticos, como apresentado na Tabela 2; Figura 7. O geraniol demonstra efeito
antiaterogénico, por meio da inibicdo da atividade da HMG-CoA redutase,
diminuicdo do nivel sérico de colesterol e aumento da concentracdo sérica de HDL-
colesterol (HEINIG; JOHNSON, 2006). Alem disso, o controle glicémico parece
ser um fator determinante para atenuar a dislipidemia.

Jayachandran; Chandrasekaran; Namasivayam (2015) verificaram que o
geraniol reduziu a concentracdo de colesterol total, triacilglicerdis e acidos graxos
livres séricos em roedores submetidos a dieta aterogénica. Tal efeito sobre a
dislipidemia foi atribuido a atividade aumentada da lipase lipoproteica e pelo
aumento da concentragdo de HDL-colesterol através da atividade da lecitina
colesterol acil-transferase (LCAT), além de diminuir o nivel de LDL-colesterol
circulante (IBRAHIM; EL-DENSHARY; ABDALLAH, 2015).

O aumento da secrecédo de insulina na presenca desse antioxidante diminui
0s niveis plasmaticos de glicose e o processo de lipolise no tecido adiposo de ratos
diabéticos. Por outro lado, a presenca de insulina aumenta a atividade da lipase
lipoproteica, que catalisa a quebra das ligacdes éster de triacilglicerol, aumentando
a depuragdo do VLDL-colesterol e quilomicrons (AYYASAMY;
LEELAVINOTHAN, 2016).

O nivel aumentado de insulina eleva a atividade da LCAT, enzima
responsavel pela esterificacdo do colesterol extracelular, aumentando assim a
eficiéncia do transporte reverso do colesterol pela HDL-colesterol, indicando
correlagdo negativa com os acidentes cardiovasculares (DOKKEN, 2008;
AYYASAMY; LEELAVINOTHAN, 2016).



71

El-Bassossy et al (2017) mostraram que o geraniol preveniu o quadro de
hipercolesterolemia observado em animais diabéticos. Estudos relataram que a via
de biossintese do colesterol parece ser o principal processo inibido pelo geraniol em
varios tipos celulares (POLO; CRESPO; BRAVO, 2011; CRESPO et al., 2012).
Além disso, Galle et al (2015) consideraram o geraniol como agente capaz de
controlar a hipercolesterolemia, caracteristica que pode contribuir para a prevencao
de doencas cardiovasculares, como cardiomiopatias diabéticas.

Neste sentido, no tecido cardiaco, ha troca de combustivel metabolico de
glicose para exclusiva oxidacdo de acidos graxos afim de gerar energia, resultando
na perda de flexibilidade metabdlica, bem como alteracdes morfoldgicas nos
cardiomidcitos, levando ao comprometimento da estrutura e funcdo mitocondrial,
bem como da funcao cardiaca (LI et al., 2018; VARMA et al., 2018). O aumento de
acidos graxos, e subsequente sintese de triacilglicerdis no tecido cardiaco, causam
lipotoxicidade celular e o inicio da disfuncdo cardiaca (VAN DE WEIJER,;
SCHRAUWEN-HINDERLING; SCHRAUWEN, 2011).

Uma das principais caracteristicas da cardiomiopatia diabética é o
remodelamento cardiaco, que envolve aumento da destruicdo de proteinas do
musculo cardiaco, podendo afetar a funcdo contratil e diminuir o contetdo da
proteina miofibrilar (SEVERSON, 2004; HU et al., 2008).

HU et al (2008) sugeriram que a diminuicdo da atividade contrétil cardiaca,
em condigdes diabéticas, € devido & degradagdo de proteina muscular cardiaca,
associada ao menor peso do coracdo de ratos diabéticos. Liu et al (2000); Singh et
al (2006) relataram diminuicdo em torno de 25% no peso do coracdo em
camundongos diabéticos induzidos por STZ, em comparacdo aos valores de
camundongos normais.

Os processos fisiopatoldgicos no coracdo diabético sdo complexos e
envolvem diversos mecanismos, incluindo inflamacéo mediada por hiperglicemia
cronica, estresse oxidativo, desacoplamento mitocondrial, superproducéo de EROs
e de ERN, desencadeado por alteracfes no metabolismo de carboidratos, lipidios e
proteinas (FUENTES-ANTRAIS et al., 2015; GHOSH et al., 2015).
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Sabe-se que a DM ndo controlada esta associada ao catabolismo oxidativo
de proteinas, com aumento de leucina, isoleucina, valina e aminoéacidos aromaticos
no plasma sanguineo (BAIN et al., 2009). A insulina &€ um importante regulador do
metabolismo de proteinas no masculo esquelético e cardiaco e a sua deficiéncia
desencadeia a degradacdo proteica. Além disso, a insulina estimula a sintese
protéica, exerce efeito antiapoptético sobre os cardiomiocitos e também pode
aumentar a contratilidade cardiaca (AIKAWA et al., 2000).

Em ratos diabéticos observou-se reducdo na concentracdo de glicogénio no
tecido cardiaco em relacdo aos demais grupos (Tabela 3; Figura 8B). O glicogénio
é a forma de armazenamento da glicose, e a insulina promove sua sintese por
estimular a glicogénio sintase e inibir a glicogénio fosforilase (MURALI,
SARAVANAN, 2012). A regulacéo da sintese hepatica de glicogénio e a quebra do
mesmo s&o essenciais para a homeostase glicémica (PEDERSON et al., 2005).

O contetdo de glicogénio em cardiomidcitos pode ser regulado por fatores
diferentes da insulina. O GLUT 4, abundante transportador de glicose no coracao,
apresenta a proteina quinase ativada (AMPK) e aumento da transcricdo de GLUT4
em resposta ao trabalho de contracdo o qual auxilia o transporte de glicose (ZHENG
et al.,, 2001). O aumento no conteldo de glicogénio cardiaco e diminui¢do da
glicemia dos ratos diabéticos tratados com geraniol (Tabela 3; Figura 8B), podem
estar associados a melhora no processo de glicogénese promovido pelo tratamento
e consequentemente diminuicdo da glicemia, pardmetro ja reportado anteriormente
(Tabela 2; Figura 7A).

Os ratos diabéticos (grupo DM) apresentaram aumento de triacilglicerdis no
tecido cardiaco (Tabela 3; Figura 8C). Estudos mostraram que a concentracao de
triacilglicerdis em miocardio foi significativamente aumentada no estado diabético
(SHARMA et al., 2004; DEWALD et al., 2005; NIU; EVANS, 2009). Em geral, 0
coracdo ndo armazena quantidade significativa de lipidios, mas ocorre acumulo
ectdpico de triacilglicerdis sempre que ha o suprimento excessivo de acidos graxos.

A atividade de enzimas chaves pode prever quais vias metabolicas estdo
sendo utilizadas para producao de energia (DINIZ et al., 2004). Nossos resultados

indicam a utilizacdo de substrato alterado no tecido cardiaco do grupo DM. A
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preferéncia pela oxidagao de &cidos graxos, em detrimento a oxidag&o da glicose,
pode ser confirmada pela menor atividade da fosfofrutoquinase (PFK) e piruvato
desidrogenase (PiDH) e maior atividade da citrato sintase (CS) e B-hidroxiacill CoA
desidrogenase (OHADH) (Tabela 4; Figura 9).

A PFK apresentou menor atividade no grupo DM (Tabela 4; Figura 9A).
Essa alteracdo indica diminuicdo da glicélise no estado diabético, mesmo com
menos glicogénio nesses animais, provavelmente, devido a reduzida sintese deste
polissacarideo pelo tecido cardiaco (NISHIZAWA; BORNFELDT, 2012; BRAGA
et al., 2016).

A PFK catalisa a conversdo irreversivel da frutose-6-fosfato em frutose-1-
6-bisfosfato durante a glicolise, sendo assim uma enzima importante para avaliar a
velocidade desta via metabolica (AL-HASAWI; ALKANDARI; LUQMANI,
2014). A sua diminuicdo também sugere o aumento da peroxidacdo lipidica,
contribuindo para aumento da producdo de EROs, danificando macromoléculas e
comprometendo o sistema de defesa antioxidante.

A menor atividade da PiDH em animais diabéticos (grupo DM) observada
em nossos resultados (Tabela 4; Figura 9B), sugere que a oxidagdo excessiva de
acidos graxos exerce impacto negativo sobre a oxidacdo da glicose no tecido
cardiaco destes animais, pois a PiDH catalisa a descarboxilacdo oxidativa do
piruvato, e a menor atividade da enzima suprime a oxidag&o da glicose. Além disso,
a alta concentracéo de lipidios no plasma, consequentemente alta oxidagao de &cidos
graxos, levam ao aumento de acetil-CoA, o que provoca a fosforilacéo e a inibicao
da atividade da PiDH no miocardio (WU; PETERS; HARRIS, 2001). Tais
anormalidades metabdlicas no tecido cardiaco, sob condicBes diabéticas,
contribuem para a patogénese da cardiomiopatia diabética (OKOSHI et al., 2007).

A LDH, enzima amplamente encontrada no citosol, catalisa a redugéo do
piruvato para lactato e é de importancia fundamental em processos envolvendo o
metabolismo da glicose em condigdes anaerdbicas (OLIVEIRA et al., 2013;
BRAGA et al., 2016).

A atividade elevada da LDH é refletida quando a razdio NAD*:NADH se

encontra diminuida, condi¢cdo que favorece a conversdo de piruvato a lactato no
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tecido cardiaco sempre que ha déficit de oxigénio molecular (KAVANAGH et al.,
2004). Estudos indicam associacdo entre LDH aumentada em tecidos
essencialmente aerébicos com DM1, o que pode indicar prejuizos e
comprometimento na B-oxidacao, ciclo do al (SEKAR et al., 2005; PUNITHA et
al., 2005; FERNANDES et al., 2010; ADEVA-ANDANY et al., 2014). Todavia, a
atividade cardiaca da LDH nédo apresentou qualquer alteracdo entre 0s grupos
analisados neste estudo (Tabela 4; Figura 9C), e estdo de acordo com Santos et al
(2014), que observaram auséncia de glicélise anaerébica em animais diabéticos.

O aumento da atividade da CS e OHADH, enzimas biomarcadoras das vias
do ciclo do acido citrico e da -oxidagéo, respectivamente, referem-se ao aumento
da lipdlise, proporcionando maior fluxo de acidos graxos para o tecido cardiaco,
onde s3o B-oxidados a acetil-CoA, que é oxidada no ciclo do acido citrico.

Estudos realizados por Lopaschuk et al (2010) mostraram que a alta taxa da
B-oxidagdo observada na DML, eleva a producdo de acetil-CoA, a qual causa
feedback negativo sobre a atividade da PiDH que representa o ponto de entrada do
piruvato para ser oxidado aerobicamente, e isto acarreta baixa oxidacdo da
glicose. Além disso, o contetdo elevado de citrato, ainda, faz com que a PFK
também seja inibida, reduzindo ainda mais a entrada da glicose na célula muscular.

A melhora no metabolismo energético cardiaco em condicGes diabéticas
pode ser um meio de prevenir, controlar ou atenuar a disfuncdo cardiaca
(LOPASCHUK; FOLMES; STANLEY, 2007). No presente estudo, a
administracdo de geraniol em animais diabéticos, demonstrou efeitos positivos ao
normalizar a atividade da PFK, PiDH, CS e B-OHADH, sugerindo que geraniol
promoveu maior captacéo e utilizagdo da glicose e restabeleceu o metabolismo de
lipidios, provavelmente por controlar a lipdlise (Tabela 4; Figura 9).

Babukumar et al (2017) demonstraram aumento de outras enzimas
glicoliticas, como a hexoquinase hepatica e glicose-6-fosfato desidrogenase no
figado e rins, decorrentes da DM. Apos tratamento com geraniol, enzimas
gliconeogénicas, a glicose-6-fosfatase no figado e rins, apresentaram diminuic&o, o
que resultou numa reversao significativa na atividade destas enzimas, aumentando

assim a utilizacdo/oxidacéao da glicose e, consequentemente, o controle glicémico.
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Sabe-se que o coracdo é essencialmente aerdbico, entdo todas as moléculas
de acetil-CoA séo oxidadas no ciclo do &cido citrico e os equivalentes redutores
NADH e FADH, os quais se reoxidam liberando elétrons no complexo enzimatico
I (NADH-desidrogenase) e no complexo enzimatico Il (succinato desidrogenase),
respectivamente, inseridos na membrana mitocondrial interna, aumentando o fluxo
de elétrons na cadeia respiratoria (VOET; VOET; PRATT, 2008; SMITH et al.,
2012).

O estudo da atividade dos complexos enzimaticos respiratdrios tais como,
NADH-desidrogenase (NADH-DH), succinato desidrogenase (SUC-DH) e ATP
sintase, inseridos na membrana mitocondrial interna, complementa o conhecimento
sobre o metabolismo energético no tecido cardiaco. Ratos diabéticos no presente
trabalho, apresentaram diminuicdo na atividade da NADH-DH, SUC-DH e ATP
sintase, indicando comprometimento no fluxo de elétrons e consequentemente
prejuizos na geracdo de ATP no tecido cardiaco (Tabela 5; Figura 10).

Em modelos experimentais, a 3-oxidagéo excessiva aumenta o metabolismo
energético e amplia a possibilidade de ocorrer estresse oxidativo (SATAPATI et al.,
2015). Estudos confirmaram que excesso de elétrons na cadeia respiratéria eleva o
escape de elétrons, os quais sdo reduzidos parcialmente pelo oxigénio molecular,
provocando desacoplamento da fosforilagdo oxidativa e desequilibrio no sistema
redox celular com aumento da geragdo de espécies reativas de oxigénio (FORBES;
COUGHLAN; COOPER, 2008; ROMESTAING et al., 2008; MORRIS et al.,
2011).

Em adicdo, a quantidade excessiva de O intramitocondrial é capaz de iniciar
uma série de reacOes prejudiciais através da producgdo de H.02, OH e ONOO, que
podem danificar lipidios, proteinas e acidos nucleicos. Varias enzimas funcionais
como as mitocondrias, sdo particularmente suscetiveis a danos mediados por ROS,
levando a alteracdo da sintese de ATP, desregulagéo celular de calcio e inducéo da
transicdo da permeabilidade mitocondrial, que predispdem as células & necrose ou
apoptose (FORBES; COUGHLAN; COOPER, 2008).

A diminuicdo da atividade dos complexos da cadeia respiratoria

mitocondrial, NADH-DH e da SUC-DH no tecido cardiaco de animais do grupo
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DM, provavelmente ocorreram por dano oxidativo direto sobre os complexos
mitocondriais (Tabela 5; Figuras 10A; 10B). As mitocondrias podem ser o alvo
primario dos danos oxidativos quando a producdo de EROs excede a capacidade do
sistema enddgeno de elimina-las (DOUGHAN; HARRISON; DIKALOV, 2008). O
anion superoxido (O2) pode facilmente prejudicar esses complexos porque incluem
o centro ferro-enxofre (IDE et al., 1999). Além disso, o dano oxidativo ao DNA
mitocondrial também pode resultar na diminuicdo das atividades dos complexos da
cadeia respiratoria e afetar a biogénese mitocondrial (IDE et al., 2001; TSUTSUI et
al., 2011).

A sintese do ATP desempenha papel fundamental ndo apenas na
manutencdo do estado de energia celular, mas também na determinacdo da funcéo
respiratoria mitocondrial. A contracédo e o relaxamento cardiaco sdo processos que
exigem energia e dependem da fungdo mitocondrial, da produgéo e reserva eficiente
de ATP (SINATRA, 2009). A baixa atividade da ATP-sintase nos animais
diabéticos sugere que a producdo de ATP foi prejudicada no DM tipo 1 (Tabela 5;
Figura 10C).

Além das alteracGes metabdlicas, o estresse oxidativo e a via redox sdo
importantes contribuintes para a remodelacéo cardiaca (JEMAI; SAYADI, 2015;
YAN et al., 2017). Vérios estudos tém relatado aumento do estresse oxidativo no
coragdo de ratos diabéticos (ARAGNO et al., 2008; WANG et al., 2011). O estado
de hiperglicemia, induz ao aumento na producao de radicais livres e a glicacéo ndo
enzimatica de proteinas, aumentando os niveis de marcadores de estresse oxidativo
(HAMDEN et al., 2009).

As caracteristicas da doenca cardiaca diabética tém sido bem identificadas,
embora a patogénese e, em particular, 0s mecanismos subjacentes ao
remodelamento miocardico ndo foram completamente elucidados. A producgéo
excessiva de EROs, resultando em estresse oxidativo, € amplamente considerada
uma causa de dano a 6rgaos-alvo, como o coragdo (NISHIKAWA, 2000). De forma
que, o estresse oxidativo pode contribuir para o desenvolvimento de disfuncdo

cardiaca e do musculo esquelético no diabetes (TSUTSUI et al., 2011).
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O estresse oxidativo estd envolvido na hipertrofia e apoptose dos miocitos
cardiacos. O aumento de EROs causado pela inibigdo parcial da SOD resulta em
hipertrofia e apoptose em midcitos cardiacos isolados os quais sdo pensados para
contribuir para o dano miocéardico diabético (SIWIK et al., 1999). Especificamente,
a incidéncia de apoptose esta aumentada no coracdo diabético, 0 que pode causar
perda de midcitos, hipertrofia compensatoria dos midcitos residuais e infibroses
intersticiais (CAI et al., 2002; FIORDALISO et al., 2004). A necrose miocitaria
também pode estar envolvida no aumento da fibrose do coracdo diabético
(TSUTSUI et al., 2011).

Estudos realizados El-Bassossy et al (2017) demonstraram que ratos
diabéticos induzidos por STZ e tratados com geraniol, tiveram a disfuncdo cardiaca
sistdlica e diastolica do ventriculo esquerdo neutralizadas, promoveu alivio do
prolongamento da repolarizacdo cardiaca, diminuicdo do estresse oxidativo,
controle da hiperglicemia e hipercolesterolemia.

Embora o geraniol ndo tenha alterado a atividade da SUC-DH, normalizou
a atividade tanto da NADH-DH como da ATP sintase em animais do grupo (DM-
GE) (Tabela5; Figura 10). Assim, pode-se inferir que o geraniol controlou o
transporte de elétrons na cadeia respiratoria, garantindo a producéo de ATP pelos
cardiomidcitos. O complexo respiratério NADH-DH apresenta alto grau de controle
do fluxo de elétrons, sendo assim considerado componente limitante da fosforilacéo
oxidativa, assegurando a producdo de ATP pela atividade da ATP sintase
(THOMASZ et al., 2018).

O estresse oxidativo pode ser avaliado por meio de atividade de enzimas
envolvidas no balanco redox da célula, que incluem a superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH-Px) e glutationa redutase (GR), as
quais convertem radicais superoxido em peroxidos ou peroxidos em agua e
oxigénio. A conversao de perdxido de hidrogénio pela GSH-Px ocorre concomitante
com a oxidacdo da glutationa reduzida (GSH) para a forma oxidada (GSSG). A
condigdo diabética pode alterar a atividade dessas enzimas em vérios tecidos
(RAUSCHER; SANDERS; WATKINS, 2000).
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Compostos que podem ser modificados pela acdo de radicais livres, como
lipidios, proteinas e grupos sulfidrilas, sdo também usados como medidas indiretas
e biomarcadores do estresse oxidativo (SILVA et al., 2011). Sob condi¢cbes
diabéticas, sabe-se que nivel elevado de EROsS/ERN e defesa antioxidante
comprometida resulta em aumento da peroxidac&o lipidica, oxidacao de proteinas e
danos no DNA (OBROSOVA, 2009; NEGI et al., 2011).

Os lipidios celulares sdo alguns dos varios alvos dos radicais livres formados
durante o estresse oxidativo (CONKLIN, 2004). Os lipidios desempenham
importante papel nos varios componentes celulares, o que justifica a necessidade da
compreensdo dos mecanismos e consequéncias da peroxidacao lipidica nos sistemas
bioldgicos (KELLY et al., 1998).

A peroxidacdo lipidica é um evento citotoxico importante porgque envolve a
remoc¢do de hidrogénio de cadeias de acidos graxos mediadas por EROs, desta
forma pode levar a morte de células e danos teciduais (ABUJA; ALBERTINI, 2001;
FAINE et al, 2006). O hidroperéxido de lipidios (HP) é formado na fase de
propagacdo da lipoperoxidacdo, quando ocorre oxidacdo dos lipidios. Os acidos
graxos insaturados sao vulneraveis a acdo das EROs, devido a maior exposi¢do dos
atomos de hidrogénio (AHMED, 2005; JENEY et al., 2005).

Sabe-se que a peroxidacdo lipidica fornece um suprimento continuo de
radicais livres que desempenham um papel importante na etiopatogenia da DM e
suas complicagdes (GRIESMACHER et al., 1995). Johansen et al (2005)
descreveram, em paciente diabéticos susceptiveis ao estresse oxidativo, a
associacdo entre o controle inadequado da glicemia, peroxidacao lipidica mediada
pelas EROs e elevados niveis de hidroperdxido de lipidio. Ozcelik et al (2011)
também observaram peroxidacéo lipidica na diabetes clinico e experimental.

Likidlilid et al (2007) relataram que pacientes diabéticos susceptiveis ao
estresse oxidativo apresentaram associacdo entre hiperglicemia e peroxidacao
mediada pelas EROs. O aumento na geracdo de EROs pode provocar remodelacéo
cardiaca por dano celular, o qual contribui com altera¢cdes morfoldgicas e funcionais

que estiveram associadas a cardiomiopatia diabética (PATEL; GOYAL, 2011).
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O aumento da peroxidacgdo lipidica apresenta relacdo estreita com os altos
niveis glicémicos e estresse oxidativo na DM (BANDEIRA et al., 2013;
SALGUEIRO et al., 2013). Estudo clinico realizado por Bandeira et al (2012) a fim
de caracterizar o estresse oxidativo sanguineo em pacientes diabéticos relatou
peroxidagdo lipidica significativamente maior, quantificados pelos niveis de
glicemia de jejum e HbAlc.

Os animais diabéticos demonstraram aumento na concentracdo de HP
(Tabela 6; Figura 11C), estes resultados podem estar relacionados com o
estabelecimento do estresse oxidativo na diabetes experimental. O estresse
oxidativo e lipoperoxidacdo com elevacdo no HP pode afetar a fun¢do miocardica
de maneira similar ao dano induzido pela isquemia e subsequente reperfucao,
incluindo perda celular de K*, deplecdo de ATP e diminuicdo da funcdo metabélica
(MALLET et al., 2005).

As proteinas também séo alvo potencial de EROs, cuja estrutura e funcéo
podem ser afetadas pela oxidacdo da cadeia lateral, principalmente de cisteina,
metionina e tirosina. As carbonilas sdo o produto de oxidacdo das proteinas e
relatadas como potente biomarcador do estresse oxidativo (CHEVION;
BERENSHTEIN; STADTMAN, 2000; BEAL, 2002).

A carbonilagdo da proteina ocorre nos estagios iniciais e permanece na
circulacdo por um periodo mais longo, quando comparado com outros parametros
do estresse oxidativo, tais como a, glutationa oxidada e malondialdeido (SAGARE
et al., 2012). A formacdo da proteina carbonila (PC) é o resultado da oxidacdo
provocada pelas EROs sobre especificamente a regido carboximetil e carboxietil
dos residuos de lisina. A carboxilagdo é um processo irreversivel que leva a
modificacdo estrutural das proteinas, mediada pelo estresse oxidativo, e
consequentemente, a perda da funcdo e da atividade bioldgica da proteina,
ocasionando uma serie de efeitos deletérios sobre a funcdo celular e de 6rgdos
(BARAIBAR et al., 2011).

Animais diabéticos nao tratados mostraram os maiores valores para proteina
carbonila (Tabela 6; Figura 11D). O acumulo de PC também foi observado por

Dennis et al (2013) em mitocondrias do tecido cardiaco apos infarto do miocéardio
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associado ao DM tipo 1. A presenca de proteinas modificadas indica danos
estruturais provocados pelas EROs e estresse oxidativo. Neste sentido, o ataque das
proteinas pelas EROs pode ser um dos primeiros eventos que configurem as
complicacdes diabéticas (HERNANDEZ-MARCO et al., 2009).

Nossos resultados mostraram a diminuigédo tanto da concentracdo de HP
como de PC no tecido cardiaco dos animais diabéticos tratados com geraniol (DM-
GE) (Tabela 6; Figuras 11C; 11D). Uma vez que a fosforilacdo oxidativa associada
ao transporte de elétrons constitui importante fonte de EROs, os quais podem
induzir a lipoperoxidagéo, a melhora na produgdo de HP pode ser devido ao maior
controle na oxidacdo de acidos graxos e, portanto, menor probabilidade de produzir
EROs na cadeia mitocondrial transportadora de elétrons (NITA; GRZYBOWSKI,
2016).

Estudo revelou que ratos diabéticos suplementados com geraniol exibiram
baixos niveis de marcadores oxidativos com atividades aumentadas concomitantes
na atividade dos complexos respiratorios I, 1l e Ill; esses dados destacam a
propensdo do geraniol em modular os marcadores de estresse oxidativo, fungédo
mitocondrial e neurotransmissdo sob condicbes de DM (PRASAD;
MURALIDHARA, 2014).

Para a remogdo das EROs, as células dependem de sistemas antioxidantes
enzimaticos enddgenos, representados pela SOD, CAT, GSH-Px e GSH (GREEN;
BRAND; MURPHY, 2004; FORBES; COOPER, 2013). Segundo Sarkhail et al
(2007), a atividade das enzimas antioxidantes tem mostrado importante papel na
manutencg&o dos niveis fisiologicos das EROs.

A capacidade do sistema antioxidante enddgeno é a principal medida e
marcador para avaliar o estado e o potencial do estresse oxidativo. A prevaléncia de
estresse oxidativo é relatada em todos os processos onde o potencial antioxidante é
falho e/ou esgotado, acarretando envelhecimento, hipertensdo e diabetes mellitus
(RIZVI; MAURYA, 2007; SCHIFFRIN, 2010).

Estudos realizado por Korkmaz et al (2013) em pacientes diabéticos, ao
investigarem os niveis de marcadores de estresse oxidativo, relataram diminuicédo

do potencial antioxidante. E acrescentaram que 0 aumento nas concentracdes de
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glicose pode levar a danos oxidativos nos tecidos com o aumento do estresse
oxidativo.

A concentracdo de glutationa total (GS total) e reduzida (GSH) néo
apresentou qualquer alteracéo no tecido cardiaco (Tabela 6 e Figuras 11A; 11B); 0s
dados apontam para diminuicdo no nivel deste antioxidante na DM.

Sob o estado diabético, a GSH se encontra diminuida, o que leva a baixa
atividade de GSH-Px, prejudicando a capacidade antioxidante da célula em
neutralizar as EROs e, assim, estabelecendo o estresse oxidativo (JURKOVIC;
OSREDKAR; MARC, 2008). Esta deplegéo ocorre durante a estimulacéo da via do
poliol, que é um dos mecanismos pelos quais a hiperglicemia pode levar ao estresse
oxidativo - a glicose excessiva ativa aldose redutase, que converte a glicose em
sorbitol e oxida o NADPH (ANTONY; VIJAYAN, 2015). Uma vez que a GR
requer NADPH como coenzima para reduzir a forma oxidada de glutationa, a
concentracdo de GSH, substrato da atividade da GSH-Px, ficard com a atividade
comprometida com alteracdes na homeostase redox celular (HAYES;
FLANAGAN; JOWSEY, 2005; SUZUKI, 2009; ROSA et al., 2018).

GHS, antioxidante natural eficiente, presente em quase todos os tipos
celulares é considerado um bom biomarcador do desequilibrio redox
(CHAKRAVARTY; RIZVI, 2011). Existem varios estudos que relatam a
associagédo baixa concentracdo de GSH e danos oxidativos a estrutura do DNA em
condicBes diabéticas (DINCER et al., 2002; RAHIGUDE et al., 2012;
CALABRESE et al., 2012).

Ahmad et al (2011), observaram a eficacia do geraniol em restaurar os niveis
de GSH e aumentar as atividades de enzimas antioxidantes no tecido renal de ratos
diabéticos. Prasad; Muralidhara (2014) relataram que o aumento dos niveis de GSH
induzido por GE pode ser amplamente responsavel pela manutencdo do equilibrio
redox no tecido nervoso central e periférico, em modelo diabético.

No presente estudo, a atividade da SOD e GSH-Px diminuiram
significativamente nos animais diabéticos (DM) (Tabela 6; Figuras 11E; 11F).

A SOD ¢é uma enzima ubiqua, contida em todos tecidos aerdbicos,

necessitando do ion ferro para sua atividade na matriz extracelular, do cobre e zinco
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no citoplasma, e do manganés nas mitocondrias (IGNATOWICZ; RYBCZYNSKA,
1994). Esta enzima é considerada a primeira linha de defesa contra a agdo das
ERQOS, catalisa a conversdo do anion superoxido em peroxido de hidrogénio, o qual
é reduzido a dgua pela catalase e GSH-Px (TSUTSUI et al, 2011).

Em mamiferos, existe em trés isoformas principais, caracterizadas pelos
metais e pela sua funcdo na dismutacdo do anion superoxido. As trés isoformas
incluem SOD1 (Cu-Zn-SOD citosolico), SOD2 (Mn-SOD mitocondrial) e SOD3
extracelular (EC-SOD), as quais catalisam a mesma reacdo, mas em localizacao
subcelular distinta (FUKAI; USHIO-FUKALI, 2011; TIWARI et al., 2013).

A diminuicdo da concentracdo de SOD nos tecidos de individuos diabéticos
tem sido relatada em varios estudos (HE et al., 2011; SHUKLA et al., 2012). Kim
(2013) concluiu que a SOD extracelular esta relacionada ao estado metabdlico
alterado na DM, aumentando a producdo de EROs. Lucchesi et al (2013) ao
observarem o balango oxidativo de ratos diabéticos relatou diminuigdo da atividade
de SOD e outras enzimas antioxidantes no tecido hepatico.

A atividade da SOD diminuiu no tecido cardiaco dos animais do grupo DM
(Tabela 6; Figura 11E). A sua diminuicdo associada a hiperglicemia, pode ser
referente ao processo de glicacdo da enzima, podendo alterar a estrutura e a catélise
enzimatica, exacerbando deste modo o estresse oxidativo (MAJITHIYA,;
BALARAMAN, 2005).

A administracdo de geraniol em animais diabéticos (DM-GE) aumentou a
atividade da SOD (Tabela 6; Figura 11 E). Este resultado é respaldado na literatura,
uma vez que a diminuicdo do estresse oxidativo evitou a apoptose em neuronios,
como relatado por Craven et al (2001); Sugawara et al (2002), que salientaram a
importéncia da SOD na regulacéo da apoptose.

Pavan et al (2018) ao administrarem geraniol em camundongos observaram
0 aumento nas atividades enzimaticas hepaticas tanto da CAT como da SOD,
mostrando sua capacidade antioxidante, sem sinais de hepatotoxicidade.

Diabetes mellitus induz alteracGes na atividade das enzimas GSH-Px, a qual
se encontrada em ceélulas que metabolizam o perdxido de agua e convertem o
dissulfeto de glutationa em glutationa (MARITIM; SANDERS; WATKINS, 2003).
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A diminuicdo na sua atividade tornar as células propensas ao estresse oxidativo e,
consequentemente, a lesdo celular (ASMAT; ABAD, ISMAIL, 2016).

GSH-Px, que possui grande afinidade pelo H.O, estd presente em
quantidades relativamente elevadas nos midcitos, especialmente nos
compartimentos citosolico e mitocondrial, evidenciando a sua importancia no
sistema antioxidande do coracdo (LE et al., 1993). Toussaint; Houbion; Remacle
(1993), concluiram que a GSH-Px exerca maiores efeitos protetores contra 0s danos
oxidativos em relacdo a SOD, pois maior dismutacdo do O, pela SOD pode resultar
em aumento de H>O». Portanto, comparado com SOD ou CAT, acredita-se que
GSH-Px seja mais efetiva na protecéo celular contra o estresse oxidativo.

GSH-Px apresentou-se diminuida no grupo DM (Tabela 6; Figura 11F).
Estes resultados sao respaldados por Klepac; Rudes; Klepac (2006) ao observarem
diminuicdo na atividade da GSH-Px e possivel falha no sistema endégeno, tornando
assim insuficiente para compensar a producdo excessiva de EROs. El-Far et al
(2005) estudando a GSH-Px em pacientes diabéticos verificaram que a sua atividade
é relativamente estavel e pode ser inativada somente sob condi¢cbes de estresse
oxidativo severo.

Desde que o estresse oxidativo esteja presente na patogénese da DM e na
cardiomiopatia diabética, ha um interesse crescente no uso de antioxidantes como
uma abordagem terapéutica complementar para prevenir e/ou tratar essas condigoes.
Numerosos estudos demonstraram que a melhora do estresse oxidativo através do
tratamento com antioxidantes pode ser uma estratégia eficaz para reduzir a
cardiomiopatia diabética (HAIDARA et al., 2006; KAIN; KUMAR,;
SITASAWAD, 2011).

Atualmente, apesar dos grandes avangos no tratamento da diabetes mellitus,
estudos com produtos naturais com efeitos antioxidantes devem ser intensificados
por serem favoraveis no controle de efeitos colaterais. Entre as plantas que contém
antioxidantes naturais, o gengibre, rico em geraniol exibiu propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias (NILE; PARK, 2015). O 6-gingerol, também

presente no gengibre, possui efeitos antiangiogénico, anti-inflamatorio e
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antihiperglicémico (KIM et al., 2005; DUGASANI et al., 2010; CHAKRABORTY
etal., 2012).

Prasad; Muralidhara (2014) também revelaram que o geraniol pode ter um
potencial promissor terapéutico, pois atua diminuindo os niveis dos biomarcadores
oxidativos na neuropatia diabética em humanos. Wang et al (2016), demonstrou o
efeito antioxidante e, portanto, neuroprotetor do geraniol contra leséo traumaética da
medula espinhal.

Muthukumaran et al (2014) demonstram que o geraniol atenua o estresse
oxidativo e mantém o status antioxidante enzimatico. Neste contexto, Farhath et al
(2013) também relataram que o geraniol € um forte antioxidante que pode

eliminar/neutralizar as EROs.
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Conclui-se que a Diabetes mellitus tipo 1 induzida por estreptozotocina
promoveu hiperglicemia, alteragdes nos parametros nutricionais, alteragbes no
metabolismo energético do coracdo, favorecendo a oxidagédo de acidos graxos em
detrimento a oxidacédo da glicose, dislipidemia e aumento do estresse oxidativo no
tecido cardiaco. A suplementacdo de geraniol reduziu os efeitos prejudiciais
observados na condi¢do diabética, através do seu efeito antidiabetogénico e
antioxidante. O uso de geraniol aumentou as atividades de SOD e GSH-Px sob
condicdes diabéticas (grupo DM-GE), sugerindo o seu efeito protetor no tecido
cardiaco. A diminuicdo das concentracbes de HP e PC acompanhou 0 aumento
concomitante das atividades dessas enzimas, que modula o estresse oxidativo. Com
isso, 0 tratamento com geraniol atenuou o estresse oxidativo no coragdo mediado
por lipoperoxidacdo nos ratos diabéticos e aumento a atividade das enzimas

antioxidantes.
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