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RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar os efeitos da administracdo crénica do
extrato de diclorometano (EDM) obtido de folhas da Myrcia splendens (Sw.) DC
sobre as alteragcdes provocadas pela diabetes (DM) tipo II, induzida pela
estreptozotocina, na hipertrigliceridemia, hiperglicemia e estresse oxidativo
como substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBA-RS), contetudo total de
sulfidrilas e a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), superéxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px) em sangue e rins de ratos
machos de 60 dias de idade. O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa Animal da Universidade da Regido de Joinville, Brasil, sob o
namero 011/2017. Grupo controle que recebeu tampao citrato por injecdo
intraperitoneal uma vez e agua via gavagem uma vez ao dia durante 15 dias;
grupo DM tipo Il que recebeu uma injecao intraperitoneal de estreptozotocina,
seguida de injecao de nicotinamida e agua via gavagem uma vez ao dia durante
15 dias; grupo controle extrato que recebeu agua por injecao intraperitoneal (1
vez) e EDM (25, 50, 100 ou 150 mg), via gavagem, uma vez ao dia durante 15
dias; grupo diabetes tipo 2 + extratos que recebeu uma injecéo intraperitoneal
de estreptozotocina (60mg/kg), 15 min apos a administracdo de nicotinamida
(120 mg/kg; intraperitoneal) e EDM (25, 50, 100 ou 150 mg/kg), via gavagem,
uma vez ao dia durante 15 dias. O tratamento iniciou apds a confirmacdo da
diabetes. Os animais foram sacrificados por decapitacdo na auséncia de
anestesia e em seguida o sangue total foi coletado. O sangue, pancreas e
demais 6rgdos foram removidos para a avaliacdo dos parametros de estresse
oxidativo, glicose e analise histolégica. Os resultados mostraram que a
administracdo de estreptozotocina-nicotinamida aumentou significativamente a
glicose e niveis de triglicerideos (TGs) no soro de ratos. A administracdo cronica
de EDM (25, 50, 100 e 150 mg/kg) impediu parcialmente a hiperglicemia induzida
pela estreptozotocina-nicotinamida. Além disso, o EDM preveniu parcialmente
em doses de 50 mg/kg e em doses de 100 e 150 mg/kg impediu totalmente a
hipertrigliceridemia.Os resultados também mostraram que a administragédo
cronica de EDM nas doses de 100 mg/kgpreveniu parcialmente e 150 mg/kg
impediu totalmente os aumentos nos niveis de TBA-RS e a reducao no teor de



sulfidrila no sangue de ratos. Com relacéo as enzimas antioxidantes CAT e GSH-
Px, a administra¢ao cronica de EDM nas doses de 100 e 150 mg/kg levou a um
aumento significativo nas atividades de CAT e GSH-Px. O EDM nas doses de 25
e 50 mg/kg nédo impediu aumento de CAT e parcialmente impediu a reducao de
GSH-Px, nas doses de 100 e 150 mg/kg, quando administrado em animais que
receberam estreptozotocina-nicotinamida, levou a um aumento significativo na
atividade de CAT, quando comparado ao grupo diabético. Além disso, evitou a
diminuicdo da atividade GSH-Px induzida pela diabetes e aumentou esta
atividade enzimatica. Os resultados nas alteracfes nos parametros do estresse
oxidativo renal mostram que o modelo de diabetes tipo Il ndo alterou o TBA-RS,
teor total de sulfidrilas, conteddo de proteinas e atividade de SOD no rim de
ratos. Por outro lado, houve diminuicdo da CAT e atividades de GSH-Px neste
orgao. Os resultados também mostraram que o EDM (25, 50, 100 e 150 mg/kg)
ndo alterou os niveis de TBA-RS, o teor total de sulfidrila, as atividades CAT e
SOD,enquanto o EDM nas doses de 100 e 150 mg/kg reduziram o conteudo de
proteinas carboniladas e o na dose de 150 mg/kg aumentaram a atividade de
GSH-Px. Além disso, o tratamento com EDM nas doses de 25 e 50 mg/kg ndo
impediu as reducbes de CAT e GSH-Px, em doses de 100 mg/kg, impediu
parcialmente a redugéo na atividade da CAT e na dose de 150 mg/kg impediu
totalmente as reducdes de CAT e GSH-Px. O EDM foi capaz de prevenir diversas
das alteracdes causadas pela DM tipo Il nos niveis de hipertrigliceridemia como
nos parametros de estresse oxidativo além de prevenir parcialmente a
hiperglicemia no sangue e rins de ratos. Por meio deste estudo, evidenciou-se
que a DM tipo 2 leva a um quadro de hiperglicemia seguido de aumento de
triglicerideos, bem como estresse oxidativo e que o EDM de M. splendens possui
capacidade hipoglicemiante, hipolipemiante e antioxidante frente a estas

substancias.

Palavras Chave: Diabetes tipo 2; Estresse oxidativo; Hipertrigliceridemia;

Antioxidantes;M. splendens.



ABSTRACT

The purpose of this study was to verify the effects of chronic administration of
dichloromethane extract (EDM) from Myrcia splendens leaves on streptozotocin-
induced type 2 DM, hypertriglyceridemia, hyperglycemia and oxidative stress as
thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS), total sulfhydryl content and the
activity of antioxidant catalase enzymes (CAT), superoxide dismutase (SOD) and
glutathione peroxidase (GSH-Px) in blood and kidneys of 60-day-old male
rats.The experiment was approved by the Animal Research and Ethics
Committee of the University of Joinville, Brazil, under number 011/2017.Control
group receiving intraperitoneal injection water once and gavage once daily for 15
days; type 2 diabetes group who received an intraperitoneal injection of
streptozotocin, followed by nicotinamide injection and gavage once a day for 15
days; extract control group that received water by intraperitoneal injection (1 time)
and EDM (25, 50, 100 or 150 mg/kg) via gavage once a day for 15 days; type 2
diabetes + extracts group who received an intraperitoneal injection of
streptozotocin (60mg/kg) 15 min after prescription of nicotinamide (120 mg/kg;
intraperitoneal) and EDM (25, 50, 100 or 150 mg/kg) via storage once a day for
15 days. Treatment started after the confirmation of diabetes. The animals were
sacrificed by decapitation in the absence of anesthesia and then whole blood was
collected. Blood, pancreas and kidneys were removed for oxidative stress,
glucose and immunohistochemical analysis. Results showed that streptozotocin-
nicotinamide administration significantly increased glucose and triglyceride levels
in rat serum. Chronic administration of DME (25, 50, 100 and 150 mg/kg) partially
prevented streptozotocin-nicotinamide-induced hyperglycemia. In addition, DME
partially prevented at doses of 50 mg/kg and at doses of 100 and 150 mg/kg
completely prevented hypertriglyceridemia. The results also showed that chronic
administration of DME at doses of 100 mg/kg partially prevented and 150 mg/kg
totally prevented increases in TBA-RS levels and a reduction in rat blood
sulfhydryl content. Regarding the antioxidant enzymes CAT and GSH-Px, chronic
administration of DME at doses of 100 and 150 mg/kg led to a significant increase
in CAT and GSH-Px activities. DME at doses of 25 and 50 mg/kg did not prevent
CAT increase and partially prevented GSH-Px reduction at 100 and 150 mg/kg

doses when given to animals receiving streptozotocin-nicotinamide, led to an



increase significant in CAT activity when compared to the diabetic group. It also
prevented the decrease in diabetes-induced GSH-Px activity and increased this
enzymatic activity. Results of changes in renal oxidative stress parameters show
that the type 2 diabetes model did not alter TBA-RS, total sulfhydryl content,
protein content and SOD activity in rat kidney. On the other hand, there was a
decrease in CAT and GSH-Px activities in this organ. The results also showed
that DME (25, 50, 100 and 150 mg/kg) did not alter TBA-RS levels, total sulfhydryl
content, CAT and SOD activities, while DME at 100 and 150 mg/kg reduced
carbonylated protein content and DME at 150 mg/kg increased GSH-Px activity.
In addition, DME treatment at 25 and 50 mg/kg did not prevent CAT and GSH-Px
reductions at 100 mg/kg, partially prevented reduction in CAT activity and at 150
mg/kg dose totally prevented CAT and GSH-Px reductions. DME was able to
prevent many of the changes caused by type 2 DM in hypertriglyceridemia levels
as well as oxidative stress parameters and partially prevent hyperglycemia in rat
blood and kidneys. Through this study, we showed that type 2 DM leads to
hyperglycemia followed by increased triglycerides as well as oxidative stress and
that M. splendens DME has hypoglycemic, hypolipidemic and antioxidant

capacity against these substances.

Keywords: Type 2 diabetes; Oxidative stress; Hypertriglyceridemia,

Antioxidants; M. splendens.
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1 INTRODUCAO

A Diabetes Mellitus (DM) € uma doenca crbnica, e sua prevaléncia esta
aumentando no mundo. Segundo a OMS, desde 1980 o numero de pessoas
vivendo com diabetes quadruplicaram e alcancaram os 422 milhdes em 2014,
especialmente em paises em desenvolvimento (TORRES, 2009). A diabetes é
caracterizada por hiperglicemia persistente, resultado de um distdrbio na
secrec¢do ou na acdo da insulina ou em ambos, que pode estar associado a
obesidade, pressao alta, alteracdo nos niveis de colesterol e triglicerideos e
sedentarismo (CAMPOS, 2014; FERREIRA; MARQUES; MARIA et al., 2014). A
doenca gera alto investimento nos cuidados com a saude por parte do governo,
sendo estimado um custo de mais de 827 bilhdes de dolares por ano em todo o
mundo (SEURINGet al., 2015). Durante a hiperglicemia persistente, ocorre um
aumento da producao de radicais livres de oxigénio por meio da auto-oxidacéo
da glicose, e esses radicais exercem seus efeitos citotoxicos nos fosfolipideos
de membrana (MAZZANTIet al., 2003).

A prevaléncia de diabetes mostra um aumento mundial e a maioria dos
casos € de diabetes tipo 2 (DMIl) (WALLENIUS; MALECKAS, 2015). A DMII
ocorre devido a resisténcia a acao da insulina, associada a uma deficiéncia em
sua secrecgdo devido & destruicdo parcial das células B (SAUDE, 2013). O
tratamento da diabetes requer uma mudanca na rotina do individuo, uma vez
que a terapia médica ocorre em um segundo momento, quando existe a
incapacidade de controlar os niveis glicémicos, por meio de dieta equilibrada e
atividades fisicas, para minimizar o risco de cardiopatia, retinopatia, danos
neuropatico e renal, além de dislipidemia e estresse oxidativo (HOU et al., 2018;
NATHAN et al., 2009; RAMOS; ARNAUD; FERREIRA, 2011).

Os tratamentos medicamentosos disponiveis atualmente para a diabetes
incluem a administracdo de insulina e hipoglicemiantes orais, porém, € notavel a
busca dos pacientes por terapias alternativas, sendo que a maioria destas ainda
nao tem seu efeito e mecanismo elucidados (HASHEMPURet al., 2015).

Entre as opcdes médicas existentes para a terapia da diabetes, estdo
disponiveis a insulina e os agentes hipoglicemiantes orais, principalmente

biguanidas, sulfonilureias, inibidores da dipeptidil peptidase 4, tiazolidinedionas,
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agonistas do receptor GLP-1 e inibidores do co-transportador de sédio glicose-2
(SGLT2) (CALLIARI; FERNANDES, 2018; NATHAN et al., 2009; RAMOS;
ARNAUD; FERREIRA, 2011). As atuais diretrizes internacionais de tratamento
(2018) recomendam o uso de metformina como tratamento inicial para pacientes
com DMII. Se o controle glicEmico se mantiver inadequado, recomenda-se uma
combinacdo de metformina com outra classe de antidiabéticos (SHESTAKOVA
et al., 2018).

A importancia na descoberta de novas substancias ativas obtidas de
plantas muitas vezes ndo esta s6 na questdo do surgimento de um novo grupo
de farmacos, mas também na identificacdo de novas possibilidades de
intervencdo farmacéutica. Muitas substancias utilizadas para o tratamento da
diabetes tém sido isoladas de plantas, demonstrando uma variedade de efeitos
farmacoldgicos de diferentes espécies em modelos animais (RAFE, 2017).

Como se sabe, as plantas sdo utilizadas como fonte de tratamento ha
milhares de anos. Os primeiros registros de que a utilizagdo como fonte
medicinal datam da Mesopotamia em 2600 a.C. (TUROLLA& NASCIMENTO,
2006). Muitas espécies de plantas tém sido usadas etnofarmacologicamente ou
experimentalmente para tratar os sintomas da DM ea pesquisa por novas op¢oes
de tratamento continua, poisas drogas sintéticas existentes apresentam
limitacbes como falta de controle onde o farmaco ird agir (ARUMUGAM,;
MANJULA & PAARI, 2013; NEGRI, 2005).

A maioria das plantas que séo utilizadas como antidiabéticas, os extratos
vegetais aquosos e etandlicos ao serem avaliadas farmacologicamente
demonstram ter atividade hipoglicemiante e antioxidante(NEGRI, 2005).

As espécies do género Myrcia, ja foram utilizadas como hipoglicémicas,
de forma empirica, pela populacdo (CERQUEIRA et al., 2013; BATISTA et al.,
2011; BRITO & LAINETTI, 1996). Com a presenca de triterpenos, esteroides,
flavonoides e glicosideos flavonoides, estes compostos apresentam atividades
diferentes, sendo a inibicdo da aldose redutase e da alfa-glucosidase as mais
relevantes (GOTTLIEB et al., 1972; YOSHIKAWA et al., 1998; FERREIRA et al.,
2006; MATSUDA et al., 2002).

A producao de radicais livres € um processo fisioldégico e constante que
desempenha um importante papel metabdlico, mas quando em desequilibrio,
seja pelo aumento na formacao de radicais livres ou pela reducéo da atividade
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dos sistemas antioxidantes, é prejudicial ao organismo e leva a um quadro de
estresse oxidativo (BARREIROS; DAVID & DAVID, 2006; ENGERS; BEHLING
& FRIZZO, 2011).

Diante destas informac¢des observou-se que varios estudos envolvendo plantas
demonstraram o potencial antioxidante dos flavonoides principalmente, sendo
que a maioria dos quais € atribuida a miricitrina, um composto presente em
algumas fracdes dos extratos (MORESCO et al., 2014). Magina et al., (2010) e
Lima et al., (2017), demonstraram a atividade antioxidante in vitro e in vivo de
Eugenia brasiliensis, possivelmente devido ao contetdo fendlico e flavonoides
totais de extratos e fragdes de plantas.

Outro estudo realizado por Siebert et al. (2017), relatou a existéncia
dosflavonoides quercetina, micetina, catequina, isoquercetina, rutina e galangina
no extrato hidroalcodlico e a presenca dos compostos catequina, isoquercetina,
galangina e apigenina na fracdo de acetato de etila de Eugenia brasiliensis
(SIEBERTet al., 2017).

Baseado nestas circunstancias tornam-se fundamentais estudos
envolvendo modelos experimentais da diabetes que fornecam informacdes que
possam auxiliar no progresso de procedimentos mais eficientesna prevencéo e
na terapéutica da doenca (LEMEet al., 2010), sendo entdo o objetivo deste
estudo verificar os efeitos da administracédo cronica do extrato de diclorometano
(EDM) obtido das folhas de Myrcia splendens(Sw.) DC, nas altera¢gbes causadas
pela DMII, induzidas pela administragédo de estreptozotocina e nicotinamida, na
hiperglicemia, hipertrigliceridemia e estresse oxidativo no sangue e rim de ratos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo geral verificar os efeitos da
administracdo cronica do Extrato diclorometano (EDM) das folhas da
espécieM.splendens sobre as alteracdes provocadas pela DM tipo 2 induzidas
pela administracdo de estreptozotocina, respectivamente, no estresse oxidativo

e hiperglicemia em sangue e rins de ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1). Verificar o efeitoda hiperglicemia induzida pela estreptozotocina sobre as
substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBA-RS), contetdo total de
sulfidrilas e em plasma de ratos de 60 dias de idade;

2). Avaliar o efeito da hiperglicemia induzida pela estreptozotocina sobre a
atividade das enzimas antioxidantes (catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GSH-Px) e superdxido dismutase (SOD) em eritrécitos de ratos de 60 dias de
idade;

3). Observar o efeito da hiperglicemia induzida pela estreptozotocina sobre o
TBA-RS, conteudo total de sulfidrilas e em rins de ratos de 60 dias de idade;

4). Verificar o efeito da hiperglicemia induzida pela estreptozotocina sobre a
atividade das enzimas antioxidantes (CAT, GSH-Px e SOD) em rins de ratos de
60 dias de idade;

5). Analisar a acao hipoglicemiante do EDM (25, 50, 100 e 200mg/kg) das folhas
da espécie Myrcia splendens por meio da dosagem de glicose plasmatica;

6). Verificar a influéncia da administracdo crénica do EDM (25, 50, 100 e
200mg/kg) das folhas da espécie Myrcia splendens sobre os efeitos causados
pela hiperglicemia sobre os niveis de TBA-RS, conteudo total de sulfidrilas e
proteinas carboniladas em plasma e rins de ratos;

7). Observar a influéncia da administracdo cronica do EDM (25, 50, 100 e
200mg/kg) das folhas da espécie Myrcia splendens sobre os efeitos causados
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pela hiperglicemia sobre a atividade das enzimas CAT, GSH-Px e SOD em
eritrocitos e rins de ratos;

8). Quantificar as células B pancreaticas dos ratos normais e diabéticos por meio
de analise histoldgica;

9). Identificar e quantificar os compostos fendlicos presentes no EDM com

melhor atividade antioxidante, hipoglicemiante e hipolipemiante.
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3 REVISAO

3.1 Diabetes

A Diabetes Mellitus (DM) € um grande problema de satde no mundo atual
em que a incidéncia vem aumentando exponencialmente. Em 2013, mais de 382
milhdes de pessoas foram vitimas da diabetes(KHAZAEI et al., 2016).

A DM pode ser compreendida como uma desordem metabdlica
caracterizada por hiperglicemia sanguinea resultante de uma diminuicéo total ou
parcial na secrecdo ou na acao da insulina ou ambos (FERREIRA; MARQUES
& CAMPOS, 2014; MARIA et al., 2014).

Esta doenca tem sido classificada como uma epidemia e como um dos
maiores problemas de saude a ser resolvido em todo mundo. Pesquisas
epidemioldgicas evidenciam que a prevaléncia e a incidéncia de diabetes no
Brasil tém crescido a cada ano. Estima-se que existam 12 milhdes de individuos
convivendo com diabetes no Brasil desde 2014 (FERREIRA; MARQUES &
CAMPOS, 2014; RAMOS; ARNAUD & FERREIRA, 2011). A prevaléncia da
diabetes demonstra um aumento mundial, compreendendo o0s paises
desenvolvidos e os paises em desenvolvimento, e a maior parte dos casos é de
Diabetes Mellitus tipo 2 (DMII), o que esta fortemente associado a falta de
atividade fisica e a obesidade (WALLENIUS& MALECKAS, 2015).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que a hiperglicemia é o
terceiro maior fator da causa de mortalidade prematura, superada apenas por
hipertenséo e uso de tabaco (CALLIARI & FERNANDES, 2018).

Considerando que aDMII ja foi uma raridade em pessoas no passado, nos
dias atuais esta condicdo esta aumentando, sendo diagnosticados em criancgas,
adolescentes e adultos. E importante ressaltar que a taxa de mortalidade em
adultos jovens com DMIl é tdo alta quanto a maioria das doencas
cardiovasculares (GULSIN et al., 2018). Diante desta realidade, esta doenca
gera altos investimentos nos cuidados com a saude por parte do governo, sendo
estimado um custo de mais de 827 bilhdes de dblares por ano em todo o mundo
(WHO ORGANIZATION, 2016).
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3.1.1 Diabetes Mellitus tipo 2

Existem duas formas principais de diabetes. ADiabetes Mellitus tipo 1
(DMI), resultante de uma deficiéncia na secrecdo de insulina devido a uma
questdao autoimune que causa a destruicdo total das células B pancreaticas,
ocasionando deficiéncia completa na producdo de insulina (CALLIARI &
FERNANDES, 2018; WALLENIUS& MALECKAS, 2015); e a DMII, em que existe
uma resisténcia a acdo da insulina, associada a uma deficiéncia em sua
secrecao devido a uma destruicao parcial das células B, a qual € menos intensa
do que o observado na DMI(SAUDE, 2013).

A DMII é a doenga enddcrina mais disseminada e um dos problemas
meédicos e sociais mais agudos, pois leva a incapacidade precoce e ao aumento
da mortalidade por diferentes complicacfes, sendo responsavel por mais de 90%
dos casos (FERREIRA; MARQUES & CAMPOS, 2014; WALLENIUS &
MALECKAS, 2015). No Brasil, segundo o Ministério da Saude, 11% da
populacao (cerca de 5 milhdes de pessoas) acima de 40 anos séo portadores de
DMII(TORRES; PACE & STRADIOTO, 2010).

3.1.2 Diagnéstico

O diagnéstico de diabetes ocorre quando os niveis glicémicos estdo acima
de 126 mg/dl (BRASILEIRA, 2018). O teste é realizado em amostra de sangue
obtida apds um periodo de jejum de 8 a 12 horas. Também é possivel identificar
a diabetes por meio do teste de hemoglobina glicada, o qual pode ser realizado
na auséncia de jejum. Este exame representa a média da concentracdo de
glicose no sangue nas ultimas semanas, ao invés do teste de glicose feito em
jejum que indica os niveis glicémicos naquele momento (FORBES & COOPER,
2013;WHO ORGANIZATION, 2016).

Em algumas circunstancias, a diferenciagcéo entre a DMI e a DMII pode ser
mais complicada. Quando ocorrer a indefinicAo do diagnostico, podem ser
solicitados niveis de anticorpos anti-GAG e avaliagdo da reserva de insulina
pancreatica por meio da medida de peptideo-C plasmatico (MARASCHIN et al.,
2010). No caso de suspeita de DMII € preconizado um rastreio levando em conta

fatores de risco para confirmacéo do diagnostico como: individuos com idade >

25



45 anos, individuos com sobrepeso ou obesidade e que apresentem mais um
fator de risco para DM dentre os seguintes: Pré-diabetes, histéria familiar de DM,
raga/etnia de alto risco para DM, mulheres com diagnostico prévio de Diabetes
Mellitus Gestacional (DMG), historia de doenca cardiovascular, hipertensao
arterial, HDL< 35 mg/dL e/ou triglicérides > 250 mg/dL e sedentarismo
(CALLIARI & FERNANDES, 2018).

Esta doencga, se ndo tratada de forma correta, em longo prazo, pode levar
o individuo a manifestar complicacdes crénicas irreversiveis, como disfuncéo e
faléncia de 6rgdos, podendo comprometer a funcdo dos rins, olhos, nervos,
coracdo e vasos sanguineos, resultando em doengcas como a neuropatia, a
nefropatia, a retinopatia, o infarto do miocéardio, acidentes vasculares e infecgdes
(RAMOS; ARNAUD & FERREIRA, 2011).

A DMII é uma doenca multifatorial, como sua patogénese € caracterizada
por disfuncdo das células B acompanhada por diminuicdo da secrecdo de
insulina, hd também o aumento da secrecao de glucagon, resposta diminuida as
incretinas, aumento da producéo de glicose hepatica, reducédo da absorcdo de
glicose pelos musculos e disfun¢des nos neurotransmissores (SIKHAYEVA et
al., 2017). Ocorre também um aumento na producao de radicais livres e estresse
oxidativo que esta envolvida na patogénese e nas complicacbes da diabetes
(KHAZAEI et al., 2016).

Além disso, 0 aumento do nivel de estresse oxidativo esta correlacionado
também com a predisposicao a hiperatividade plaquetaria, 0 que aumenta o risco
de doenca cardiovascular na DMII(KARKABOUNAS et al, 2018). A
hiperglicemia persistente causa aumento na producdo mitocondrial de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio. Quando em niveis fisiolégicos, esta produgéo
€ neutralizada pelo sistema de defesa antioxidante celular, porém quando a
homeostase é rompida, se instala o estresse oxidativo e o desencadeamento
das complicacdes diabéticas (WELLLEN & HOTAMISLIGIL, 2005; BAYNES,
1991).
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3.1.3 Tratamento

O tratamento da diabetes envolve mudancas no estilo de vida dos
pacientes. Cuidados com a auto monitoracdo da glicemia, a pratica regular de
atividade fisica, a administracdo de medicamentos e a adocdo de uma
alimentacdo saudavel sdo importantes para manter os niveis glicémicos
estabilizados e, consequentemente, prevenir as complicagcdes cronicas
(RAMOS; ARNAUD & FERREIRA, 2011).

Os cuidados em relacdo a diabetes sdo bastante minuciosos, porque
requer uma mudanca na rotina diaria deste individuo, o qual passa a necessitar
de alimentacdo equilibrada, realizacdo de exercicios fisicos e de terapia
medicamentosa. ldealmente, no tratamento da DMII é preciso tentar alcancar
niveis glicémicos tdo proximos da normalidade quanto € possivel alcancar na
pratica clinica (CALLIARI & FERNANDES, 2018).

Para sintetizar, os antidiabéticos de forma geral sdo classificados em quatro
categorias: 0s que aumentam a secrecéao de insulina (hipoglicemiantes), os que
ndo a aumentam (anti-hiperglicemiantes), os que aumentam a secrecdo de
insulina de maneira dependente da glicose, além de promover a supressao do
glucagon e os que promovemglicosuria (sem relacdo com a secrecao de
insulina)(CALLIARI & FERNANDES, 2018).

Entre as opcbes medicamentosas existentes para a terapia da diabetes,
estdo disponiveis a insulina e os hipoglicemiantes orais (NATHAN et al., 2009;
RAMOS; ARNAUD & FERREIRA, 2011). As atuais diretrizes internacionais de
tratamento propdem o uso de metformina como tratamento de primeiro momento
em pacientes com DMIIl. Se o controle da glicemia permanecer inadequado,
recomenda-se uma combinacdo de metformina e uma das seguintes classes de
antidiabéticos:  sulfonilureias, inibidores da dipeptidil peptidase 4,
tiazolidinedionas, agonistas do receptor GLP-1 ou inibidores do co-transportador
sédio glicose-2 (SGLT2), no tubulo proximal (SHESTAKOVA et al., 2018).

Apesar do progresso consideravel no tratamento da diabetes por agentes
hipoglicemiantes orais, a busca por novos farmacos continua em decorréncia de
limitacbes das drogas sintéticas. Os farmacos fitoterapicos com atividade
antidiabética ainda nao foram comercialmente formulados como medicamentos

modernos, embora tenham sido aclamados por suas propriedades terapéuticas
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nos sistemas tradicionais de medicina (ARUMUGAM; MANJULA & PAARI,
2013).

No estudo de Jayprasad e colaboradores (2016), observou-se um aumento
significativo da insulina no final do periodo de tratamento e diminuicdo no nivel
de glicose sanguinea a partir do 15° dia de tratamento em ratos diabéticos
comextrato aquoso e metandlico de casca de Chloroxylon swieteniae
glibenclamida.

Outro estudo realizado por Kishalay e colaboradores (2015), demonstrou-
se que afracdo acetato de etilada semente de Eugeniajambolana possui
grande atividade antidiabética em um modelo experimental realizado em
ratos. Os resultados demonstram que o0 extrato mostra atividade antidiabética
por meio da inibicdo direta da carga intestinal de glicose, atividade insulinotrépica
e também correcdo na via metabdlica de carboidratos apés inibicdo do processo
de apoptose induzida por hiperglicemia (JANA; BERA & GHOSH, 2015).

Novos beneficios tém sido descobertos, até mesmo nos medicamentos que
ja sdo usados para diabetes ha muito tempo, como a metformina. Estudos
recentes evidenciaram que a metformina pode ter efeito hepatoprotetor por
exercer funcdo antioxidante juntamente com sua acdo hipoglicemiante ja
esperado (MAGINA et al., 2010).

Existem evidéncias de estudos em que extratos vegetais aquosos e
etandlicos exerceram efeito hipoglicemiante mais acentuado do que a
glibenclamida. O extrato aquoso de Syzygium alternifolium (Myrtaceae)
apresentou excelente efeito hipoglicemiante tanto nos ratos normais, quanto nos
ratos que tiveram a diabetes induzido por aloxano (NEGRI, 2005).

Os tratamentos para a diabetes de um modo geral geramcustos que variam
de 2,5 a 15% dos gastos nacionais em saude, causando impacto social e
econdmico, tanto em termos de produtividade (relacionado a faltas ao trabalho),
quanto de altos custos com a hospitalizacdo, dependendo da prevaléncia local
de diabetes e da complexidade do tratamento disponivel. Portanto, a prevengao
da diabetes e das complicagfes € a prioridade de saude publica devido a grande
morbimortalidade associada (CALLIARI & FERNANDES, 2018; RAMOS;
ARNAUD & FERREIRA, 2011).
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3.2Hipertrigliceridemia

As fungBes desempenhadas pelos lipidios nas células sdo muito grandes,
sendo eles responsaveis pela producdo de acidos biliares, formacdo de
membrana, hormonios esteroides e fornecimento e armazenamento de energia
(RUSCH et al., 2018).

A Hipertrigliceridemia (HTG), decorrente dos niveis aumentados de
triglicerideos (TGs) no sangue, pode ser causada por fatores genéticos, pela
deficiéncia da lipase lipoproteica, HTG familiar ou hiperlipidemia familiar
combinada, ou mesmo em resposta secundaria a outras doengas como
hipotireoidismo, alcoolismo, diabetes mellitus, doencas renais, ou em associacao
a fatores ambientais que prejudicam a producao e depuracédo das lipoproteinas
ricas em triglicerideos (HEGELE, 2009; HEGELE et al., 2014; RUSCH et al.,
2018).

O colesterol exerce a fungéo de ser o precursor dos hormonios esteroidais,
dos acidos biliares e da vitamina D. Os TGs sao armazenados no tecido adiposo
e muscular como reserva energética, possuindo forma endbgena quando
originados do figado e forma exdgena, quando oriundos da dieta (BRASILEIRA,
2013). Os TGs sao formados a partir de trés moléculas de acidos graxos ligados
a uma molécula de glicerol. Sdo transportados em quilimicrons e lipoproteinas
de muito baixa densidade (VLDL) que sao sintetizadas no intestino e figado,
respectivamente. Também corresponde em torno de 10% da lipoproteina de
densidade baixa (LDL). A lipdlise destas lipoproteinas ricas em TGs pela enzima
lipase lipoproteica, resulta na formacédo de particulas remanescentes menores
enriquecidas de ésteres de colesterol (DALLINGA-THIE et al., 2010; MOTTA,
2009; NELSON & COX, 2011).

O correto conhecimento do metabolismo dos TGs é crucial para identificar
0 momento em que intervencdo a HTG deve ser realizada, buscando a
prevencdo de danos posteriores ao organismo (VALAIYAPATHI; SUNIL &
ASHRAF, 2019).

A HTG é resultante do aumento das lipoproteinas circulantes de TG, ou
seja, VLDL plasmatica e quilomicrons (VALAIYAPATHI; SUNIL & ASHRAF,
2019). O acumulo de TGs no figado pode resultar em uma esteatose hepatica
nao alcodlica, e conseguinte leséo do tecido, pela inflamagé&o e danos oxidativos,
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podendo chegar a faléncia do 6rgdo (CHOIA & DIEHLA, 2008; PAGANO et al.,
2002; REAVEN, 1993).

Pesquisas mostram que anormalidades metabdlicas como obesidade,
dislipidemias e o0 aumento da resisténcia a insulina sdo as causas mais comuns
de deposicao de gordura hepatica (CHOIA & DIEHLA, 2008; PAGANO et al.,
2002; REAVEN, 1993).

Pesquisas recentes sobre a HTG despertaram atengcdo redobrada nos
altimos anos, pela correlacdo entre os altos niveis de TG e o aumento do risco
de morbidade e mortalidade nas doencas cardiacas, podendo o TG ser um
marcador de risco aterosclerético ou um fator de risco causal para aterosclerose.
Além disso, a HTG e o baixo nivel de lipoproteina de alta densidade (HDL-C)
tém sido associados com sindrome metabdlica e DMII(BUDOFF, 2016;
CHARNG et al., 2017; WIESNER & WATSON, 2017).

De acordo com Budoff (2016), as evidéncias indicam que os TGs e as
lipoproteinas ricas em triglicerideos (LRTs) estdo na rota causal da doenca
cardiovascular ateroscleroética (ASCVD), sugerindo gue desempenham um papel
patogénico na aterosclerose, em vez de somente serem considerados como um
biomarcador da doenca risco.

Também existem evidéncias de que niveis muito altos de TGs estédo
relacionados a um risco aumentado de pancreatite aguda e demandam atencao
e cuidado (SIMONS, 2019).

3.2.1 Diagnéstico

A dosagem de TGs é feita por técnica enzimatica utilizando um método
bastante preciso e de baixo custo. Niveis aumentados de TGs geralmente estado
vinculados a baixos niveis de HDL-C e altos niveis de particulas de LDL
pequenas e densas (BRASILEIRA, 2013; CHARNG et al., 2017).

A coleta de sangue é realizada apos jejum de 12 horas para dosagem das
concentracbes de TGs. A determinagcdo do perfil lipidico deve ser feita em
individuos com dieta habitual, estado metabdlico e peso estavel, por pelo menos

duas semanas antes da realizagdo do exame. O aumento da concentracdo
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plasmatica de TGs considera também a idade e sexo (BRASILEIRA, 2013;
RUSCH et al., 2018).

Nas diretrizes aplicadas para adultos, a HTG pode ser considerada leve a
limitrofe (150-199 mg / dL), moderada a alta (200-499 mg / dL), muito alta (500—
999 mg / dL), grave (1.000-1999 mg / dL) e muito grave (> 2.000 mg /
dL).Existem estudos que evidenciam que a HTG ndo é uma realidade presente
somente para os adultos, uma vez que nos EUA 10% das criancas e
adolescentes entre 12 e 19 anos de idade tém niveis séricos de TGs superiores
a 150 mg / DI, paralelo a isto aparece o aumento da incidéncia de obesidade
infantil, sindrome metabdlica, DMII, estilo de vida sedentario, dieta hiperlipidica
e rica em carboidratos e uso de medicacdo (BRASILEIRA, 2015;
VALAIYAPATHI; SUNIL & ASHRAF, 2019).

3.2.2 Tratamento

Os padrbes séricos de TGs se elevam em consequéncia do consumo
elevado de calorias e em particular pela ingestdo de colesterol, acidos graxos
saturados, &cidos graxos trans e carboidratos (BRASILEIRA, 2013). Desta
forma, a mudanca no estilo de vida, com insercédo de atividade fisica, restricdo
na ingesta de carboidratos, monossacarideos e dissacarideos na dieta, pode
diminuir os TGs, além de possibilitar aumento do HDL-C com a reducao da
gordura trans e dos carboidratos na dieta (HARNG et al., 2017; SAHEBKAR et
al., 2014).

Quando as estratégias de mudanca alimentar e a realizacao de atividade
fisica regular ndo séo suficientes, podem ser associadas diversas opcoes
medicamentosas que irdo auxiliar na reducado da HTG, como por exemplo, os
fiboratos, as estatinas e a niacina, embora em pacientes com TGs
moderadamente alto, as estatinas sejam constantemente prescritas como
terapia de primeira linha (BACKES et al., 2016; HARNG et al., 2017; SAHEBKAR
et al., 2014).

Embora as estatinas visem principalmente reduzir o LDL-C elevado, em
pacientes com altos niveis basais de TGs (2273 mg / dL), algumas estatinas de
alta intensidade mostraram reduzir os TGs em até 43% (BACKES et al., 2016).
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Outra alternativa disponivel no mercado € a utilizacdo de 6mega-3, sendo
inserido em um segundo momento como adjuvante no tratamentos para reduzir
os niveis de TGs em pacientes adultos com HTG grave (2500 mg / dL )(KEDIA
& LYNCH, 2015). Porém Kedia e colaboradores (2015), cita em seu estudo que
0s ésteres etilicos Gmega-3 aumentam os niveis de LDL-C em cerca de 49%, em
comparagao com placebo, em pacientes com niveis de TGs =2500mg / dL;
portanto, os niveis de LDL-C devem ser acompanhados periodicamente durante
o tratamento (KEDIA & LYNCH, 2015).

A Atualizacdo da Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencdo da
Aterosclerose (2017) também informa que a terapia com 6mega 3 em altas doses
(4 a 10g ao dia) reduz os TGs e aumenta discretamente o HDL-C, podendo,
entretanto, aumentar o LDL-C.

Pesquisas evidenciam que o uso de antioxidantes também é satisfatorio,
uma vez que o estresse oxidativo esta presente na leséo hepética e podem atuar
de maneira benéfica e prevenir os danos oxidativos, embora ainda sejam
necessarios mais estudos para estabelecer critérios de utilizacdo (LI et al., 2015;
PEREIRA, BARROS & FERREIRA, 2016).

3.3 Radicais Livres

Os radicais livres (RLs) s&o considerados uma das principais causas do
envelhecimento e doencas. No entanto, quando mantidas em concentracées
baixas ou moderadas, os RLs desempenham varios papéis benéficos para o
organismo, sendo elesnecessarios para sintetizar algumas estruturas celulares
e usados pelo sistema de defesa do hospedeiro para lutar contra patdgenos,
desempenhando um papel fundamental para o funcionamento adequado do
organismo dos seres vivos (MARTELLI, 2015; VALKO et al., 2006).

No entanto, quando produzidos em grande quantidade, estdo envolvidos
no desenvolvimento de diversas patologias e processos fisiopatoldgicos como
envelhecimento, aterosclerose (KAYAMA et al., 2015), obesidade (KEANEY,
2003) e inflamacéo (HO et al., 2015).

Os RLs séo caracterizados como atomos ou moléculas muito instaveis,

sendo espécies quimicas que apresentam um ou mais elétrons ndo pareados na
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tltima camada de valéncia (Figura 1). Sdo formados em circunstancia de
reacOes de dxido-reducdo, ou seja, ou doa o elétron solitario, oxidando-se, ou
obtém outro elétron, reduzindo-se (ANDRADE JUNIOR et al., 2005;
BARREIROS &BARROS, 2012). Quando um radical livre ndo encontra outro
para se ligar a fim de atingir estabilidade, obtém elétrons de outros compostos
como carboidratos, lipideos, proteinas e até do DNA, estabilizando-se e dando
origem a outros radicais livres, desencadeando uma reagdo em cadeia com dano
celular, caso ndo ocorra intervencdo dos antioxidantes (DAVID, 2005;
DOBRAKOWSKI et al., 2016;FERREIRA & MATSUBARA, 1997; NEDEL, 2005;
SHING et al., 2007).

Destacando este ponto, pode-se ressaltar que a producdo de RLs se d&
tanto em processos fisioldégicos e néo fisiolégicos como na respiracao celular
para produzir energia, na sinalizacdo intercelular, no metabolismo de
carboidratos, no estimulo e regulacdo do crescimento celular e nos processos
de defesa do organismo, por meio da fagocitose. No processo de produ¢ao nao
fisiolégica pode ocorrer por fatores como raios solares, atividade fisica,
alimentacdo rica em gordura, consumo de alcool e cigarro, entre outros
(MADIGAN et al., 2010).
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Figura 1- Formacédo do Radical Livre partindo de uma molécula estavel para uma

molécula instavel.
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Fonte: (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

3.3.1 Espécies Reativas de Oxigénio e de Nitrogénio

Os elétrons desemparelhados centrados nos atomos de oxigénio e
nitrogénio sdo denominados Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e Espécies
Reativas de Nitrogénio (ERN), respectivamente (BARREIROS & DAVID, 2005).
O termo ERO caracteriza o coletivo que engloba além dos RLs, outras
substancias provenientes do O2, que ndo contém elétrons desemparelhados,
porém também apresentam particularidades quimicamente reativas
(BRONCANO et al., 2009).

A geracado das ERO, na maior parte das vezes acontece nas mitocondrias,
no curso de condi¢Bes fisioldgicas e patolégicas, durante o metabolismo
aerobico, por meio do estimulo da cadeia transportadora de elétrons, para a
formacédo de ATP. Ao término da cadeia de transporte de elétrons, 95% a 98%
do Oz é convertido em 4gua e os 2% a 5% reduzem-se em metabdlitos que sdo
os chamados ERO e ERN (HALLIWELL, 2013).

Dentre a gama de ERO existente, destacam-se: o radical superoxido (Oze),
que é produzido a partir da primeira redugéo do Oz, e ocorre em praticamente
todas as células aerdbicas; o radical hidroperoxila (HO2), o qual € o (O27) com
um proton de hidrogénio acoplado, apresentam facilidade em iniciar a destruicdo
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de membranas bioldgicas e o radical hidroxila (OH¢), considerado o mais reativo
em sistemas bioldégicos, reagindo com bases do DNA, diversas proteinas e
membranas lipidicas (HALLIWELL, 2013).

Com relacdo a cadeia transportadora de elétrons, o Oz sofre reducéo
tetravalente com a adicéo de quatro elétrons, o que resulta na producéo de agua.
Porém, uma pequena parcela sofre reducdo parcial, causando a formacao de
intermediarios reativos, como os radicais superéxido (Oze-), hidroperoxila (HO2),
hidroxila (OH¢) e o peroxido de hidrogénio (H202) (HALLIWELL, 2013).

Embora estas organelas tenham uma capacidade de eliminacgéo intrinseca
de ERO, é importante observar que ndo sdo suficientes para atender a
necessidade celular de detoxificar todas as ERO produzidas pelas mitocondrias
(DORMANDY, 1983; NORDBERG et. al, 2001; NELSON & COX, 2008).

A producédo de ERO depende basicamente de reacfes enzimaticas e nao
enzimaticas. ReacBes enzimaticas capazes de gerar ERO sdo aquelas
envolvidas na cadeia respiratoria, sintese de prostaglandinas, fagocitose e
sistema do citocromo P450. Os RLs podem ser produzidos também a partir de
reacdes ndo enzimaticas que ocorrem entre 0 Oz e compostos organicos, os
quais se iniciam por radiacOes ionizantes, e durante a fosforilacdo oxidativa
mitocondrial (PHAM-HUYet al., 2008).

Em resumo, quando as ERO e ERN se encontram em concentracfes
baixas e controladas, exercem um resultado positivo sobre as respostas
celulares e funcao imunolégica. Porém, quando ha um aumento, eles provocam
0 estresse oxidativo, um processo deletério que pode causar prejuizos em todas
as estruturas celulares (YOUNG & WOODSIDE, 2001).

Com relacdo as ERO ndao-radicalares, pode-se destacar o peréxido de
hidrogénio (H202), que embora néo seja radicalar, é descrito como uma espeécie
altamente deletéria, pois participa da reacdo que produz o OHe e 0 oxigénio
singlet (*O2), que é a forma mais prejudicial do oxigénio no organismo, encontra-
se em estado excitado, de maior energia do que o Oz no estado fundamental, e
€ a causa ou intermediario da toxicidade fotoinduzida do Oz em seres vivos
(BARREIROS et al.,2006; FERREIRA & MATSUBARA, 1997; KEHRER &
KLOTZ, 2015).

Dentre as ERN, podem-se ressaltar os principais sendo: o éxido nitrico
(NO) que é um radical importante para o aprendizado e memodria, indispensavel
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para a plasticidade sinaptica, apresentando papel fundamental no processo de
vasodilatacdo e regulacdo vascular, no entanto sua producéo irregular esta
atrelada a um alto indice de doencas e prejuizos ao organismo. O
peroxinitrito(ONOO"), € uma ERN néo-radicalar originada a partir da reacdo do
NO com o Oz. E um forte oxidante e, além de sua toxicidade direta, ele pode ser
decomposto em outras moléculas nocivas, como o0 OHe.

Na atualidade sdo destacados 11 ERN, os radicalares (ON e dioxido de
nitrogénio) e os demais que s&o os nao radicalares (ADAMS et al.,2015;
KEHRER & KLOTZ, 2015).

3.4 Antioxidantes

Os antioxidantes podem ser estabelecidos como elementos que, quando
presentes em pequenas concentra¢cdes, comparados com o substrato oxidavel,
impossibilitam ou retarda de forma significativa a oxidagéo deste substrato. No
entanto, os antioxidantes podem também ser definidos como “qualquer
substancia que retarda, previne ou remova o dano oxidativo” (HALLIWELL,
2007). Khlebnikov e colaboradores (2007) também definiram antioxidantes como
“qualquer substancia que atue eliminando de forma direta as ERO ou de forma
indireta, regulando a acao eficaz das defesas antioxidantes, impossibilitando a
producdo de ERO".

Os antioxidantes também apresentam outra funcdo, a eficiéncia em
capturar o radical e criar um novo radical estabilizado, por meio da ligacao de
hidrogénio intramolecular em oxida¢ao adicional (HALLIWELL, 1990).

A producao de RLs é controlada por meio de umaforma de defesa eficiente
que procura manter a producdo de RLs em niveis fisiolégicos, com o intuito de
deter lesdes celulares, e reparar, fazendo a recuperacao das células danificadas
(PIZZINO et al., 2017).

Este sistema estd baseado nos recursos antioxidantes existentes, que séo
formados por enzimas altamente eficazes, sendo elas, a superéxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT) e por numerosas

moléculas enddgenas antioxidantes como a glutationa (GSH) e cisteina, e
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suplementos antioxidantes como o acido ascérbico (vitamina C) e o a-tocoferol
(vitamina E), além de outros que podem ser observados na Figura 2.

Os antioxidantes sédo produzidos endogenamente, mas podem também
ser obtidos por meio da ingestdo, quando ha uma dieta abundante em verduras,
frutas, chas e chocolate, por exemplo. Este mecanismo regulador recebe o
nome de sistema de defesa antioxidante, podendo ser dividido em sistema
enzimatica e ndo-enzimatica, como pode-se observar na Figura 2(FERREIRA &
MATSUBARA, 1997;YOSHIHARA; FUJIWARA & SUZUKI, 2010).

Figura 2 — Antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos.
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Fonte: (CAROCHO& FERREIRA, 2012)
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3.5 Sistema de defesa Enzimatico

O sistema de defesa enzimatico é composto pelas enzimas SOD, CAT e
GSH-Px. Atuam como mecanismos de prevencao, evitando a producéo de
radicais e nao radicais que iriam, sem a interferéncia destas iniciar as reacdes
em cadeia que resultariam no dano oxidativo (BARRA et al., 2010; VALKO et al.,
2006).

As enzimas CAT e GSH-Px agem com o mesmo propdésito, ou seja, o de
impedir o acimulo de H202. Tal agéo integrada é de grande importancia, uma
vez gque esta espécie reativa, por meio das reacdes de Fenton e Haber Weiss
(Figura 3), mediante a participacédo dos metais ferro e cobre, culmina na geracao
do radical OH-, o qual ndo tem um sistema enzimatico de defesa (BARRA et al.,
2010). A SOD esta envolvida na reacdo de dismutacéo, catalisando a geracao
de H20:2 a partir do radical superéxido (BARRA et al., 2010; VALKO et al., 2006).

As enzimas CAT e GSH-Px se unem para impossibilitar o acimulo de H202,
que embora ndo seja um radical livre, tem as mesmas caracteristicas reativas e
alto poder de provocar danos. A GSH-Px reduz o H202 em agua, mediante a
conversdo da glutationa reduzida (GSH) em oxidada (GSSG), deste modo é
muito importante a ac¢do da glutationa redutase (GRd), (responséavel pela
regeneracao da GSH), dando a possibilidade para o equilibrio ideal entre
os sistemas de defesa enziméticos (BARRA et al., 2010; VALKO et al., 2006).
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Figura 3 — Reacdo de FENTON e HABER-WEISS
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Fonte: (BARRA et al., 2010).

3.5.1 Sistema nao-enzimaéatico

Em contrapartida, o sistema de defesa ndo-enzimatico é constituido por
compostos que sao sintetizados endogenamente, como exemplo a bilirrubina,
ceruloplasmina, horménios sexuais, melatonina, coenzima Q (CoQ) e acido urico
que sao destacados como antioxidantes biolégicos de baixo peso molecular
(SCHNEIDER & DE OLIVEIRA, 2004). Além disso, este sistema inclui os
compostos antioxidantes de fonte dietética, dentre os quais pode-se citar as
vitaminas, minerais e compostos fenodlicos (BARREIROS & DAVID, 2006;
KEHRER & KLOTZ, 2015).

O acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol e B-caroteno, precursores das
vitaminas E e A, respectivamente, sdo compostos vitaminicos potencialmente
antioxidantes (BARRA et al., 2010). Estes compostos ndo enzimaticos agem

doando hidrogénio e elétrons, reduzindo metais de transi¢cdo, desativando o
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oxigénio singlet, sequestrando os radicais peroxila, recuperando cofatores
envolvidos nas reacdes de reducédo e oxidacdo (REDOX), atuando diretamente
nas membranas, preservando-a dos danos originados pelos radicais nos
lipideos, proteinas e no DNA (BARREIROS& DAVID, 2006; KEHRER & KLOTZ,
2015).

A vitamina C é um micronutriente que €, por exceléncia, um antioxidante
em potencial, solivel em agua e vastamente difundido em todos os tecidos do
corpo. Atua como co-fator em reacdes enzimaticas como também tem a funcéo
de reciclar outros antioxidantes como a vitamina E e a GSH. No entanto, ela
também pode funcionar como um proé-oxidante na presenca de ions de metais
de transicdo. Sua importancia nas defesas antioxidantes celulares, quando
presente em niveis fisiolégicos, permanece incerta (BARRA et al., 2010;
HALLIWELL, 2013).

3.6 Estresse Oxidativo

Estresse oxidativo (EO) é o termo utilizado para descrever os danos
resultantes causados pelas ERO nas moléculas ou no organismo como um todo
(VALKO et al., 2006). A formacao de ERO pode ocorrer por meio da geracao do
subproduto do metabolismo celular e também por estimulos ambientais como
a poluicdo do ar, ingestdo aumentada de sédio, exposicdo a metais pesados,
uso de herbicidas e inseticidas, radiacdo UV, e temperaturas elevadas, tendo
como consequéncia o EO (YOSHIHARA; FUJIWARA & SUZUKI, 2010).

O EO ocorre devido a um desequilibrio entre a formacédo de RLs e as
defesas antioxidantes. Esta fortemente ligado a geragdo de danos estruturais,
devido ao ataque de uma infinidade de biomoléculas como os lipideos, proteinas,
carboidratos, DNA e Acido Ribonucleico (RNA) (MCINTYRE & HAZEN, 2010;
SIES, 1986; YOSHIHARA; FUJIWARA & SUZUKI, 2010).

Estes danos tém sido associados a diversas patologias, como o
envelhecimento, tumores, inflamagdo, doencas cardiovasculares e disturbios
neurodegenerativos (MCINTYRE & HAZEN, 2010; SIES, 1986; YOSHIHARA,
FUJIWARA & SUZUKI, 2010). Desta forma, o EO é citado como coadjuvante em
uma ampla variedade de doencas, estando envolvido na fisiopatologia de em
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alguns erros inatos do metabolismo intermediario (COLOME et al., 2000;
DELWING et al., 2005; DELWING et al., 2006; DELWING et al., 2007; WAJNER
et al., 2004). A causa do estresse oxidativo aumentado entre estas diversas
patologias citadas ndo esta completamente elucidada, todavia pode haver uma
ligacdo com o acumulo de metabolitos toxicos que provocam a producao
excessiva de radicais livres ou a deplecdo celular de defesas antioxidantes
(ARTUCH et al., 2004; VAN BACKEL et al., 2000).

3.7 Dano Lipidico

O dano lipidico ocorre por consequéncia das membranas plasmaticas
serem as estruturas alvos dos ataques dos RLs, sendo passiveis a peroxidagao
lipidica, que por consequéncia altera sua estrutura, causando uma diminuicao
na sinalizacdo transmembranar e na seletividade do transporte ibnico. Estas
alteracdes tém como consequéncia prejuizo no transporte celular, e a formacéao
de produtos citotéxicos como o malondialdeido, utilizado como biomarcador que,
em altos niveis, tém potencial lesivo (FERREIRA& MATSUBARA, 1997; SILVA
& FERRARI, 2011).

Ha duas ERO com potencial de afetar estes lipideos de membrana, o OHe
e 0 HO2* enquanto o OH« deve sua toxicidade a sua nao-especificidade de
ataque a biomoléculas, o HO2* muito alto atua intensamente na peroxidagao
lipidica, a qual ocorre em trés etapas: iniciacdo, propagacdo e terminacao,
conforme ilustra a Figura 4, processo pelo qual acidos graxos poli-insaturados,
glicolipidios, fosfolipidios e colesterol sdo oxidados, podendo levar a morte
celular (AYALA,; MURNOZ & ARGUELLES, 2014).
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Figura 4- Etapas da Peroxidacao Lipidica

LH + OH" (ou LO*) —* L*+ H,O (ou LOH) Iniciagao

L*+0 — LOO* propagacao
LH + LOO’ — L "+ LOOH propagacao
LOO® + L* — LOOL terminacéo
LOO® + LOO* — LOOL + O terminacéao

Fonte: (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

3.8 Dano Proteico

A estrutura primaria das proteinas € formada por sequéncias especificas
de aminoacidos, apresentando funcdo importante no organismo dos seres
humanos. Mudancas na cadeia polipeptidica das proteinas pode desencadear a
desnaturacao protéica e interrupcdo da sua funcionalidade (NELSON & COX,
2011).

O mecanismo oxidativo causado pelas ERO provoca modificacBes fisicas
nas proteinas e sua fragmentacéo, agregacao e suscetibilidade a degradacao
por proteossomos e proteases multicataliticas (ANDRADE JUNIOR et al., 2005;
SILVA & FERRARI, 2011). Outro fato importante é que as ERO impendem a
correcdo do RNA transportador, podendo ocasionar sintese proteica anémala
(NELSON & COX, 2014; SILVA & FERRARI, 2011).

De acordo com a literatura, a agregacao proteica ocorre essencialmente
por meio da atividade oxidativa do radical OHe, responsavel por construir
ligacBes cruzadas entre as proteinas e favorecer a degradacao pela formacéo
de proteinas anbmalas, facilitando sua remocgdo pelos proteossomos
(ANDRADE JUNIOR et al., 2005). Além disso, as cadeias laterais de todos os
residuos de aminoacidos das proteinas estdo susceptiveis a oxidagao por

radiagcdo ionizante. Os residuos de aminoacidos que sdo mais suscetiveis ao
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ataque de varias ERO e ERN e seus produtos séo ilustrados na Figura 5
(STADTMAN, 2004).

Figura 5 - Modificacdes de residuos de aminoacidos

Amino acid residue Products formed
Arginine Glutamic semialdehyde
Cysteine Disulfides: Cys-5-5-Cys, Cys-5-5-R
Cilutamate 4-Hydroxy-glutamate, Pyruvate, --Ketoglutarate
Histidine 2-Oxo-histidine
Leucine 3- and 4-Hydroxy-leucine
Lysine 2-Aminoadipic-semialdehyde, 3-.4-, and 5-
hydroxy-lysine
Methionine Methionine sulfoxide, Methionine sulfone
Phenylalanine 2-, 3-, and 4-hydroxy-phenylanine
Proline Glutamic semialdehyde, Pyroglutamic acid, 2-

Pyrrolidone 4-hydroxy-proline

Threonine 2-Amino-3-keto-butyric acid

Tryptophan N-Formyl-kynurenine, kynurenine, 2- 4- 5, 6-,
and 7- Hydroxy-tryptophan

Tyrosine 3-4-dihydroxy phenylanine (DOPA), Tyr-Tyr
cross-linked proteins, 3-Nitro-tyrosine, 3,5-
Dichloro-tyrosine

Valine 3-, 4-Hydroxy-valine

Fonte: (STADTMAN, 2004).

3.9 Dano ao DNA

No DNA estd presente em todo material genético dos seres vivos,
constando nele uma sequéncia de nucleotideos e bases nitrogenadas.
Constantemente o DNA humano € afetado por agentes quimicos e fisicos, os
quais interferem em seu mecanismo biolégico natural (LAAT, JASPERS &
HOEIJIMAKERS, 1999; LEWIN et al., 2011; NELSON & COX 2011; MARTINEZ
et al., 2006).

As ERO tém o poder de provocar alteracdes diretas na molécula de DNA,

como nas quatro bases do DNA, resultando em quebras simples ou duplas das
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cadeias ou mesmo a criacdo de moléculas alteradas de DNA, devido a oxidac&o
das proteinas. O DNA pode também ser afetado por meio da peroxidacao lipidica
e sofrer alteracdes na expressdo génica (AMES &SHIGENOGA, 1992;
COUSSENS & HERMES-LIMA, 2004; KALYANARAMAN, 2013; KRYSTON et
al., 2011; NEOFYTOU et al., 2012; WERB, 2002). De acordo com Barreiro, David
e David (2006), os danos que podem ocorrer com 0 DNA e o RNA séo graves,
pois podem desencadear varios processos patogénicos como a oncogénese.

3.10 Plantas Medicinais

As plantas medicinais por suas qualidades terapéuticas tém sido utilizadas
pelo homem desde o inicio de sua historia. Os conhecimentos empiricos sobre
esta categoria de plantas faz com que continuem sendo empregadas pela
maioria da populagdo mundial nos dias de hoje, como um recurso alternativo
para o tratamento de diversas doengas e enfermidades, porque representam
uma forma de tratamento mais acessivel em relacdo aos medicamentos
alopaticos (APARECIDA, 2007; CARNEIRO et al., 2014).

As plantas medicinais contém substancias capazes de amenizar e curar
doencas e tém legado de uso como remédio nas comunidades e na populacéo
de modo geral, além disso, uma das vantagens das plantas medicinais € que
estas estdo prontamente disponiveis e tém menos efeitos colaterais
(APARECIDA, 2007; ARUMUGAM; MANJULA & PAARI, 2013).

A OMS reconhece que grande parte da populacdo dos paises em
desenvolvimento depende da medicina tradicional para sua atencao primaria,
tendo em vista que 80% deste publico utilizam métodos tradicionais nos seus
cuidados basicos de saude e 85% destes utilizam plantas, extratos vegetais ou
preparacdes destas (SAUDE, 2006).

A fitoterapia é erroneamente confundida com o uso de plantas medicinais
pelo publico de forma geral. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
conceitua que os medicamentos fitoterapicos sdo obtidos, exclusivamente por
meio de matérias-primas vegetais. Sua eficacia e seguranga sdo reconhecidas
por meio de pesquisas etnofarmacoldgico de utilizagcdo, documentacdes

tecnocientificas em publicacfes ou ensaios clinicos fase 3; neste contexto, 0s

44



fitoterapicos representam uma fatia muito significativa no mercado de
medicamentos (APARECIDA, 2007; CARNEIRO et al., 2014).

No Brasil, o uso de terapias menos onerosas para o0 tratamento de
enfermidades crbnico-degenerativas representa ganho importante nos
investimentos humanos e financeiros empregados na area de saude. Deste
modo, os fitoterdpicos podem atuar como uma alternativa terapéutica levando
em consideragdo o menor custo e cujos beneficios adicionam-se aos da terapia
convencional (BORGES, K. B.; BAUTISTA, H. B. & GUILERA, 2008).

Para tanto, sdo necessarios maiores investimentos para estudos cientificos
nesta area, de maneira a levar a comprovacéao da eficacia destas espécies como
hipoglicemiantes e hipolipemiantes, garantindo a seguranca e eficacia na
aplicacao por parte dos profissionais de saude (BORGES, K. B.; BAUTISTA, H.
B. & GUILERA, 2008).

Diante desta realidade, a DM é um alvo interessante para a busca de novos
métodos de tratamento, com a possibilidade de uso de vérias espécies de
plantas medicinais. Muitas substancias extraidas de plantas ja vém sendo
citadas na literatura como adjuvantes no tratamento da DM, atuando tanto na
doenca em si como amenizando seus sintomas e possiveis consequéncias. Os
beneficios destas plantas também tém evidenciado uma gama de efeitos
farmacoldgicos destes extratos vegetais em modelo animal. Deste modo, os
estudos desenvolvidos com o intuito de comprovar o efeito destas espécies
vegetais tém aumentado de forma exponencial (NEGRI, 2005; SANTOS;
NUNES & MARTINS, 2012).

3.10.1 Familia Myrtaceae

A familia de plantas Myrtaceae é de ocorréncia pan-tropical, com
concentracfes na Ameérica do Sul, Sudeste Asiatico e Australia (REYNERTSON
et al., 2008). Compreende cerca de 144 géneros e 5.774 espécies no mundo,
sendo Myrcia um dos maiores géneros da familia, no Brasil existem 979 espécies
e 23 géneros (FONTANA & GASPER, 2014).

Estas plantas contribuem também para o desenvolvimento econdémico,

visto que uma ampla quantidade de espécies e plantas aromaticas produzem
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frutos comestiveis, de sabores peculiares e especiais (PASCOAL & SALVADOR,
2011).

Algumas das espécies desta familia j& sdo utilizadas na medicina popular
para o tratamento de diabetes, como a Eugenia puncifolia, conhecida
popularmente como "Pedra-hume-caa” ou "pedra-ume-cad” ou ainda "insulina
vegetal (PERICO., RODRIGUES& OHARA., 2019).

Os estudos com Myrtaceae sao relativamente recentes e tém sido focados
em compostos volateis, sendo que estas espécies tém a capacidade de
acumular fendlicos, compostos organicos importantes como antioxidantes,
sendo mais potentes que as vitaminas C e E e os carotenoides (PASCOAL &
SALVADOR, 2011; PONTES et al., 2019; TAKAO; IMATOMI & GUALTIERI,
2015).

Vérias espécies de Eugenia que fazem parte da familia Myrtaceae ja foram
estudadas com perspectivas a determinacao do seu potencial antioxidante como
€ o caso de Eugenia caryophyllata, E. jambolana, E. uniflora, E. elliptica, E.
orbiculata, E. tinifolia, E. caryophyllus e E. brasiliensis (MAGINA et al., 2010).

Segundo o estudo de Negri (2005), o extrato aquoso das sementes de E.
jambolana reduziu os danos cerebrais de ratos diabéticos, causando uma
diminuicao significativa nos lipideos e nas substancias que reagem com o acido
tiobarbitlrico, e aumentou a concentracdo das enzimas catalase e superéxido
dismutase no cérebro de ratos que tiveram a diabetes induzido por aloxano.

O mecanismo de acao pelos quais as plantas baixam a taxa de glicose do
sangue pode ser atribuido aos seguintes fatores: aumento da liberacdo de
insulina por meio da estimulagdo das células B-pancreaticas, resisténcia aos
horménios que aumentam a taxa de glicose, aumento do numero e da
sensibilidade do sitio receptor de insulina, diminuicdo da perda de glicogénio,
aumento do consumo de glicose nos tecidos e 6rgédos, eliminacdo de radicais
livres, resisténcia a peroxidagéo de lipideos, corre¢do da desordem metabdlica
causada em lipideos e proteinas e estimulo ao aumento da microcirculacdo do

sangue no organismo (NEGRI, 2005).
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3.10.2 O Género Myrcia

Myrcia € um dos maiores géneros da familia Myrtaceae, com cerca de 760
espécies e uma das mais caracteristicas do Brasil, expressando consideraveis
beneficios econdmicos (MARIA et al.,, 2014;CRONQUIST, 1981; BARROSO,
1991; WILSON, 2011) sendo que mais de 300 espécies distribuidas do México
ao sul do Brasil. Dezessete destas espécies sdo encontradas no sul do Brasil
(MARCHIORI, 1997).

Ha muito tempo algumas espécies de Myrcia sdo popularmente utilizadas
na medicina, geralmente como infusdes, nas tribos indigenas e em algumas
comunidades. As espécies do género Myrcia ja estdo sendo utilizadas como
adstringentes, antidiarreicas, diuréticos, para estancar hemorragias, contra a
hipertensdo e ulceras da boca. Também sao conhecidas como “plantas de
insulina” sendo empregadas como hipoglicemiantes na forma de infusédo ou
decoccdo(CERQUEIRA et al., 2013;BRITO & LAINETTI, 1996; BATISTA et al.,
2011).

Geralmente séo utilizadas as folhas ou a planta inteira e feitas infusdes,
sendo que este grupo de plantas inclui Myrcia punicifolia, M. speciosa, M.
citrifolia, M. guianensis, M. multifiora, M. salicifolia, M. sylvatica, M.
uniflora(CASCAES; MARIA & PINHEIRO, 2015). As composi¢des quimicas dos
Oleos essenciais das espécies de Myrcia sao bastante semelhantes as espécies
de Eugenia, com predominio de sesquiterpenos ciclicos na maioria das espécies
e algumas espécies produtoras de 6leos ricos em monoterpenos (PASCOAL &
SALVADOR, 2011).

3.10.3 Myrcia splendens (Sw.) DC

Myrcia splendens tem seu nome popular no Brasil como "guamirim" ou
"folha-miada”, ela é extensamente observada desde o México até o sul do Brasil.
As plantas do género Myrcia apresentam em sua composicao triterpenos e
esteroides. Sua distribuicdo geografica € ampla, ocorrendo em diversos biomas
brasileiros e no cerrado sendo seu limite sul o estado de Santa Catarina

(GOTTLIEB et al., 1972), bem como flavanonas, acetofenonas e glicosideos
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flavonoides (YOSHIKAWA et al.,1998; FERREIRA et al., 2006) e estes
compostos apresentam diferentes atividades, notadamente a inibigdo da aldose
redutase e da alfa-glicosidase (MATSUDA et al., 2002).

Em alguns estudos também se constata potencial antioxidante, como € o
caso de Moresco e Colaboradores (2014), que identificaram nas espécies Myrcia
splendens e Myrcia palustres a atividade antioxidante das fracfes mais polares
das duas espécies obtidas no particionamento liquido-liquido. A atividade
antioxidante pode estar relacionada a composicédo flavonoidica dos extratos,
sendo a maioria das fracBes composta principalmente por miricitrina.

Pontes e colaboradores (2019) demonstraram que M. splendens, em trés
extratos diferentes analisados (diclorometano, acetato de etila, acetona),
apresentou atividade antioxidante significativa, especialmente no extrato
acetonico. Desta forma concluiram que as folhas de M. splendens sdo uma
importante fonte de compostos antioxidantes e podem ser comercialmente

aplicadas no futuro.
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4 METODOLOGIA

4.1 Preparo do extrato das folhas de M. splendens

4.1.1 Obteng&o do material vegetal

A coleta de amostras da espécie de M. splendens foi realizada em
Blumenau, Santa Catarina, Brasil (26 ° 53'55,2 "S 49 ° 04'41,3" W) em outubro
de 2017. O material vegetal foi identificado pelos botanicos Dr. André Luiz de
Gasper, do Departamento de Ciéncias Naturais da Universidade Regional de
Blumenau (FURB) e Dr. Marcos Sobral do Departamento de Boténica da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). A amostra da planta foi
depositada no Herbéario Dr. Roberto Miguel Klein da FURB registrada com o
namero 00607.

4.1.2 Obtencao do extrato bruto

Apos a coleta, o material vegetal foi seco sob temperatura ambiente e peso.
Este material (~ 1 kg) foi macerado em diclorometano por 7 dias. O extrato foi
filtrado e o solvente foi evaporado num evaporador rotativo (abaixo de 60°C)
acoplado a um condensador de vacuo e concentrado até um volume reduzido.
Este procedimento foi repetido mais uma vez e produziu extrato bruto de
diclorometano (EDM) (BARAUNA et al., 2018).

4.2 Analise de compostos fendlicos no DME por HPLC-ESI-MS / MS

Instrumentacéo

A andlise dos compostos fendlicos foi realizada de acordo com Siebert et al.
(2019). Essa andlise é realizada usando o cromatdgrafo Agilent® 1200, com uma
coluna Phenomenex® Synergi 4u Polar-RP 80A (150 mm x 2 mm ID, tamanho
de particula de 4 um) a 30°C. O cromatégrafo liquido foi acoplado a um sistema
de espectrometria de massa que consiste em um espectrdmetro de massas
hibrido triplo quadrupolo / armadilha de ions linear Qtrap® 3200 (Applied
Biosystems / MDS SCIEX, EUA) com Turbo lon Spray® como fonte de ionizacao,
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no modo de ionizacdo negativa, com 0s seguintes parametros da fonte: interface
de spray de ions a 400°C; tensdo de pulverizacao idnica de 4500 V; gés de
cortina, 10 psi; gas nebulizador, 45 psi; gas auxiliar, 45 psi; e gas de coliséo,
meédio. O software Analyst® (versdo 1.5.1) foi utilizado para o registro e
processamento dos dados. Pares de ions foram monitorados no modo de

monitoramento de rea¢do multipla (MRM).

Condicdes cromatogréficas

O eluente foi formado pela mistura dos solventes A (MeOH / H20 na
proporcao de 95: 5, vv-1) e B (H20 / &cido férmico 0,1%) da seguinte forma: 12
etapa - 10% de solvente A e 90% de B (modo isocratico) por 5 min; 22 etapa -
gradiente linear dos solventes A e B (de 10 a 90% de A) por 2 min; 32 etapa -
90% de solvente A e 10% de B (modo isocratico) por 3 min; 42 etapa - gradiente
linear dos solventes A e B (de 90 a 10% de A) por 7 minutos com vazao de 250
ML min-1 de fase mével. Em todas as analises, o volume injetado foi de 5 uL.

Para identificacdo e quantificacdo, 47 compostos fenélicos padrdo foram
analisados nas mesmas condicbes descritas acima, sendo eles: acido 4-
aminobenzadico, acido 4-hidroximetilbenzdico, apigenina, aromadendrina, acido
cafeico, carnosol, catequina, &cido clorogénico, crisina, &cido cinamico |,
coniferaldeido, acido elagico, epicatequina, epigalocatequina, galato de
epigalocatequina, eriodictyol, acido ferulico, fustin, galangina, acido galico,
hispudulina,  isoquercetina, = kaempferol,  acido = mandélico,  acido
metoxifenilacético, piperidinina, piperazina, naritrina e piperazina acido
coumarico, pinocembrina, acido protocatecuico, quercetina, resveratrol, acido
rosmarinico, rutina, acido salicilico, escopoletina, sinapaldeido, acido sinapico,
seringadeido, acido sérico, taxifolina, umbelliferona, acido vanilico e vanilina
dissolvidos em metanol (0,02 a 6 mg).

A amostra do extrato foi preparada dissolvendo 50 mg do material liofilizado
em uma solucdo de 5 mL de &cido cloridrico a pH 2. Essas solug¢des foram
extraidas trés vezes com 2 mL de éter etilico de cada vez e os trés extratos foram
combinados. ApoOs secagem do extrato combinado, ele foi armazenado em um
recipiente fechado a -20 ° C. Antes da analise, o0 material seco foi dissolvido em
1 mL de MeOH e centrifugado a 12.000 rpm por 120 s.
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4.3 Animais

Foram utilizados Rattus norvegicus, variedade albinus da raca Wistar,
sendo todos machos, com peso médio de 230 - 280g, provenientes do
Laboratério de Criacdo e Comercializacdo de Animais LTDA EPP (ANILAB),
Paulinia, S&o Paulo, Brasil. Os animais foram desmamados aos 21 dias de
idade. Antes do processo de experimentagao, os animais foram acomodados (4
por gaiola) e aclimatados por 7 dias para adaptacdo em um novo meio. Foram
entdo mantidos em um ciclo de 12h claro/escuro a temperatura constante de
22°C com livre acesso a comida e 4gua. Os experimentos foram realizados
conforme o disposto na Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008 e nas demais
normas aplicaveis a utilizacdo de animais em ensino e/ou pesquisa,
especialmente as Resolu¢cdes Normativas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal — CONCEA (BRASIL, 2008; MINISTERIO DA CIENCIA,
TECNOLOGIA).

As condi¢cdes de ambiente, iluminacdo, acomodacéo e nutricdo seguiram
as recomendacgodes exigidas pelo “Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals, 1996”. O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa

Animal da Universidade da Regido de Joinville, Brasil, sob o nimero 011/2017.

4.3.1 Inducéo da DM Il e Tratamento

Para a inducdo da DMII, os ratos, em jejum de 12 horas, receberam uma
injecdo de estreptozotocina (60 mg/kg; i.p.) dissolvida em 0,1 M de tampao citrato
(pH 4,5), 15 min ap6s a aplicacdo de nicotinamida (120 mg/kg; i.p.). A
nicotinamida preserva as células B pancreaticas (até 40%) da citotoxicidade da
estreptozotocina e produz DMII (Sheela et al., 2013). Apos 72 h, os niveis
glicémicos foram avaliados. Animais foram considerados diabéticos quando a
glicemia em jejum foi superior a 200 mg/dL.

Os ratos foram divididos em grupos (n = 10), como se segue:
Grupo controle: recebeu agua por injecéo i.p. (1 vez) e agua via gavagem

uma vez ao dia durante 15 dias.
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Grupo DMII: recebeu uma injecédo i.p. de estreptozotocina (60 mg/kg)
dissolvida em 0,1 M de tampdo citrato (pH 4,5), 15 min apds a aplicacdo de
nicotinamida (120 mg / kg; i.p.) e 4gua via gavagem uma vez ao dia durante 15
dias;

Grupo controle extratos: recebeuagua por injecéo i.p. (1 vez) e injecao
I.p. de EDM (25, 50, 100 ou 150 mg / kg) (cada grupo de animais com uma dose
respectivamente) obtidos das folhas da espécie M. splendens via gavagem, uma
vez ao dia durante 15 dias.

Grupo DMII + extratos: recebeu uma injecédo i.p. de estreptozotocina (60
mg/kg) dissolvida em 0,1 M de tampao citrato (pH 4,5), 15 min apés a aplicacédo
de nicotinamida (120 mg / kg; i.p.) e EDM com grupos de animais recebendo as
respectivas dosagens: 25, 50, 100 ou 150 mg / kg, via gavagem, uma vez ao dia
durante 15 dias.

O tratamento teve inicio apds a confirmacédo da diabetes, que foi realizada
por dosagem glicémica periférica, 72 horas apdés a administracdo de
estreptozotocina. Para caracterizarmos o tratamento como cronico, 0s animais
receberam intervencdo por 15 dias consecutivos via oral (gavagem),
obedecendo a um intervalo de 24 horas entre um tratamento e outro. 12 horas
ap6s o ultimo tratamento, os animais foram sacrificados por decapitagdo na
auséncia de anestesia e em seguida o sangue total foi coletado e o pancreas e
rins foram removidos para a avaliacdo dos parametros de estresse oxidativo,
glicose e analise histologica.

As doses do EDM (25, 50, 100 e 150mg/kg) foram escolhidas com base
nos estudos de Kar et al., 2003; Ravi et al., 2005 e Ravi et al., 2004.

4.4 Preparo das amostras

4.4.1 Preparacao dos eritrocitos e do plasma:

Os eritrdcitos e o plasma foram preparados a partir de amostras de sangue
total obtidas de ratos (LIMA et al., 2017).
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O sangue total foi centrifugado a 1,000 x g, o plasma foi separado e
congelado para posterior determinacéo. Os eritrécitos foram lavados trés vezes
com solucdo salina gelada (0,153 mol/L cloreto de so6dio). Os lisados foram
preparados pela adicdo de 1 mL de agua destilada para 100 pL de eritrocitos
lavados e congelados para posterior determinacdo da atividade das enzimas
antioxidantes (LIMA et al., 2017).

Para determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes, eritrocitos
foram congelados e descongelados trés vezes e centrifugados a 13.500 rpm por
10 min. O sobrenadante foi diluido para conter aproximadamente 0,5 mg/mL de
proteina (LIMA et al., 2017).

4.4.2 Preparacao do soro:

O soro foi preparado a partir de amostras totais de sangue obtidas de ratos.
O sangue periférico foi rapidamente coletado e transferido para tubos sem
anticoagulante, centrifugado a 1.000 rpm por 10 min e o soro foi separado e

utilizado para a andlise de pardmetros bioquimicos (LIMA et al., 2017).

4.4.3 Preparacao do orgao:

Os rins foram removidos, descapsulados e mantidos em gelo com solucao
tampéo salina (154 mM NacCl, 5 mM Tris—HEPES, pH 7.5). O homogeneizado
(15%) (p/v) foi preparado em tampéao especifico usando homogeneizadorPotter-
Elvehejem (5 pulsos). O homogeneizado foi centrifugado a x 3.000 g, a 4°C por
15 minutos para remocao de residuos celulares e o sobrenadante foi estocado
em aliquotas e armazenado a -80°C para posterior determinacédo da atividade
das enzimas antioxidantes, TBA-RS, proteinas carboniladas e conteudo total de
sulfidrilas (LIMA et al., 2017).
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4.5 Analise histoldgica (AH)

Apés o sacrificio dos animais, o pancreas foi removido e fixado em
formalina a 10% por 24 horas e depois transferido para solucao etandlica a 70%.
Em seguida, os 6rgdos passaram por solugbes com concentracdes crescentes
de alcool e embebidos em parafina para procedimento histolégico de rotina.
Secdes de 7 um foram rotineiramente coradas com hematoxilina e eosina (HE).
Seccbes coradas do pancreas foram analisadas sob um microscopio Olympus
(Olympus CX3). Foram descritas caracteristicas histopatolégicas, que podem
indicar danos nas ilhotas pancreaticas: presenca de inflamacao, infiltrado
inflamatorio, bordas assimétricas, fibrose e degeneracédo vacuolar do ndcleo e
citoplasma (SHARMA et al.,2019).

4.6 Estudos bioquimicos

4.6.1 Dosagem de Glicose

A dosagem de glicose foi realizada utilizando o kit de glicose Liquiform
(referéncia 133 e 87 respectivamente da Labtest). As determina¢cdes foram

realizadas por espectrofotometria seguindo a bula do fabricante.

4.6.2 Substéancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS)

O TBA-RS foi determinado de acordo com o método descrito por Ohkawa
ecolaboradores (1979). A metodologia de TBA-RS mensura o Malondialdeido
(MDA), um produto da lipoperoxidacdo, causado principalmente por radicais
livres hidroxil. O pancreas homogeneizado e o plasma foram misturados com
acido tricloroacético a 20% e 0,8% de &cido tiobarbiturico e aquecido num banho
de agua fervente durante 60 min. TBA-RS foi determinado pela absorbancia a
535 nm. Uma curva de calibracdo sendo obtida utlizando 1,1,3,3-
tetrametoxipropano como o precursor de MDA e cada ponto da curva foi
submetido ao mesmo tratamento que o dos sobrenadantes. Os resultados foram

expressos em nmol de MDA por mg de proteina (OHKAWA et al.,1979).
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4.6.3 Conteudo Total de Sulfidrilas

O conteuddo total de sulfidrilas foi determinado de acordo com o método
descrito por Aksenov & Markesbery (2001), o qual se baseia na reducao do acido
ditionitrobenzédico (DTNB) por tidis, gerando um derivado amarelo (TNB) que &
mensurado espectrofotometricamente em 412nm. Resumidamente, 50uL de
homogeneizado e o plasma foi adicionado a 1 mL de tampédo PBS pH 7,4
contendo EDTA 1mM. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 30ul de DTNB
10,0mM e incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente em local escuro.
Os resultados foram expressos em nmol TNB/mg de proteina.

4.6.4 Catalase

A atividade de CAT foi realizada utilizando o homogenato de rins e
eritrocitos e foi determinada pelo método de Aebi (1984) usando um
espectrofotdometro Shimadzu UV-visivel. O método utilizado baseia-se no
desaparecimento de H202 a 240 nm num meio de reagdo contendo 20 mM de
H202, 0,1% de Triton X-100, 10 mM de tamp&o de fosfato de potassio, pH 7,0, e
proteina 0,1-0,3mg / mL. Uma unidade é definida como CAT 1umol de H20:2
consumido por minuto e a atividade especifica é calculada como unidades de

CAT / mg de proteina.

4.6.5 Glutationa Peroxidase (GSH-Px)

A atividade de GSH-Px foi realizada utilizando o homogenato de rins e
eritrocitos e foi mensurada pelo método de Wendel (1981), utilizando tertbutil-
hidroperoxido como substrato. A decomposicdo do NADPH foi monitorada em
espectrofotdbmetro a 340 nm por 4 minutos (espectrofotdbmetro Shimadzu UV-
visivel). O meio continha 2 mM de GSH, 0,15U / ml GSH redutase, 0,4 mM de
azida, 0,5 mM de tertbutil-hidroperéxido e 0,1 mM de NADPH. Uma unidade de
GSH-Px definida como 1umol de NADPH consumido por minuto e a atividade

especifica foi apresentada como unidades de GSH-Px / mg de proteina.
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4.6.6 Superéxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi realizada utilizando o homogenato de rins e
eritrocitos e determinada pelo método de auto-oxidacdo do pirogalol, como
descrito por Marklund (1985), um processo altamente dependente de superoxido
(O2¢), que é um substrato para a SOD. Resumidamente, 15 yl de cada amostra,
215ul de uma mistura contendo 50 uM de tampé&o Tris, pH 8,2 foram adicionados
a1 uMde EDTA e 30 uM de CAT. Subsequentemente, foram adicionados 20 uL
de pirogalol e a absorvancia foi registrada imediatamente a cada 30 segundos
durante 3 minutos a 420 nm usando um espectrofotdbmetro Shimadzu UV-visivel.
A inibicAdo da auto-oxidacdo do pirogalol ocorre na presenca de SOD, cuja
atividade pode ser indiretamente testada espectrofotometricamente. Uma curva
de calibracéo foi realizada com SOD purificada como referéncia, para calcular a
atividade da SOD presente nas amostras. Uma unidade de SOD foi definida
como a quantidade de SOD necessaria para inibir 50% da auto-oxidacdo de
pirogalol e a atividade especifica foi relatado como unidades/mg de proteina
SOD.

4.6.7 Conteudo de proteinas carboniladas

O teor de carbonilas foi verificado por meio de um método descrito por
Reznick e Packer (1994), com base na reacao de carbonilacéo de proteinas com
dinitrofenilhidrazina formando dinitrofenilhidrazona, um composto amarelo,
medido espectrofotometricamente a 370 nm. Resumidamente, 200 mL de
homogeneizado de rins e plasma foram adicionados a tubos de plastico contendo
400 ul de dinitrofenilhidrazina 10 mM (preparado em HCIl 2 M). As amostras
foram mantidas no escuro durante 1 h e agitadas em vortex a cada 15 min.
Subsequentemente, 500 ul de acido tricloroacético a 20% foi adicionado a cada
tubo. A mistura foi submetida a vortex e centrifugada a 14.000 x g durante 3 min
e 0 sobrenadante obtido foi descartado. O sedimento foi lavado com 1 mL de
etanol / acetato de etila (1:1 v/ v), agitado e centrifugado a 14000 x g durante 3
min. O sobrenadante foi rejeitado e o sedimento ressuspenso em 600uL de

guanidina 6M (preparado numa solucéo de fosfato de potassio 20 mM, pH 2,3),

56



antes de agitacdo em vortex e incubacao a 60°C durante 15 min. As amostras
foram em seguida centrifugadas a 14.000 x g durante 3 min e o sobrenadante foi
usado para medir a absorvancia a 370 nm (UV) numa cubeta de quartzo. Os
resultados foram relatados como conteudo total de carbonilas (nmol/mg de

proteina).

4.6.8 Dosagem de Proteinas

A determinacao das proteinas foi realizada pelo método de Lowry (1951),

utilizando-se albumina sérica bovina como padrao.

4.7 Andlise estatistica

Os resultados nos diferentes grupos foram representados como média +
desvio padrao, analisados por meio do Programa SPSS para Windows, versao
12 (SSPS, Chicago, IL, USA), utilizando-se a andlise de variancia (ANOVA),
seguida do teste post-hoc de Duncan, para comparacdo entre as médias dos

grupos, sendo que os valores de P < 0,05 foram considerados significativos.
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5 INTERDISCIPLINARIDADE

A estimativa de uma sociedade cada vez mais afetada pela diabetes e a
hipertrigliceridemia resultante do estilo de vida atual, associado a maus habitos
alimentares e a falta de atividade fisica, provoca uma urgéncia de expandir e
melhorar as possibilidades e a qualidade dos tratamentos.

No curso da doenca da diabetes a exposi¢cdo prolongada dos tecidos a
hiperglicemia leva a danos endoteliais (SCHALKWIJK, 2005). Uma das causas
das complicacbes da diabetes é o estresse oxidativo, condicdo na qual as
defesas antioxidantes ndo sao suficientes para inativar as espécies reativas
geradas (RAINS& JAIN, 2011). A doenga estd associada a distarbios
metabdlicos progressivos e disfuncdo em diferentes 6rgdos como o pancreas,
figado, coracéo, rins e outros (HASHEMPUR et al., 2015).

No caso da HTG que é caracterizada pelo aumento dos niveis plasmaticos
de triglicérides, ela pode ser considerada um fator de risco independente para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, nela ocorrem danos oxidativos e
inflamatorios no espaco intimal dos vasos sanguineos, danificando-os e desta
forma aumentando a fragilidade vascular, contribuindo para o acometimento do
tecido cardiaco.

A utilizacdo de plantas medicinais € uma pratica milenar realizada na
maioria por leigos baseada no conhecimento popular, porém ao longo dos anos
0S pesquisadores tém buscado evidéncias que comprovam O0S potenciais
farmacoldgicos de diversas plantas. Estes estudos ganharam destaque e vem
sendo alvo cada vez mais de pesquisas de cunho cientifico, para atestar a
atividade farmacoldgica das substancias de origem vegetal.

Desta forma, o estudo que evidencia 0s prejuizos causados pela DM tipo
2 e a acao antioxidante, hipolipemiante e hipoglicemiante de M. splendens traz
beneficios a nivel de conhecimento cientifico, médico e ambiental,contribuindo
para uma futura extracdo e comercializacdo do extrato, sendo ela também uma
opcdo que pode ser utilizada como antioxidante, hipolipemiante além de
hipoglicemiante com possibilidade de menos efeitos colaterais.

Podendo gerar possiveis ganhos na industria farmacéutica e na economia
de modo geral, além de melhorar o acesso aos medicamentos buscando trazer

mais uma opc¢éo ao paciente com uma interface econdmica mais acessivel, ndo
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s6 visando a questao comercial, mas podendo levar a populacdo um tratamento
ndo alopético que ira refletir em menor despesa na saude publica, reducéo de
procura hospitalar, reducdo com lixo hospitalar, e todos os fatores que levam a
uma integracao entre a saude e o meio ambiente.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES
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ABSTRACT

The aim of this work was to investigate the effects of chronic administration of
dichloromethane extract (DME), obtained from the leaves of Myrcia splendens,
on alterations caused by type 2 diabetes mellitus (DMII) in the hyperglycemia,
hypertriglyceridemia and oxidative stress in the blood and kidney of rats, as well
as in the damage caused in the pancreatic islets. The experiment was approved
by the Animal Research and Ethics Committee of the University of Joinville,
Brazil, under number 011/2017.The animals received streptozotocin (60 mg/kg;
I.p.), 15 minutes after nicotinamide (120 mg/kg; i.p.) or vehicle. After 72 hours,
the glycemic levels were evaluated to confirm diabetes and them the animals
received, during 15 days, DME (25, 50, 100 or 150mg/Kg) or vehicle by gavage.
The blood, kidney and pancreas were removed. Results showed that chronic
administration of DME (25, 50, 100 and 150 mg/kg) partially reversed
hyperglycemia and at 100 and 150 mg/kg reversed HTG. Histopathological
findings elucidated that DME, at all doses, reduced damage to pancreatic 3-cells.
DME 150 mg/kg reversed the increases in TBA-RS and the reduction in the
sulthydryl content. DME 100 and 150 mg/kg increased CAT and GSH-Px
activities in the blood. Furthermore, DME 100 and 150 mg/kg increased CAT,
reversed the decrease in GSH-Px and increased this enzyme activity. Also, DMII
decreased CAT and GSH-Px activities in the kidney. Additionally, DME 150
mg/kg reversed CAT and GSH-Px reductions. We believe that the hypoglycemic,
hypolipidemic and antioxidant effects elicited by DME are dependent on the
presence of phenolic compounds in this extract (syringic acid, p-coumaric acid,
ferulic acid, umbelliferone, isoquercetin, coniferaldehyde, synapaldehyde,
carnosol, protocatecuic acid and ellagic acid) as demonstrated by HPLC-ESI-
MS/MS.

Keywords: Myrtaceae, diabetes mellitus type II, oxidative stress, phenolic
compounds, HPLC-ESI-MS/MS.
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1. Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a health problem in the current world. In 2013,
more than 382 million of people were victims of diabetes, characterized by blood
hyperglycemia, resulted from a disorder in secretion or in insulin action or both,
that can be associated with obesity, high blood pressure, hypercholesterolemia,
hypertriglyceridemia and sedentary lifestyle (Ferreira et al., 2014;Vareda et al.,
2014).

The prevalence of diabetes shows a world increase and most of the cases
are from type 2 diabetes (DMII) (Wallenius & Maleckas, 2015). DMII occurs due
resistance to the insulin action, associated with a deficiency in its secretion due
to a partial destruction of B-cells (Martin et al., 2016). The diabetes treatment
requires a change in the daily routine of the individual, since the medical therapy
gets in a second moment, when there is the incapacity of controlling the glycemic
levels, through balanced diet and physical activities, to minimize the risk of
cardiac, neuropathic, renal damage, besides dyslipidemia and oxidative stress
(Nathan et al., 2009; Ramos et al., 2011; Hou et al., 2018).

Among the existent medical options for the diabetes therapy, there are
available the insulin and the oral hypoglycemic agents, mainly, biguanides,
sulfonylureas, dipeptidyl peptidase 4 inhibitors, thiazolidinediones, GLP-1
receptor agonists and sodium co-transporter glucose-2 inhibitors (SGLT2)
(Nathan et al., 2009; Ramos et al., 2011). The current international guidelines of
treatment (2013), recommend the use of metformin as an initial treatment for
patients with DMII. If the glycemic control keeps inappropriate, it is recommended
a combination of metformin with another class of antidiabetics (Shestakova et al.,
2018).

The research for new treatments continuous because the existent synthetic
drugs show limitations (Arumugam et al., 2013). According to Negri (2005), there
are evidences that aqueous and vegetable extracts have hypoglycemic effect
such as Equisetum myriochaetum Schlecht and Cham (Equisetaceae),
Spergularia  purpurea L. (Caryophyllaceae), Boerhaavia diffusa L.

(Nyctaginaceae) among others.
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The species of the genus Myrcia have already been used as hypoglycemic,
as an empirical form, by the population (Batista et al., 2011; Cerqueira et al.,
2013). With the presence of triterpenes, steroids, flavonoids and flavonoid
glycosides, these compounds present different activities, being the inhibition of
aldose reductase and alpha-glucosidase the most relevant (Matsuda et al., 2002;
Ferreira et al., 2006).

Studies also demonstrate the antioxidant potential of flavonoid extracts,
most of which are attributed to myricitrin, and a compound present in some
fractions obtained from the Myrcia extracts (Moresco et al., 2014). Magina et al.
(2010) and Lima et al. (2017) demonstrated the in vitro and in vivo antioxidant
activity of Eugenia brasiliensis, possibly due to the total phenolic and flavonoid
content of plant extracts and fractions. Another study conducted by Siebert et al.
(2019), reported the existence of flavonoids quercetin, mycetin, catechin,
isoquercetin, rutin and galangin in the crude hydroalcoholic extract and the
presence of the compounds catechin, isoquercetin, galangin and apigenin in the
ethyl acetate fraction of Eugenia brasiliensis (Siebert et al., 2019).

The purpose of this study was to verify the effects of chronic administration
of dichloromethane extract (DME), obtained from the leaves of Myrcia splendens,
on alterations caused by DMII, inducted by the administration of streptozotocin
and nicotinamide, in the hyperglycemia, hypertriglyceridemia and oxidative stress
in the blood and kidney of rats, as well as to verify the effect of the DME on the

damage caused by DMII in the pancreatic islets.

2. Materials and Methods

2.1 Animals and reagents

Male Wistar rats (230-2809), obtained from the
Breending and Commercial Laboratory Animals LTDA EPP (ANILAB), Paulinia,
Séao Paulo, Brazil, were used in the experiments. The animals were weaned at
21 days of age. Before experimentation, the animals were housed and acclimated
for 7 days to allow adaptation to the new environment and were maintained on a
12 h light/12 h dark cycle, at a constant temperature (22+1°C), with free access

to water and commercial chow. The animals were housed 4 per cage and the
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tests were carried out in accordance with law N° 11.794, of October 8, 2008, and
the other norms applied to teaching and / or research, especially the Normative
Resolutions of the National Council of Control of Animal Experimentation -
CONCEA.

Environmental conditions, lighting, accommodation and nutrition followed
the recommendations required by the "Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals", 1996. The experimental protocol was approved by the Ethics Committe
for Animal Research of the University of Joinville Region, Joinville, Brazil, under
the CEUA protocol number 011/2017.

2.2 Plant material

Leaves from Myrcia splendens (Sw.) DC, Myrtaceae were collected in
Blumenau, Santa Catarina state, Brazil (26°53'55.2"S 49°04'41.3"W,) in October
2017. Botanist Dr. André Luiz de Gasper, from the Natural Sciences Department
of Regional University of Blumenau (FURB), identified plant material and Dr.
Marcos Sobral, Department of Botany, Federal University of Minas Gerais
(UFMG) and a voucher specimen was deposited in the Dr. Roberto Miguel Klein

Herbarium of the same institution under number FURB 00607.

2.2.1 Obtaining the crude extract of M. splendens

After collection, the plant material was dried under room temperature and
weight. In order to obtain an extract of medium polarity, this material (~ 1 kg) was
macerated in dichloromethane for 3 days. The extract was filtered, and the
solvent evaporated in a rotary evaporator (below 60 °C) coupled with a vacuum
condenser and concentrated to a reduced volume. This procedure was repeated
one more time and yield crude dichloromethane extract (DME) (Barauna et al.,
2018).

2.3 Induction of DM Il and treatment

For DMII induction, rats in a 12-hour fast received a streptozotocin injection
(60 mg/kg; i.p.) solved in 0,1M citrate buffer (pH 4,5), 15 minutes after the
nicotinamide prescription (120 mg/kg; i.p.). Citrate buffer was injected alone in

control rats. The nicotinamide preserves the 8 pancreatic cells (by 40%) from the
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cytotoxicity of streptozotocin and produces the DMII (Sheela et al., 2013). After
72 hours, the glycemic levels were evaluated using a strip-operated blood
glucose sensor G-TECH free light. The animals were considered diabetic when
the blood glucose in fasting was over 200 mg/dL (Sheela et al., 2013).

The rats were divided in groups (n = 10) as follows: Control group:
received water by intraperitoneal (i.p.) injection (once) and water orally (by
gavage) once a day during 15 days; DMII group: received an i.p. injection of
streptozotocin (60 mg/kg) solved in 0,1 M citrate buffer (pH 4,5), 15 minutes after
the nicotinamide prescription (120 mg/ kg; i.p.) (once) and water by gavage once
a day during 15 days; Control groups extract: received an i.p. injection of water
(once) and DME (25, 50, 100 or 150 mg/kg) obtained from M. splendens species
by gavage, once a day during 15 days; DMII + extract groups: received an i.p.
injection of streptozotocin (60 mg/kg) solved in 0,1 M citrate buffer (pH 4,5), 15
minutes after the nicotinamide prescription (120 mg/kg; i.p.) (once) and DME (25,
50, 100 or 150 mg/kg) by gavage, once a day during 15 days consecutive for
chronic treatment, obeying a 24-hours interval between administrations. After this
period, the animals were sacrificed by decapitation in the absence of anesthesia,
and blood and kidneys were collected and removed for oxidative stress,
triglyceride, glucose and histological analysis. The DME (25, 50, 100 and 150
mg/kg) doses were chosen based on Kar et al. (2003) Ravi et al. (2004, 2005)

and studies.

2.4 Serum preparation

Serum was prepared from total blood samples obtained from rats. The
peripheral blood was rapidly collected and transferred to tubes without
anticoagulant, centrifuged at 1,000 rpm for 10 min, after the serum was separated

and used to the analyses of biochemical parameters (Lima et al., 2017).

2.5 Erythrocyte and plasma preparation

Erythrocytes and plasma were prepared from total blood samples obtained
from rats. For erythrocyte separation, peripheral blood was collected and
transferred to heparinized tubes, which were centrifuged at 1.000 rpm, and the

plasma was removed by aspiration and maintained frozen at =80 °C until assay.
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Erythrocytes were washed three times with cold saline solution (0.153 mol/L
sodium chloride) and lysates were prepared by the addition of 1 mL of distilled
water to 100 pL washed erythrocytes and maintained frozen at —80 °C until
determination of the antioxidant enzyme activities (Lima et al., 2017).

For antioxidant enzyme activity determination, erythrocytes were frozen
and thawed three times, and centrifuged at 13.500 rpm for 10 min. The
supernatant was diluted in order to contain approximately 0.5 mg/mL of protein
(Lima et al., 2017).

2.6 Organ Preparation

The kidneys were removed, kept on ice-cold buffered sodium phosphate
(20 mM, pH 7.4, 140 mM KCI) and homogenized in ten volumes (1:10 w/v) of
appropriate buffer, according to the technique to be performed. Homogenates
were prepared using a Potter-Elvehejem homogenizer (Remi motors, Mumbai,
India) by passing 5 pulses and centrifuged at 800 rpm for 10 min at 4 °C to
discarding nuclei and cell debris. The pellet was discarded and the supernatant
was saved in aliquots and stored at —80°C for further determination of parameters

of oxidative stress (Lima et al., 2017).

2.7 Histological analysis of the pancreas

Briefly, after sacrificing the animals, the pancreas was removed and fixed in
10% formalin for 24 hours and then transferred to ethanolic solution 70%. After,
the organ was passed through solutions with increasing concentrations of alcohol
and embedded in paraffin for routine histology procedure. Sections of 7 um were
routinely stained with hematoxylin and eosin (HE). Stained sections of pancreas
were analyzed under an Olympus microscope (Olympus CX3).

Histopathological characteristics were described, which may indicate
pancreatic islets damage: presence of inflammation, inflammatory infiltrate,
asymmetric edges, fibrosis and vacuolar degeneration of nucleus and cytoplasm
(Sharma et al., 2019).
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3. Biochemical studies

3.1 Dosage of glucose and triglycerides

The dosage of glucose and triglycerides were performed using the
Glucose and Triglycerides Liquiform kits (Labtest). Absorbance was determined
using a UV-vis Shimadzu spectrophotometer, following the manufacturer's
package insert.

3.2 Thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS)

TBA-RS were determined according to the method described by Ohkawa
et al. (1979). The methodology for the analysis of TBA-RS measures
malondialdehyde (MDA), a product of lipoperoxidation, caused mainly by
hydroxyl free radicals. Initially, plasma and kidney in 1.15% KCI| was mixed with
20% trichloroacetic acid and 0.8% thiobarbituric acid and heated in a boiling water
bath for 60 min. TBA-RS were determined by the absorbance at 535 nm. A
calibration curve was obtained using 1,1,3,3-tetramethoxypropane as the MDA
precursor and each curve point was subjected to the same treatment as that of
the supernatants. TBA-RS content was expressed as nanomoles of MDA formed

per milligram of protein.

3.3 Total Sulfhydryl Content

The total sulfhydryl content was determined according to the method of
Aksenov & Markersbery (2001), which is based on the reduction of
dithionitrobenzoic acid (DTNB) by thiols, generating a yellow derivative (TNB),
which is measured spectrophotometrically at 412 nm. For the assay, 50 uL of
homogenate was added to 1 mL of phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4,
containing 1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). The reaction was
started by the addition of 30 uL of 20 mM DTNB and incubated for 30 minutes at
room temperature in the dark. Analyses of a blank (DTNB absorbance) was also

performed. The results were expressed as nmol TNB/mg protein.
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3.4 Catalase Assay (CAT)

CAT activity was determined by the method of Aebi (1984). The method
used is based on the disappearance of hydrogen peroxide (H202) at 240 nm in a
reaction medium containing 20 mM H202, 0.1% Triton X-100, 10 mM potassium
phosphate buffer, pH 7.0. One CAT unit is defined as 1umol of H202 consumed

per minute and the specific activity is calculated as CAT units/mg protein.

3.5 Glutathione Peroxidase Assay (GSH-Px)

GSH-Px activity was measured by the method of Wendel (1981), using
tert-butylhydroperoxide as substrate. The decomposition of NADPH was
monitored in a spectrophotometer at 340 nm for 4 minutes. The medium
contained 2.0 mM GSH, 0.15 U/mL GSH reductase, 0.4 mM azide, 0.5 mM tert-
butylhydroperoxide and 0.1 mM NADPH. One GSH-Px unit is defined as 1umol
of NADPH consumed per minute and the specific activity is reported as GSH-Px
units/mg of protein.

3.6 Superoxide Dismutase Assay (SOD)

The activity of SOD was assayed by the method described by Marklund
(1985), a highly dependent superoxide (02) process, which is a substrate for
SOD. 15 uL of each sample was added to 215 pL of a mixture containing 50 yM
Tris buffer, 1 yM EDTA, pH 8.2, and 30 yM CAT. Subsequently, 20 yL of
pyrogallol was added and the absorbance was measured every 30 seconds for 3
minutes at 420 nm using a spectrophotometer. Inhibition of auto-oxidation of
pyrogallol occurs in the presence of SOD, the activity of which can be indirectly
tested spectrophotometrically. One unit of SOD is defined as the amount of SOD
required to inhibit 50% of the auto-oxidation of pyrogallol and the specific activity

is reported as SOD units/mg protein.
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3.7 Protein carbonyl Content

Protein Carbonyl content was assayed by a method described by Reznick
& Packer (1994) [31], based on the reaction of protein carbonyls with
dinitrophenylhydrazine to form dinitrophenylhydrazone, a yellow compound that
is measured spectrophotometrically at 370 nm. Briefly, 200 pL of homogenate
were added to plastic tubes containing 400 pL of 10 mM dinitrophenylhydrazine
(prepared in 2M HCI). Samples were kept in the dark for 1 h and vortexed every
15 min. Subsequently, 500 uL of 20% trichloroacetic acid were added to each
tube. The mixture was vortexed and centrifuged at 14.000 rpm for 3 min and the
supernatant obtained was discarded. The pellet was washed with 1 mL
ethanol/ethyl acetate (1:1 v/v), vortexed and centrifuged at 14.000 rpm for 3 min.
The supernatant was discarded and the pellet re-suspended in 600 pL of 6 M
guanidine (prepared in a 20 mM potassium phosphate solution, pH 2.3), before
vortexing and incubating at 60 © C for 15 min., Samples were then centrifuged at
14.000 rpm for 3 min and the supernatant was used to measure absorbance at
370 nm (UV) in a quartz cuvette. Results were reported as carbonyl content

(nmol/mg protein).

3.8 Protein determination
Protein was measured by the Lowry et al. (1951), method, using serum

bovine albumin as standard.

3.9 Analysis of phenolic compounds in the DME by HPLC-ESI-MS/MS
Instrumentation

Analysis of phenolic compounds was performed according Siebert et al.
(2019). This analysis is conducted using Agilent® 1200 chromatograph, with a
Phenomenex® Synergi 4y Polar-RP 80A column (150 mm x 2 mm ID, particle
size of 4 ym) at 30°C. The liquid chromatograph was coupled to a mass
spectrometry system consisting of a hybrid triple quadrupole/linear ion trap mass
spectrometer Qtrap® 3200 (Applied Biosystems/MDS SCIEX, USA) with
TurbolonSpray® as the ionization source, in negative ionization mode, with the
following source parameters: ion spray interface at 400°C; ion spray voltage of
4500 V; curtain gas, 10 psi; nebulizer gas, 45 psi; auxiliary gas, 45 psi; and
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collision gas, medium. The Analyst® software (version 1.5.1) was used for the
recording and processing of the data. Pairs of ions were monitored in multiple
reaction monitoring (MRM) mode.

Chromatographic conditions

The eluent was formed by mixing solvents A (MeOH/H20 in ratio of 95:5, v
v1) and B (H2O/formic acid 0,1%) as follows: 1st stage — 10% solvent A and 90%
B (isocratic mode) for 5 min; 2nd stage — linear gradient of solvents A and B (from
10 to 90% of A) for 2 min; 3rd stage — 90% solvent A and 10% B (isocratic mode)
for 3 min; 4th stage — linear gradient of solvents A and B (from 90 to 10% of A)
for 7 min with a flow rate of 250 yL min't of mobile phase. In all analyses, the
injected volume was 5 uL.

For the identification and quantification, 47 standard phenolic compounds
were analyzed under the same conditions described above, being them: 4-
aminobenzoic acid, 4-hydroxymethylbenzoic acid, apigenin, aromadendrin,
caffeic acid, carnosol, catechin, chlorogenic acid, chrysin, cinnamic acid,
coniferaldehyde, ellagic acid, epicatechin, epigallocatechin, epigallocatechin
gallate, eriodictyol, ferulic acid, fustin, galangin, gallic acid, hispudulin,
isoquercetin, kaempferol, mandelic acid, methoxyphenylacetic acid, myricetrin,
naringerin, naringin, p-anisic acid, p-coumaric acid, pinocembrin, protocatechuic
acid, quercetin, resveratrol, rosmarinic acid, rutin, salicylic acid, scopoletin,
sinapaldehyde, sinapic acid, syringaldehyde, syringic acid, taxifolin,
umbelliferone, vanillic acid and vanillin dissolved in methanol (0.02 to 6 mg L1).
Sample of extract was prepared by dissolving 50 mg of the freeze-dried material
in a 5 mL solution of hydrochloric acid at pH 2. These solutions were extracted
three times with 2 mL of ethyl ether each time and the three extracts were
combined. After drying the combined extract, it was stored in a sealed container
at -20 °C. Prior to analysis, the dried material was dissolved in 1 mL of MeOH

and centrifuged at 12,000 rpm for 120 s.
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3. Results
3.1 Effects of chronic administration of DME from M. splendens on glucose
and triglyceride levels on streptozotocin-nicotinamide-induced type-2
diabetic in rats

We investigated the effects of chronic administration of DME (25, 50, 100
and 150 mg/kg) obtained from the leaves of M. splendens on glucose and
triglyceride levels in the serum of type-2 diabetics rats. The figure 1 shows that
streptozotocin-nicotinamide administration significantly enhanced glucose (A)
[F(9,52)=37.850; p<0.001] and triglyceride (B) levels [F(9,52)=8.881; p<0.001]in
the serum of rats, when compared to the control groups. Post hoc analyzes
showed that chronic administration of DME at doses of 25, 50, 100 and 150 mg/kg
per se did not alter glucose and triglyceride levels. DME (25, 50, 100 and 150
mg/kg) administration partially reversed, at dose dependent, the hyperglycemia
induced by streptozotocin-nicotinamide administration. Also, DME at dose of 50
mg/kg partially reversed and at doses of 100 and 150 mg/kg totally reversed

hypertriglyceridemia induced by streptozotocin-nicotinamide administration.
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Figure 1. Effect of different DME doses (25, 50, 100 or 150mg/kg) on the effects
elicited by DMII on glucose levels (A) and triglycerides levels (B) in the blood of
60-day-old Wistar rats. Results are expressed as mean + standard deviation for
7-8 independent (animal) experiments performed in duplicate. ** p <0.001,
compared to the control. #: Partial reversal.

3.2 Effects of chronic administration of DME from M. splendens on

histological analysis of the pancreas on streptozotocin-nicotinamide-

induced type-2 diabetic in rats

A qualitative analysis of the pancreatic islets showed differences in the

morphological aspects analyzed. As shown in figure 2, the streptozotocin

administration induced degeneration of the pancreatic islets, since the group that

received streptozotocin and was treated with vehicle show pancreatic islets with

asymmetrical edges, a decreased in the islets size and the presence

ofcytoplasmic vacuolization. The diabetic groups treated with DME of the M.
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splendens at all doses (25mg/Kg, 50mg/Kg, 100mg/Kg and 150mg/Kg) showed
the same characteristics of the diabetic group treated with vehicle, however, a
decreased in cytoplasmic vacuolization can be observed, indicating less cell
damage. The diabetic groups that received DME of the M. splendens, at doses
of 25mg/Kg and 150mg/Kg, presented fibrosis areas, indicating tissue
regeneration.

Figure 2.

Vehicle

DMII &

Figure 2. Pancreatic islets of control group streated with vehicle or DME at doses
of 25mg/kg, 50mg/kg, 100mg/kg or 150mg/kg presenting normal appearance and
symmetrical borders. Pancreatic islets of diabetic groups treated with vehicle or
DME at doses of 25mg/kg, 50mg/kg, 100mg/kg or 150mg/kg showing
asymmetrical borders. PI: pancreatic islet, v: blood vessels, arrow: cytoplasmic
vacuolization, f: fibrosis. Scale bar = 50 um. Olympus optical microscope.

3.1 Effects of the chronic administration of DME from M. splendens on the
alterations in the blood oxidative stress parameters caused by
streptozotocin-nicotinamideinduced type-2 diabetic in rats

We next investigated the effects of the chronic administration of DME (25,
50, 100 and 150 mg/kg) on the alterations in TBA-RS, total sulthydryl content,
protein carbonyl content and antioxidant enzymes activities caused by type-2
diabetes in the blood of rats. As shown in figure 3, streptozotocin-nicotinamide
DMII model increased TBA-RS (A) [F(9,52)=30.966; p<0.001], reduced total
sulthydryl content (B) [F(9,52)=22.302; p<0.001], did not alter protein carbonyl
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content (C) [F(5,32)=1.601; p>0.05] and SOD (D) activity [F(5,32)= 0.821;
p>0.05], increased CAT (E) [F(9,52)=12.683; p<0.001] and reduced GSH-Px (F)
[F(9,52)=13.190; p<0.001] activities.Post hoc analysis showed that DME per se
did not alter TBA-RS levels, total sulfthydryl content, protein carbonyl content
andSOD activity, when compared to the control groups. Moreover, chronic
administration of DME at doses of 25 and 50 mg/kg didn't reverse, 100 mg/Kg
partially reversed and 150 mg/kg totally reversed the increases in TBA-RS levels
(Figure 3A) and the reduction in the sulfhydryl content (Figure 3B) in the blood
of rats. With regard to the antioxidant enzymes CAT (Figure 3E) and GSH-Px
(Figure 3F), chronic administration of DME at doses of 100 and 150 mg/kg led to
a significant increase in the CAT and GSH-Px activities, when compared to the
control group. DME treatment at doses of 25 and 50 mg/kg didn’t revert CAT
increases and partially reversed GSH-Px reduction, at doses of 100 and 150
mg/kg, when administrated in animals that received streptozotocin-nicotinamide,
led to a significant increase in the CAT activity, when compared to diabetics
group. Furthermore, reversed the decrease in GSH-Px activity induced by

diabetes and increased this enzyme activity.

Figure 3.
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Figure 3. Effect of different DME doses (25, 50, 100 or 150mg/kg) on the effects
elicited by DMII on TBA-RS (A) levels, total sulfhydryl content (B), carbonylated
proteins (C), SOD (D), CAT (E) and GSH-Px (F) in the blood of 60-day-old Wistar
rats. Results are expressed as mean * standard deviation for 7 independent
(animal) experiments performed in duplicate. *** p<0.001, compared to controls.
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3.4. Effects of the chronic administration of DME from M. splendens on the
alterations in the kidney oxidative stress parameters caused by
streptozotocin-nicotinamide induced type-2 diabetic in rats

We also investigated the effects of the chronic administration of DME (25,
50, 100 and 150 mg/kg) on the alterations in oxidative stress parameters induced
by type-2 diabetes in the kidney of rats. Figure 4 shows that streptozotocin-
nicotinamide DMII model did not alter TBA-RS (A) [F(5,32)=0.525; p>0.05], total
sulfhydryl content (B) [F(5,32)=0.724; p>0.05], protein carbonyl content (C)
[F(5,32)=25.351; p<0.001] and SOD (D) activity [F(5,32)=0.120; p>0.05] in the
kidney of rats. In contrast, decreased CAT (E) [F(9,52)= 34.774; p<0.001] and

76



GSH-Px (F) activities [F(9,52)=25.410; p<0.001] in this organ. Post hoc analysis
showed that DME (25, 50, 100 and 150 mg/kg) per se did not alter TBA-RS
levels, total sulfhydryl content, CAT and SOD activities, when compared to the
control groups, while DME at doses

of 100 and 150 mg/kg reduced protein carbonyl content and DME at dose of 150
mg/kg increased GSH-Px activity, when compared to the control groups.
Additionally, DME treatment at doses of 25 and 50 mg/kg did not reversed CAT
(Figure 4E) and GSH-Px (Figure 4) reductions caused by DMII, at doses of 100
mg/kg partially reversed the reduction in CAT activity and at dose of 150 mg/kg
totally reversed CAT and GSH-Px reductions.
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Figure 4. Effect of different DME doses (25, 50, 100 or 150mg/kg) on the effects
elicited by DMII on TBA-RS (A) levels, total sulthydryl content (B), carbonylated
proteins (C), SOD (D), CAT (E) and GSH-Px (F) in the kidney of 60-day-old Wistar
rats. Results are expressed as mean + standard deviation for 7 independent
(animal) experiments performed in duplicate. *** p<0.001, compared to the
control. #: Partial reversed. A: Potentiation of the effect.

3.5 Identification of the compounds present in the DME by qualitative
analysis using HPLC-ESI-MS/MS

After complete drying of samples, the extract yields were calculated. Leaf
EBDM vyielded 0.7%. Table 1 shows the results obtained by HPLC-ESI-MS/MS
analysis. This technique provides superior specificity and sensitivity when
compared to direct injection methods, since modern mass spectrometers are
highly sensitive than LC-MS assays. Another advantage is its ability to multiplex
multiple analytes in a single analytical run (Pitt, 2009). From forty-seven
investigated standards, eleven phenolic compounds were identified in the extract,

although the low yield of the EBDM. The compound with the highest amount
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found was ellagic acid. Further, protocatecuic acid, syringic acid, p-coumaric acid,
salicylic acid, isoquercetin ferulic acid, umbelliferone, coniferaldehyde,
sinapaldehyde and carnosol were also identified.
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Table 1. Idenfied phenolic (ug g?) in M. splendens leaves extracts.

Phenolic Rt ™ EM MS/M  EBDM Rt
compound (min) (Da) (M-H, S

m/z) (m/z)

Protocatecuic 6,27 154,1 152,9 109,00 0,03+ 0,005

acid 2 2
Syringic acid 9,91 198,1 196,9 121,10 1,18+0,03
7 3

p-Coumaric 10,3 164,0 162,9 119,10 0,28 +0,008

acid 2 5 2

Ferulic acid 10,6 194,1 1929 134,00 0,030,001
5 8 5

Salicylic acid 10,7 138,1 136,9 93,00 1,09+ 0,008
5 2 4

Umbelliferone 10,7 162,1 160,9 133,10 0,05+0
8 4 4

Isoquercetin 10,7 464,3 463,1 300,00 <LOQ
9 8 5

Coniferaldehyd 11,2 178,1 177,0 162,00 0,24+ 0,002

e 4 8 1

Synapaldehyde 11,3 208,2 207,0 177,00 0,77 +0,01
3 1 4

Ellagic acid 11,7 302,12 300,9 145,00 3,84 +0,08
8 9 5

Carnosol 13,8 330,4 329,1 285,20 0,24+0,014
7 2 6

Retention time (min); TM = Theoretical mass (Da); EM = Experimental mass
(m/z); MS/MS = MS/MS Fragments (m/z); <LOQ = Less than limit of quantification
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3. Discussion

The main characteristic of DM is hyperglycemia, causing disturbances in
metabolism (Subramanian & Chait, 2012).0One of the causes of diabetes
complications is oxidative stress, a condition in which antioxidant defenses are
not enough to inactivate the reactive species generated (Rains & Jains, 2011).
Diabetes is characterized by a series of complications that affect different organs
and oxygen free radicals are involved in the pathogenesis of this disease (Maritim
et al., 2003). During persistent hyperglycemia of diabetes, there is an increase in
oxygen free radical production through glucose self-oxidation, and these radicals
exert their cytotoxic effects on membrane phospholipids, resulting in the
formation of malondialdehyde (MDA), an end product of lipid peroxidation, which
reacts with thiobarbituric acid (Ayoub et al., 2000).

Streptozotocin causes irreversible damage to pancreatic beta cells,
generating inability to secrete insulin, justifying its use in research (Zafar et al.,
2009). Increased hypertriglyceridemia is associated with diabetes due to

metabolic syndrome (Subramanian & Chait, 2012).

Our results showed that administration of streptozotocin/nicotinamide
increased serum glucose and triglyceride levels in treated rats, generating
diabetes and HTG. Chronic administration of DME for 15 days at doses of 25, 50,
100 and 150 mg/kg did not alter glucose and triglyceride levels and partially
reversed, depending on the dose, leading us to believe that a higher dose would
be able to reverse hyperglycemia induced by streptozotocin-nicotinamide
administration. In addition, DME at 50 mg/kg partially reversed and at 100 and
150 mg/kg completely reversed HTG. Corroborating our data, the study of
Bongiolo (2008) showed that treatment with hydroalcoholic extract of Eugenia
uniflora (500 and 1000 mg/kg), a Myrtaceae species, caused reduction and/or
reversed of HTG, suggesting that this hypolipidemic effect was mediated by the
flavonoids quercetin and myricetin present in the extract. Furthermore, Santana
(2016) and Kala et al. (2012) demonstrated that other plants of the same genus,
including Eugenia dysenterica and Eugenia floccosa, also demonstrated a
significant reduction in HTG. Also, Prince et al. (2003) highlights that the aqueous
extract of Syzygium cumini (Eugenia jambolana) (Myrtaceae) also caused a
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reduction in HTG and emphasized that aqueous extracts and ethanolic agents
exerted a more significant hypoglycemic effect than glyburide. Yet, the studies by
Grover et al. (2001), elicit that Momordica charantia and Eugenia jambolana
(Myrtaceae) extracts reduce hyperglycemia, protect a basal glomerular
membrane from the deleterious effects of diabetes and inhibit increased urinary
volume, albuminuria and renal hypertrophy. Additionally, Mormodica charantia
extract has been shown to exert a hypoglycemic effect even in the presence of
almost complete destruction of pancreatic B cells, signaling a direct
insulinomimetic effect (Grover et al., 2001). According to Lima et al. (2017), the
chronic administration of the hydroalcoholic and acetonic extracts of Eugenia
brasiliensis reversed HTG, decreased lipid accumulation in the hepatocytes,
decreased lipid peroxidation and protein damage in the blood and inhibited
alterations in the activities of antioxidant enzymes in the blood and liver of
coconut oil-induced HTG rats.

Histopathological findings are according to Konda et al. (2019), which
observed asymmetrical edges and a decreased in the islets size in diabetic
animals due to decreased in B-cells number. Pancreatic p-cells express GLUT-
2, which is identified by streptozotocin, so these cells are affected by the toxic
effects of streptozotocin (Eleazu et al.,, 2013). Our results showed that
administration of DME from M. splendens, at all doses tested showed less
celldamage when compared with the diabetic control group. It can be due to
antioxidant effect of this extract. A study by Krishnasamy et al. (2016)
demonstrated that Syzygium densiflorum, a Myrtaceae specie, promotes
decreased damage caused by streptozotocin in pancreatic tissue.

The extract of M. splendens studied here demonstrated similarity on the
chemical composition with others of the genus Myrcia. Despite this, since
phenolic compounds are ubiquitous in most medicinal plants and constitute an
essential part of the human diet due to their antioxidant and many other beneficial
health properties, the quantification of already known compounds, opens the
possibility for further studies of biological potential and it contributes to a better
understanding of the secondary metabolism in the Myrcia genus (Balasundram
et al., 2006).

Although some of the compounds identified in this work have already been

cited in the Myrcia genus, syringic acid, p-coumaric acid, ferulic acid,
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umbelliferone, isoquercetin, coniferaldehyde, synapaldehyde and carnosol are
reported for the first time in the genus. In addition to the previously mentioned
compounds, this was also the first report of the presence of protocatecuic acid
and ellagic acid in extracts in leaves of M. splendens.

The solvent used during extraction process are reported to have an
influence on the nature and the number of secondary metabolites extracted from
medicinal plants. Commonly, polar solvents are used to extract phenolic
compounds and their glycosides (Dirar et al., 2019). In this work, we used a
solvent of medium polarity, and apolar compounds between standards searched,
for example ferulic acid and carnosol, were found only in DME. This relation can
be attributed to its more apolar structure, to have a greater carbonic chain or
smaller number of hydroxyls.

Our results also show that streptozotocin-nicotinamide induced DMII
increased TBA-RS and reduced total sulfhydryl content but did not alter the
protein carbonyl content in rat plasma. With regard to the kidney, DMII model did
not alter TBA-RS, total sulfhydryl and protein carbonyl contents. In addition, DME
extract “per se”, at doses of 100 and 150 mg/kg, reduced protein carbonyl content
and at dose of 150 mg/kg increased GSH-Px activity. Moreover, chronic
administration of DME at dose of 100 mg/kg partially reversed and 150 mg/kg
totally reversed the increases in TBA-RS levels and the reduction in the sulfhydryl
content in the blood of rats. TBA-RS is a lipid oxidation parameter and reflects
the amount of malondialdehyde formation, an end product of membrane fatty acid
peroxidation. Also, is an important parameter of lipoperoxidation and to measure
damage to membrane lipids. Since lipoperoxidation is responsible for change the
membrane lipids structure, reducing its selectivity in ionic transport and signaling,
imparing its permeability and cellular transport, these alterations in excess, may
result in cell death by the release of hydrolytic enzymes and formation of cytotoxic
products, such as malondialdehyde (Aksenov & Marksberry, 2001). In addition,
total sulfhydryl content is a parameter, which is very important to measure
damage to protein. Alterations in protein structures lead to the increase of its
fragmentation, aggregation, and susceptibility to degradation by proteasomes
(Wendel, 1981; Aebi, 1984).
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With regard to the antioxidant enzymes CAT and GSH-Px, chronic
administration of DME, at doses of 100 and 150 mg/kg, increased CAT and GSH-
Px activities in the blood of rats. Furthermore, DME treatment (25 and 50 mg/kg)
did not reversed CAT increases and partially reversed GSH-Px reduction and at
doses of 100 and 150 mg/kg, when administrated in animals that received
streptozotocin-nicotinamide, increased CAT activity. Also, reversed the decrease
in GSH-Px activity induced by diabetes and increased this enzyme activity.
Results also showed that DMII model decreased CAT and GSH-Px activities in
the kidney of rats. The antioxidant enzymes protects organ from highly reactive
hydroxyl radicals. Thus, a reduction in kidney SOD and CAT activities, observed
in our study, may lead to an increase in the availability of superoxide (O2") and
hydrogen peroxide (H202) in biological systems, enabling the generation of
hydroxyl radicals (OHe¢), resulting in the onset and spread of lipid peroxidation
(Prince et al., 2003). The DME per se, at dose of 150 mg/kg, increased GSH-Px
activity. Additionally, DME treatment at doses of 25 and 50 mg/kg did not
reversed CAT and GSH-Px reductions caused by DMII, at doses of 100 mg/kg
partially reversed the reduction in CAT activity and at dose of 150 mg/kg totally
reversed CAT and GSH-Px reductions. Corroborating to our data, Pontes et al.
(2019), also showed antioxidant activity in different solvents of the leaves of M.
splendens.

In summary, this study shows that streptozotocin-nicotinamide
administration in rats causes DMII and HTG, in association with oxidative stress
in the blood and kidneys. Chronic administration of DME of M. splendens was
able to partially reversed hyperglycemia, totallyreversed HTG, and to reduce lipid
peroxidation and protein damage in diabetics rats. In addition, this extract also
reversed alterations in the activity of antioxidant enzymes in the blood and
kidneys of rats. The data indicate that DME, obtained from M. splendens leaves,
may have hypoglycemic and hypolipidemic effects and high antioxidant capacity,
probably mediated by the action of phenolics present in this extract. However,
further studies are needed to assess whether M. splendens could be useful as a
potential adjuvant for the treatment of hyperglycemia, HTG and oxidative stress
in DMII patients.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O conjunto argumentativo levantado na revisdo de literatura justifica a
importancia do desenvolvimento deste estudo, a necessidade de novas
abordagens terapéuticas para a diabetes e a hipertrigliceridemia promovendo o
interesse por pesquisas mais aprofundadas para entender o curso da doencga e
seus prejuizos juntamente com uma estratégia terapéutica inovadora que venha
a tornar possivel a possibilidade de um tratamento mais eficaz.

Neste estudo foi possivel reproduzir a DMIl nos animais que resultou em
um quadro de hiperglicemia, hipertrigliceridemia e estresse oxidativo, com o
aumento dos niveis de TBA-RS, reducdo do conteudo total de sulfidrilas e
alteracdes na atividade da SOD, CAT e GSH-Px em sangue e rins de ratos de
60 dias de idade.

Deste modo pode-se evidenciar que a administracdo intraperitoneal de
estreptozotocina-nicotinamida promoveu a hiperglicemia persistente, o aumento
de triglicerideos bem como a lipoperoxidacdo, danos as proteinas e alteracées
nas atividades das enzimas antioxidantes, contribuindo assim para elucidar o
papel do estresse oxidativo na DMII.

Ao estudar o papel antioxidante do EDM sobre o dano oxidativo causado
pela DMII, observou-se a capacidade em diversas concentracdes do extrato da
prevencdo do aumento dos niveis de TBA-RS, na reversdo da reducdo do
contedudo total de sulfidrilas e em varias das atividades das enzimas
antioxidantes, como SOD e GSH-PX.

Foi possivel evidenciar também a capacidade de reversao do aumento da
glicemia e triglicerideos.

Em concluséo, os resultados obtidos indicam que a DMII leva a um estado
de hiperglicemia associado a hipertrigliceridemia e estresse oxidativo, com
aumento de radicais livres, e que o em diversas das concentracdes utilizadas
neste estudo apresentou uma acao de reverséo parcial do aumento de glicemia
e total no aumento de triglicerideos além de uma forte atividade antioxidante

diante do estresse oxidativo causado pela DMII.
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Estes resultados enriquecem e contribuem para um melhor conhecimento
do potencial desta planta como também na elaboracdo de novas possibilidades
terapéuticas para o manejo desta doenca.
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