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RESUMO

Introdugao: O diabetes mellitus € uma desordem cronica caraterizada por defeitos
no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios em virtude do
comprometimento na secrecdo e agdo do horménio insulina, apresentando
manutencdo cronica de niveis elevados de glicose circulante e gerando uma
superprodugdo de superéxido mitocondrial nas células endoteliais. Em células
aerdbias, os radicais livres podem causar danos severos a macromoléculas
celulares, especialmente o DNA. O uso de plantas com propriedades antioxidantes e
o exercicio fisico podem exercer influéncia positiva sobre os parametros afetados;
neste contexto, a espécie Syzygium cumini - o popular jamboldo — apresenta
potencial atividade antidiabética enquanto o treinamento aerdbio pode otimizar a
captagao da glicose pelos tecidos. Objetivos: Avaliar a capacidade funcional, os
parametros bioquimicos, o estresse oxidativo e o dano ao DNA a partir da
associagdo de um protocolo de administragdo oral de extrato bruto hidroalcodlico
(EBH) de folhas de Syzygium cumini (L.) Skeels e de treinamento aerébio continuo
(TAC) em esteira em ratos diabéticos (D). Metodologia: Trinta e sete ratos Wistar
machos foram divididos em 5 grupos: Controles normoglicémicos (CONT), diabéticos
(D-CONT), diabéticos tratados com extrato (D+EBH), diabéticos treinados (D+TAC)
e diabéticos tratados com extrato e treinados (D+EBH+TAC), sendo submetidos a 8
semanas de suas respectivas intervengdes. Os animais foram induzidos ao diabetes
com dieta hiperlipidica e baixas doses de estreptozotocina intraperitoneal,
mimetizando o diabetes tipo 2. A capacidade funcional foi avaliada a partir do teste
de capacidade maxima ao exercicio; os parametros bioquimicos por kits
enzimaticos; o estresse oxidativo pelas medidas de superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) por medida do
malondialdeido (MDA) e diclorofluoresceina oxidada (DCF) e o dano em DNA pelo
teste cometa. Resultados: Os grupos D+TAC e D+EBH+TAC apresentaram melhor
capacidade funcional ao final das intervengées em comparagéo ao grupo D-CONT e
com relagdo ao resultado do teste inicial intragrupo. O grupo D+EBH apresentou
redugdo da glicemia, da trigliceridemia e do indice de dano ao DNA no sangue,
figado, rim, coracado, pulmio e musculo gastrocnémio, além de aumento dos niveis
de SOD no figado, no rim e no pulmdo e de CAT no rim e redugdo da
lipoperoxidagdo (TBARS) nos cinco tecidos estudados, apresentando diferenga
significativa com relagdo ao grupo D-CONT. O exercicio (D+TAC) foi eficaz na
reducdo da trigliceridemia e na protecdo contra o dano ao DNA no sangue e no
coragdo, bem como na melhora dos niveis de SOD no pulmo e na redugdo da
lipoperoxidagdo nos cinco tecidos estudados e da oxidacdo de DCF no rim.
Entretanto, o efeito aditivo da associagdo dos protocolos de intervengao (EBH+TAC)
foi observado apenas no aumento dos nives de SOD no gastrocnémio. Conclusao:
Os achados neste estudo sugerem uma potencial atividade hipoglicémica,
hipolipidémica e protetora contra o estresse oxidativo e contra o dano ao DNA do
extrato bruto hidroalcodlico de folhas de Sygygium cumini (L.) Skeels, provavelmente
devido a sua propriedade antioxidante. Além disso, sugerem o efeito benéfico do
exercicio fisico no diabetes sobre a melhora da capacidade funcional, no controle da
trigliceridemia e na redugéo da lipoperoxidagdo. A associagdo dos protocolos de
intervengdo apresentou efeito aditivo sobre a atividade antioxidante nas células
musculares.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus Experimental; Syzygium cumini; Exercicio; Dano
ao DNA; Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Introduction: Diabetes mellitus is a chronic disorder characterized by defects in the
metabolism of carbohydrates, proteins and lipids due to impaired secretion and
action of the hormone insulin, presenting chronic maintenance of high levels of
circulating glucose and generating an overproduction of mitochondrial superoxide in
endothelial cells. In aerobic cells, free radicals can cause severe damage to cellular
macromolecules, especially DNA. The use of plants with antioxidant properties and
physical exercise can have a positive influence on the affected parameters; in this
context, the Syzygium cumini species - the popular jambolan - has potential
antidiabetic activity while aerobic training can optimize the glucose uptake by the
tissues. Objectives: To evaluate the functional capacity, biochemical parameters,
oxidative stress and DNA damage from the combination of protocols which includes
an oral administration of crude hydroalcoholic extract (EBH) of leaves of Syzygium
cumini (L.) Skeels and continuous aerobic training (TAC) on a treadmill in diabetic (D)
rats. Methods: Thirty-seven male Wistar rats were divided into 5 groups:
normoglycemic controls (CONT), diabetic controls (D-CONT), diabetics treated with
extract (D+EBH), trained diabetic (D+TAC) and diabetics treated with extract and
trained (D+EBH+TAC) and undergo eight weeks of their respective interventions.
They were induced to diabetes with high-fat diet and intraperitoneal low doses of
streptozotocin, mimicking the type 2 diabetes. Functional capacity was assessed
using the maximum exercise capacity test; biochemical parameters with enzymatic
kits; oxidative stress by measurements of superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT), thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) by measuring the
malondialdehyde (MDA) and oxidized dichlorofluorescein (DCF) and the DNA
damage by the comet test. Results: The D+TAC and D+EBH+TAC groups had
better functional capacity at the end of the interventions compared to the group D-
CONT and with the result of intra-group initial test. The D+EBH group showed
reduced glucose levels, triglycerides levels and DNA damage index in the blood,
liver, kidney, heart, lung and gastrocnemius muscle, and improved SOD levels in the
liver, kidney and lung, CAT levels in the kidney and lower lipid peroxidation (TBARS)
in all tissues studied, with significant differences compared to D-CONT group. The
exercise (D+TAC) was effective in reducing triglycerides and in the protection against
DNA damage in blood and heart, as well as improved SOD levels in the lung and
reducing lipid peroxidation in the five tissues studied and the DCF oxidation in the
kidney. However, the additive effect of the combination of intervention protocols
(EBH+TAC) was observed only in improving the gastrocnemius SOD levels.
Conclusion: The findings in this study suggest a potential hypoglycemic,
hypolipidemic and protective activities against oxidative stress and against DNA
damage of S. cumini’s leaves hydroalcoholic crude extract, probably due to its
antioxidant property. Moreover, they suggest the benefic effect of exercise on
diabetes, improving the functional capacity, blood triglycerides control and
decreasing lipid peroxidation. The association of intervention protocols presented an
additive effect on the antioxidant activity in muscle cells.

Key-words: Experimental Diabetes Mellitus; Syzygium cumini; Exercise; DNA
damage; Oxidative stress.
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1 INTRODUGAO

O diabetes mellitus é uma desordem metabdlica multifatorial
influenciada por fatores genéticos e ambientais. O diabetes mellitus tipo 1
compreende uma base genética caracterizada por destruicdo autoimune das células
B-pancreaticas e consequente prejuizo na sintese e secregdo do hormdnio insulina.
O diabetes mellitus tipo 2 (DM 2) envolve uma predisposigdo determinada por
diversos genes associada a mlltiplos fatores ambientais balizados pelo estilo de
vida. A resisténcia e a concomitante redugdo da sensibilidade a insulina, o
comprometimento da captagéo de glicose e um quadro de hiperglicemia crénica e
dislipidemia s&o aspectos peculiares ao DM 2 (Berna G et al, 2014). As
complicagdes vasculares do diabetes mellitus sdo importantes causas de
morbimortalidade nos paises desenvolvidos e constituem preocupacgéo crescente
para as autoridades de saude em todo o mundo. A atual pandemia e o assustador
cenario epidemiolégico do diabetes tém estimulado pesquisas sobre sua
fisiopatologia visando otimizar a eficiéncia na detecgdo, na prevengdo e no
tratamento das complicagdes associadas (Dobrota VM et al, 2014).

As intervengdes ndo farmacologicas no tratamento do diabetes
baseiam-se em mudancgas no estilo de vida, particularmente em habitos dietéticos,
com enfoque nos antioxidantes naturais (Georgoulis M, Kontogianni MD,
Yiannakouris N, 2014), e na pratica orientada, adequada e regular de exercicios
fisicos (Lemos ET et al, 2011).

Independentemente de como e onde s&o gerados, um aumento nos
niveis de oxidantes intracelulares tem, potencialmente, efeitos sobre danos as
moléculas biolégicas e ativagdo de vias de sinalizagdo especificas. As espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio tém sido estudadas e reconhecidas como um fator
importante causador de dano celular em condigbes patolégicas, podendo ocasionar
danos a macromoléculas biolégicas, especialmente o DNA (Banerjee M, Vats P,
2014). Em um sistema biolégico, um antioxidante €& definido como qualquer
substancia que atrasa significativamente ou evita a oxidagdo de um substrato
oxidavel, quando presente em concentracdes menores que o referido substrato
(Mohamed AA, Ali SI, El-Baz FK, 2013). As células vivas possuem mecanismos de

eliminagédo de radicais livres para evitar o excesso de lesdo celular induzida por
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espécies reativas de oxigénio, no entanto, com o envelhecimento, sob a influéncia
de condigbes externas ou na presenca de doencas e complicagbes metabdlicas,
esses mecanismos tornam-se ineficientes, fazendo-se necessaria a intervengédo no
estilo de vida no que diz respeito ao uso de terapia com antioxidantes exdégenos e
aumento das defesas endbgenas cujo principal estimulo é a pratica regular de
exercicio fisico.

As propriedades terapéuticas de plantas medicinais podem
proporcionar beneficios no tratamento do diabetes por representarem uma fonte Util
de compostos hipoglicémicos tanto para a condugédo do desenvolvimento de novos
produtos farmacéuticos como para serem utilizadas como suplemento dietético
coadjuvante as terapias existentes. A composicdo quimica e a propriedade
antioxidante das diferentes estruturas da espécie Syzygium cumini (L.) Skeels tém
sido extensamente estudadas devido a sua potencial atividade anti-hiperglicemiante,
hipoglicemiante e hipolipidémica, tendo sua utilizagdo no tratamento do diabetes
originada pela medicina tradicional na india (Eshwarappa RSB et al, 2014).
Popularmente conhecida por jamboldo, sua acdo farmacologica e propriedade
antioxidante da-se em razdo dos compostos fenolicos presentes nas diferentes
estruturas morfolégicas da planta, como flavonoides, taninos e antocianinas, além de
outras substéncias como O6leos essenciais, terpenoides, alcaloides e vitaminas.
(Mohamed A, Ali SI, EI-Baz FK, 2013).

O exercicio fisico, especialmente o treinamento aerdbio continuo, &
conhecido como uma intervengdo ndo farmacolégica eficaz no tratamento do
diabetes por otimizar a captagdo e utilizagdo da glicose nos tecidos periféricos,
induzidos pelo aumento da translocagao do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4)
e da atividade de enzimas glicoliticas durante e apds o exercicio (Yavari A et al,
2012). Além disso, a regularidade do treinamento é capaz de induzir a melhora das
defesas antioxidantes a longo prazo (Li G et al, 2014), levando a melhora da
qualidade de vida e da capacidade funcional de individuos acometidos pelo DM 2.
Na literatura cientifica, a maior parte dos estudos destina-se a investigar os efeitos
do exercicio fisico sobre a glicemia e captagédo de glicose pelo musculo esquelético,
entretanto, o treinamento fisico é capaz de proporcionar adaptagdes fisiologicas que
levam a otimizagcdo do metabolismo energético de todos os tecidos do corpo
(Nikolaidis MG et al, 2012).
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Diante do supracitado, o objetivo do presente estudo foi estudar os
efeitos da administracdo do extrato bruto hidroalcodlico de folhas de Syzygium
cumini e do treinamento aerdbico continuo sobre a capacidade funcional, os
parametros bioquimicos, o estresse oxidativo e o dano ao DNA no sangue, figado,
rim, corag&o, pulmao e musculo gastrocnémio de ratos com DM2 induzido por dieta
hiperlipidica e baixas doses de estreptozotocina. Embora possam ser encontrados
na literatura estudos que apresentam os efeitos dessas intervengbes de forma
isolada (Rodrigues B et al, 2007; Schoenfelder T et al, 2010; Nascimento OS et al,
2012), ainda nado foram analisados, até o presente momento, os efeitos destas
intervengbes combinadas. Portanto, a hip6tese do estudo baseia-se na ideia de que
a associagao das intervencdes promova resultados mais expressivos em razéo do
possivel efeito aditivo, apresentando melhora da capacidade funcional, dos
parametros bioquimicos, reduzindo o estresse oxidativo e o indice de dano ao DNA
no sangue e em diferentes tecidos de ratos diabéticos submetidos as intervengdes.
Dessa forma, o presente trabalho buscou investigar, no modelo experimental, uma
nova estratégia para reverter os prejuizos promovidos pelo DM2, contribuindo para o
entendimento e otimizagdo das abordagens terapéuticas, melhorando os aspectos
relacionados a fisiopatologia do diabetes.
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2 REVISAO DE LITERATURA - CONTEXTUALIZAGAO

2.1 EPIDEMIOLOGIA, FISIOPATOLOGIA E ALTERAGOES METABOLICAS NO DIABETES MELLITUS

O diabetes caracteriza-se por ser um crescente problema de saude
mundial, uma vez que sua prevaléncia continua a aumentar globalmente e traz um
aumento paralelo de complicagbes associadas a doencga cardiovascular, sendo esta
a mais importante complicagéo a longo prazo e a maior causa de morte em pessoas
com a doenga (ADA, 2002; Pu LJ et al, 2006). Estima-se que cerca de 382 (8,3% da
populagéo adulta) milhdes de pessoas do mundo sejam diabéticas e que cerca de
46% da populagdo mundial ainda n&do seja diagnosticada (Figura 1). Em 2035,
conjectura-se um aumento de 55% na prevaléncia da doenga, atingindo 592 milhdes
de casos. Tal realidade implica em elevados gastos com a saude e,
consequentemente, em impacto social, humano e econdmico sobre os paises em
diferentes niveis de renda (IDF, 2013), uma vez que as complica¢des associadas ao
diabetes englobam disturbios vasculares e sistémicos como disfungdo endotelial,
inflamacgao, trombose, estresse oxidativo e dislipidemia (Stratmann B, Tschoepe D,
2011).

EUROPE EUR

WORLD

| .'..382M 46%

people living undiagnosed
with

diabetes

Figura 1. Numero de pessoas com diabetes segundo as regides da Federagéo Internacional
de Diabetes. (IDF, 2013).
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Do total de casos, o diabetes do tipo 2 (DM2) é o mais prevalente e
a interagdo entre fatores genéticos e ambientais contribuem para uma complexa
associagao de ricos de desenvolvimento desta doenga crénica ndo transmissivel, a
qual é considerada uma desordem metabdlica caracterizada por um estado de
hiperglicemia crénica associada a danos de longo prazo, como comprometimento
micro e macrovascular, disfungédo e faléncia da atividade de érgéos, especialmente
os olhos (retinopatia), rins (nefropatia), nervos (neuropatia), coragdo e vasos
sanguineos (Dobrota VM et al, 2014; Karalliedde J, Gnudi L, 2014).

A insulina € um horménio anabdlico produzido pelas células B das
ilhotas de Langerhans do pancreas em resposta a alteragdes nos niveis plasmaticos
de nutrientes, em especial a glicose. Em condi¢des normais, ao ser secretada a
insulina se liga a receptores inseridos na membrana das células
insulinodependentes. A base das anormalidades no metabolismo de carboidratos,
proteinas e gorduras é a agdo deficiente de insulina nos tecidos-alvo, a qual é
resultado da secreg¢do inadequada de insulina e/ou da diminuicdo da resposta a
insulina nos tecidos-alvo, ou seja, a resisténcia a insulina (ADA, 2002; Berna G et al,
2014), cujo mecanismo envolve perda da capacidade dos tecidos de adaptarem-se a
alteragdes metabdlicas, comprometendo a homeostase da glicose, a qual depende
da interagdo das respostas dos tecidos em diferentes situagées, como no jejum, no
estado alimentado ou durante o exercicio (Herman MA, Kahn BB, 2006). A glicose &
detectada em varios tecidos e tipos de células, incluindo o hipotalamo, células
pancreaticas, hepatocitos, musculo esquelético e tecido adiposo, com cada um dos
quais se comunica via sinalizagdo hormonal, neural, ou por feedback em resposta a
alteragdes na utilizagdo do substrato (Figura 2). A hiperglicemia cronica exerce
efeitos degenerativos sobre os vasos sanguineos, os quais culminam com a morte
dos tecidos e 6érgdos envolvidos, principalmente devido ao recrutamento de
monoécitos do sangue periférico para a camada intima da parede dos vasos e sua
diferenciagdo em macréfagos, evento caracteristico na aterogénese (Chen T-C et al,
2014). Individuos adultos com DM2 tém um risco aumentado de incidéncia de
complicagdes macrovasculares (Ohsugi K et al, 2013), como disfun¢do endotelial
(desequilibrio na produgéo endotelial de mediadores que regulam o ténus vascular,
agregagdo plaquetaria, coagulagdo e fibrindlise), levando a aterosclerose

cardiovascular, doenga arterial periférica e doengas cerebrovasculares, além de
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hipertensdo e anormalidades no metabolismo das lipoproteinas (Matkovics A, 2003;
Stratmann B, Tschoepe D, 2011; Bello NA et al, 2014).
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Figura 2. Sensibilidade a glicose e comunicagao intertecidual. As linhas em cor rosa
representam comunicagdo mediada via sistema neural. As linhas pretas representam
comunicagdo mediada por niveis de glicose ou por horménios. (Adaptado de Herman e
Kahn, 2006).

Tais complicagdes resultam em mortalidade quando n&o
diagnosticadas e tratadas, bem como levam a um aumento da morbidade, como
comprometimento da capacidade funcional e da qualidade de vida dos individuos

acometidos.

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO E DANO AO DNA

O estresse oxidativo é caracterizado por uma instabilidade no estado
redox, ou seja, um desequilibrio entre a produgado de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e de nitrogénio (ERN), gerando radicais livres (RL) principalmente via cadeia

transportadora de elétrons mitocondrial (Arcaro CA et al, 2014) e as defesas
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antioxidantes enddgenas (sistema enzimatico: superoxido dismutase e catalase, por
exemplo) e exdgenas (vitaminas A, C e E, por exemplo). A definigdo atual de
estresse oxidativo designa dois resultados mecanicistas diferentes: danos
macromoleculares e comprometimento do sistema redox, os quais levam a
sinalizagdo celular desordenada e ao prejuizo no controle redox. No que se refere ao
mecanismo oxidativo, os danos macromoleculares s&do relacionados a espécies
reativas (Nikolaidis MG et al, 2012). As ERO sao atomos, ions ou moléculas que
contém oxigénio com um elétron n&o-pareado em sua orbita externa, sendo
caracterizadas por elevadas instabilidade e reatividade pois tendem a ligar o elétron
ndo-pareado com outros em estruturas proximas de sua formagéo, podendo interagir
como oxidantes/receptores ou redutores/doadores de elétrons. Exemplos de ERO
s&o os radicais anion superoxido (O27), e hidroxila (-OH), radical alquila (L"), alcoxila
(LO") e peroxila (LOO") e exemplos de ERN s&do o peroxinitrito (ONOO"), o éxido
nitrico (-NO) e o radical diéxido de nitrogénio (-NOz2) (Lima ES, Abdalla DSP, 2001)
(Tabela 1).

Tabela 1. Vias enzimaticas: origem, espécies reativas de oxigénio (EROs), espécies
reativas de nitrogénio (ERNs) e seus produtos. (Adaptado de Banerjee M, Vats P, 2014).

Origem - Localizagao da Potentes ERO e Produtos - lipideos e proteinas
via mitocondrial ERN oxidantes oxidados
Cadeia respiratoria Oz, :OH Lipideos, proteinas, acidos nucleicos
mitocondrial oxidados e auto-oxidag&o por produtos.
NAD(P)H oxidase de 02, ‘OH, H202 Produtos avangados de oxidagéo
membrana de macréfagos lipidica Ortho o-tirosina, Meta m-tirosina
inflamatérios
Mieloperoxidase granular HOCI Tir -NO2 3-clorotirosina ditirosina

-NO2 tirosina (nitrotirosina)
Oxido nitrico sintase de ONOO- -NO2 tirosina (nitrotirosina)
macréfagos
Oxido nitrico sintase (NOS) e eNOS — ‘NO *NOz tirosina (nitrotirosina)
o6xido nitrico sintase nNOS — ‘NO

constitutiva (cNOS) -NO + O+ — ONOO"

Altos niveis de radicais livres estdo relacionados com doencgas
cronicas nao-transmissiveis (DCNT), aterosclerose, cancer, doengas hepaticas e
envelhecimento. O estresse oxidativo desempenha um papel importante no
desenvolvimento e progressao das complicagdes relacionadas ao DM2, uma vez

que as ERO também atuam como fatores que ativam vias intracelulares de
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sinalizagdo relacionadas a hiperglicemia, as quais estdo envolvidas na patogénese
das complicagbes cronicas.

A auto-oxidagéo da glicose envolve redugcéo espontanea de oxigénio
molecular a superdxido e radical hidroxila, os quais sdo altamente reativos e
capazes de interagir com diversas biomoléculas. Além disso, tais produtos aceleram
a formacado de produtos finais de glicagdo avancada (AGEs), a via dos poliois, o
aumento do fluxo da hexosamina e comprometem a sintese e a acdo das defesas
antioxidantes, levando as complicagées relacionadas ao DM2 (Baliga MS et al, 2013;
Arcaro CA et al, 2014). Os efeitos patoldégicos dos AGEs estdo relacionados a
capacidade destes em modificar as propriedades quimicas e funcionais de
estruturas biolégicas. Sua auto-oxidagdo gera ERO, estando envolvidos nas
complicagdes macro e microvasculares do DM2. Por gerarem radicais livres, por
formarem ligagbes cruzadas com proteinas ou por interagirem com receptores
celulares, os AGEs promovem estresse oxidativo, alteragdes morfofuncionais e
aumento da expressdo de mediadores e marcadores inflamatérios (Barbosa JHP,
Oliveira SL, Seara TJ, 2008). O aumento do fluxo pela via dos polidis leva a uma
maior conversdo de glicose a sorbitol, uma vez que a hiperglicemia reduz os niveis
de O6xido nitrico (*NO) (Reis JS et al, 2008), ativando a aldose redutase,
consequentemente reduzindo NADPH e o antioxidante intracelular glutationa.
Quando reduzidos os niveis do 6xido nitrico, ocorre vasoconstri¢do; ja quando este é
inibido, sucede-se a ativagdo de mastocitos, os quais contribuem para a disfungao
endotelial devido ao aumento da permeabilidade vascular (Vicentim AL, Marcellino
MCL, 2012).

No quadro hiperglicémico, ocorre uma superprodug¢ao de superdxido
mitocondrial, sendo as células endoteliais os principais alvos de danos oxidativos
induzidos pela glicose nos o6rgéos-alvo. Em células aerdbias, os radicais livres
podem causar danos severos a biomoléculas, a membrana celular, a paredes dos
vasos, a proteinas, a lipidios e, especialmente, ao DNA (Tas S, Sarandél E, Dirican
M, 2014). Em se tratando de danos ao DNA causados por um quadro de estresso
oxidativo, ha ativacdo de enzimas de reparo de DNA por excisdo de nucleotideos
(Feng B, Ruiz MA, Chakrabarti S, 2013). Caso a cadeia do DNA seja quebrada, esta
pode ser reconectada em outra posic¢éo, alterando, assim, a ordem de suas bases.
Esse é um dos processos basicos da mutagdo e o acumulo de bases danificadas

pode desencadear a oncogénese. Uma enzima que tenha seus aminodacidos
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alterados pode perder sua atividade ou, ainda, assumir atividade diferente da qual &
geneticamente programada para assumir (Barreiros ALBS, David JM, David JP,
2006).

Além das alteragbes fisiolégicas supracitadas originando
comportamentos celulares e moleculares patologicos, ha ainda o fato de que os
radicais livres possuem a propriedade de reagir com os acidos graxos poli-
insaturados, atuando como desencadeadores do processo de lipoperoxidac¢ao (LPO)
ou peroxidacgéo lipidica (Lima ES, Abdalla DSP, 2001) (Figura 3). A LPO é um
evento citotoxico cuja consequéncia é a geracdo de uma série de lesbes a
membrana celular, causando alteragdes da permeabilidade, ou seja, ocorre uma
modificagdo do fluxo que resulta na perda da seletividade para a entrada e a saida
tanto de nutrientes quanto de substancias téxicas a célula, levando a alteragdes no
DNA e comprometimento da troca entre os componentes da matriz extra e

intracelular.
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Figura 3. Representagdo esquematica do estresse oxidativo e das vias que levam ao
diabetes tipo 2 e suas complicagdes. Espécies reativas de oxigénio (ERO), espécies
reativas de nitrogénio (ERN) e estresse oxidativo induzido por elevados niveis circulantes de
glicose e acidos graxos livres (FFA) desempenham um papel fundamental na origem da
resisténcia a insulina e disfungdo das células B-pancreaticas, ativando vias de sinalizagdo
sensiveis ao estresse. As sequéncias dos eventos propostas incluem outras vias, tais como
o0 aumento da producgdo de produtos finais de glicagdo avangada (AGE), a via do sorbitol,
citocinas, e hexosaminas. As ERO e as ERN desempenham um papel fundamental na
patogénese do diabetes por levar a danos macromoleculares. (Banerjee M, Vats P, 2014).
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Em estudo que avaliou o potencial genotéxico de ERO, LPO e
enzimas de reparo do DNA em ratos diabéticos (Yaduvanshi SK et al, 2012), foi
observado, pele analise do teste cometa, um aumento significativo de quebras no
DNA em linfécitos de ratos diabéticos, bem como um aumento dos niveis de ERO e
do marcador de LPO, as substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), o que

sugere o envolvimento do estresse oxidativo nos danos ao DNA induzidos por ERO.

2.2.1 Defesas Antioxidantes

2.2.1.1 Superéxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima SOD foi descrita pela primeira vez por
McCord e Fridovich (1969). Uma vez formado, é radical superdxido (O2) é
dismutado enzimaticamente a H202 e oxigénio (O2) pela familia de enzimas
antioxidantes SOD, a qual inclui as enzimas intracelular ou citosélica (Cu Zn-SOD,
produto do gene SOD1), mitocondrial (Mn-SOD, produto do gene SOD2) e
extracelular (EC-SOD, produto do gene SOD3) [Delbin MA et al, 2012, Banerkee M,
Vats P, 2014].

A técnica utilizada para a determinagdo da SOD é baseada na
inibicdo do O'2” com a adrenalina, uma vez que a SOD presente na amostra compete
pelo O2. A catalase é utilizada para estabilizar a reagéo, ndo permitindo que o H202
oxide a adrenalina. A concentragdo da enzima ndo pode ser determinada tampouco
sua atividade em termos de substrato consumido por unidade de tempo, portanto,
utiliza-se a quantificagdo da enzima em unidades relativas. Uma unidade da SOD é
definida como a quantidade de enzima que inibe 50% da velocidade de oxidagéo da
adrenalina. A oxidagdo da adrenalina leva a formacao do adrenocromo, detectado
espectrofotometricamente.

O2+ Oz + 2H* ---sop— H202 + O2
Adrenalina + O2- — Adrenocromo + O2
O H202 gerado pelas SOD ¢é convertido em agua e oxigénio pela

catalase (Figura 4).
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2.2.1.2 Catalase (CAT)

A CAT esta presente no citosol e, principalmente, nos peroxissomas,
no entanto, nem todos 6rgdos os possuem, estando, portanto, mais expostos aos
danos provocados pela produgdo de ERO, como, por exemplo, coragdo e pulmdes,
e seu mecanismo de defesa pode ser a difusdo do peréxido de hidrogénio (H202)
para o sangue, onde reage com a CAT eritrocitaria. Nos seres humanos, a CAT é
uma hemoproteina altamente especifica e possui atividade apenas para o H20z2,

catalisando sua decomposigdo a agua e oxigénio (Figura 4).

2.2.2 Marcadores de Estresse Oxidativo Utilizados Neste Estudo
2.2.2.1 Substancias reativas ao acido tiobarbitarico

Quando ocorre quebra de lipidios, sempre sédo produzidos aldeidos,
cujo interesse em identifica-los e medi-los esta na capacidade de mensuragéo do
indice da extensdo da LPO e na possibilidade que tal medida representa para
elucidar o papel de aldeidos como agentes causadores de determinadas condi¢des
patolégicas. Para avaliar a LPO, uma das técnicas mais utilizadas é o teste do
malondialdeido (MDA), o qual é o aldeido mais abundante originado como um
produto secundario resultante da oxidagdo de acidos graxos poli-insaturados (Figura
4).

Em meio acido e em alta temperatura, reage eficientemente com
agentes nucleofilicos e sua condensagdo com o &cido tiobarbiturico (TBA) forma
produtos que podem ser determinados por absorgdo (Lima ES, Abdalla DSP, 2001).
O teste consiste na medida de um cromégeno réseo formado pela reagdo do MDA
com duas moléculas de TBA, no qual se utiliza como padrédo o MDA obtido pela

hidrélise do tetrametoxipropano ou tetraetoxipropano (Yu LW et al, 1986).
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Figura 4. Representagcdo diagramética da relagdo entre ERO (amarelo), enzimas anti-
oxidantes (rosa) e peroxidagao lipidica. (Yuan CY, Lee YJ, Hsu GSW, 2012).

2.2.2.2 Diclorofluoresceina

A produgéo de ERO expressa na geragao de perdxido de hidrogénio
dos macréfagos e dos neutrofilos estimulados pode ser monitorada
quantitativamente pelo teste de diclorofluoresceina. O principio da técnica baseia-se
na incorporagéo intracelular e consequente desacetilacdo por esterases de 2',7'-
diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA), um composto ndo-fluorescente e
lipofilico, gerando um substrato oxidavel 2',7'-diclorofluoresceina (DCFH), o qual
permanece no citoplasma devido a sua polaridade. As ERO geradas na cadeia
respiratoria sdo capazes de oxidar o DCFH e quando exposto ao H202, é
rapidamente oxidado, formando 2'7'-diclorofluoresceina oxidada (DCF), um
composto altamente fluorescente. A fluorescéncia produzida é proporcional a
capacidade oxidativa da célula, cuja intensidade representa uma medida dos
metabdlitos oxidativos produzidos pelas células, especialmente o H202 (Bass DA et
al, 1986).
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2.3 INTERVENGOES E TRATAMENTO NAO FARMACOLOGICO DO DIABETES MELLITUS

O objetivo imediato no tratamento do DM2 ¢ baixar os altos niveis de
glicose sanguinea. Fatores ambientais e estilo de vida sdo, em grande parte,
modificaveis e, portanto, representam um alvo de prevengdo e tratamento para o
DM2 (Georgoulis M, Kontogianni MD, Yiannakouris N, 2014). Antes da intervengéo
farmacolégica, o tratamento mais significativo para o DM2 é a modificagdo do estilo
de vida no que diz respeito ao controle dietético e a pratica de exercicio fisico

regular.

2.3.1 Extrato Bruto Hidroalcoolico de Folhas de Syzygium cumini (L.) Skeels

Substancias com  potencial antidiabético sdo utilizadas
popularmente, principalmente quando provém de fontes vegetais. Um exemplo é a
Syzygium cumini (L.) Skeels, da familia das Myrtaceae, popularmente conhecida
como jamboldo, que tem sido extensamente estudada como um agente
antidiabético, sendo frequentemente utilizada como um adjuvante no tratamento do
DM2, tendo como origem a medicina popular indiana (Helmstader A, 2008; Dusane
MB, Joshi BN, 2011; Ayyanar M, Subash-Babu P, 2012).

A espécie S. cumini € uma arvore nativa da regido tropical no sul da
Asia, particularmente da India, Tailandia, Filipinas e Indonésia (norte da Oceania).
No Brasil, a planta é encontrada em diversos estados das regides sudeste, sul,
nordeste e norte (Migliato KF et al, 2006). A arvore da espécie é de grande porte (10
metros de altura), com folhas simples e alongadas, frutos cor roxo—escura com uma
Unica semente coberta de polpa comestivel, mucilaginosa, doce e adstringente
(Figura 4). Algumas sinonimias cientificas da espécie S. cumini sdo Syzygium
jambolanum (Lam.) DC, Syzygium jambolana DC., Syzygium jambolanum DC.
Eugenia jambolana Lam., Eugenia cumini (L.) Druce, Myrtus cumini Linn.. (Ayyanar
M, Subash-Babu P, 2012; Soares JJ, 2013) e, no Brasil, & popularmente conhecida
como jamboldo, jameldo, jambo, baguagu, jodo-boldo, azeitona-preta, baga-de-

freira, brinco-de-vilva ou guapé.
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Figura 5. llustragdo (A) e fotografia catalogada (B) da folhas e frutos de S. cumini (L.)
Skeels. (Adaptados de Hoola van Nooten B, 1880 e Hawtorn WD, The Virtual Field
Herbarium).

A casca da arvore, os frutos, as sementes e as folhas da planta sédo
popularmente utilizados no tratamento do DM2 e administrados em diferentes
formas de preparacdo (extrato aquoso ou decocgdo, extrato hidroalcodlico, chas,
sucos, in natura etc.) (Tabela 2). A potencial propriedade antidiabética da planta tem
sido estudada desde as décadas de 1960 e 1970, nas quais foram publicados
registros cientificos da investigacdo de seus efeitos em animais diabéticos,
entretanto, as propriedades das diferentes estruturas da espécie sdo caracterizadas
pelas atividades: antioxidante, antimicrobiana, antibacteriana, anti-inflamatéria, anti-
helmintica, antifingica, diurética e antidiarreica (Ruan ZP, Zhang LL, Lin YM, 2008;
Gowri SS, Vasantha K, 2010; Kaneria M, Chanda S, 2011; Ayyanar M, Subash-Babu
P, 2012; Mohamed AA, Ali SI, EI-Baz FK, 2013). Além disso, estudos em humanos,
experimentais e in vitro sugerem uma potencial atividade hipoglicemiante do extrato
de folhas de S. cumini (Bopp A et al, 2009; Schoenfelder T et al, 2010), além de
efeitos hipolipidémicos, antioxidantes e protetores do DNA (Jagetia GC, Baliga MS,
2002; Bartolome A et al, 2006; Schoenfelder T et al, 2010; De Bona KS et al, 2011).

Apesar dos efeitos benéficos dos extratos das folhas de S. cumini
sobre parametros bioquimicos in vivo e capacidade antioxidante in vitro estarem
bem documentadas, na literatura cientifica ha poucos estudos que investigam,
avaliam e mesuram a atividade antioxidante desses extratos em modelos in vivo.
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Tabela 2. Usos medicinais populares da Syzygium cumini (L.) Skeels. (Adaptado de

Ayyanar M, Subash-Babu P, 2012).

Grupo étnico usudrio e suas
origens

Parte da planta usada, modo de preparo,
administragdo e doengas tratadas

Populagdo local do Sul do
Brasil

Lakher e Pawi, nordeste da

india

Informantes locais em
Maharastra, India

Nepaleses, Leptchas e
Buthias, nordeste da India

Amerindios nativos e
Quilombolas, oriente norte
do Brasil

Tribais Kani no sul da
india

Malayalis no sul da India

Médicos curandeiros
tradicionais em Madagascar

Populagdo local em Andhra
Pradesh, India

Siddis em Karnataka, India

Tanto infusdes quanto decoc¢des das folhas do
jamboldo em &gua numa concentragdo média de
2,5 g/L, ingeridas no lugar da &gua com
consumo didrio médio de 1 litro, sdo usadas
no tratamento do diabetes.

A infusdo do fruto ou mistura da casca em pd
e frutos é administrada por via oral para o
tratamento do diabetes.

O suco obtido a partir das sementes é
aplicado externamente em feridas e tdlceras.
Sementes em pd sdo misturadas com aglcar e
administradas via oral 2 a 3 vezes ao dia
para o tratamento da disenteria.

O suco das folhas é administrado por via oral
como antidoto na intoxicagdo por Spio e na
ocorréncia de mordida por centopeia.

O suco dos frutos maduros é armazenado
durante 3 dias e em seguida é administrado
por via oral para problemas gastricos.

O suco obtido a partir da casca é
administrado por via oral para o tratamento
de mulheres com histdérico de aborto repetido.
O fruto e a casca do caule sdo utilizados no
tratamento do diabetes, disenteria, aumento
do apetite e para o alivio da dor de cabega.
A decocgdo da casca do caule é administrada
por via oral, 3 vezes ao dia durante 2 a 3
semanas para o tratamento do diabetes.

As folhas sdo usadas no tratamento do
diabetes e de problemas renais.

2 colheres de chd do suco extraido da folha
sdo misturadas com mel ou leite de vaca e
tomado via oral 2 vezes por dia apds as
refeigdes por 3 meses para o tratamento do
diabetes. Os frutos frescos também sdo
consumidos por via oral para o alivio da dor
de estdmago e para o tratamento do diabetes.
As folhas novas sdo moidas com leite de cabra
formando uma pasta ingerida via oral para
tratar a indigestdo.

Uma pasta das sementes é preparada com a
combinagdo de folhas de Mormodica charantia e
flores de Cassia auriculata e consumida via
oral 1 vez por dia, durante 3 meses, para o
tratamento do diabetes.

As sementes sdo consumidas via oral por
geragdes como o principal fator de uma
terapia eficaz para neutralizar os impactos
lentamente debilitantes do diabetes.

As sementes secas na sombra sdo transformadas
em pd e ingeridas via oral, 3 vezes por dia
no tratamento do diabetes.

O suco obtido a partir das folhas é misturado
com leite e ingerido via oral no inicio da
manhd, para tratar o diabetes.
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O suco obtido a partir da casca do caule é
misturado com leite de manteiga (leitelho) e
ingerido via oral todos os dias antes de ir
para a cama para tratar a constipag¢do. A
mesma receita, quando consumida no inicio da
manhd com o estdmago vazio, é usada para
parar e eliminagdo de sague nas fezes.

Populagdo rural no Brasil As folhas do jamboldo sdo ingeridas via oral
no tratamento do diabetes.

Curandeiros tradicionais no O chd preparado a partir da infusdo ou

Brasil decocgdo das folhas é consumido via oral para
tratar o diabetes.
Tribais em Maharastra As folhas tenras sdo consumidas via oral para

tratar a ictericia. Foi constatado que olhos,
unhas e urina ficaram amarelos. O tratamento
foi seguido por 2 a 3 dias por adultos e por
criangas.

2.3.1.1 Composigcédo fitoquimica e acdo farmacolégica das folhas da espécie

Syzygium cumini (L.) Skeels

A espécie apresenta constituintes quimicos diversos e seus
compostos apresentam variabilidade nas suas diferentes estruturas. As folhas do
jambolao possuem 82% do total de 6leos essenciais presentes na planta, além de
acido galico e seu derivado metilgalato, canferol, miricetina, acido elagico, acido
clorogénico, quercetina, rutina, nilocitina, antocianinas e taninos (Migliato KF et al,
2006; Reynertson KA et al, 2008; Ayyanar M, Subash-Babu P, 2012), 6leos volateis
(Tabela 3), compostos fenodlicos com propriedades antioxidantes, capturando

radicais livres e protegendo as enzimas antioxidantes celulares.

Tabela 3. Composigdo percentual dos 6leos volateis presentes nas folhas de Syzygyum
cumini (L.) Skeels. (Adaptado de Mohamed AA, Ali SI, El-Baz FK, 2013).
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Leaves oil Leaves oil
No. Name of constituents RT (%) No. Name of constituents RT (%)
1 x-Pinene 632 3232 29 o - Caryophyliene 2156 436
2 Camphene 7.69 0.68 30 o —Muurolene 2216 0.69
2 B — Pinene 7.96 1244 31 Valencene 2258 022
4 B - Myrcene 9.06 1.60 32 Eremophilene 2262 033
1 1-Phellandrene 9.60 0.06 33 2 ~Selinene 2279 032
6 (+)-2-Carene 968 022 34 y-Cadinene 2307 0.16
7 a-Limenene 957 342 35 &-Cadinene 2311 0.68
8 Cinene 9.94 0.79 36 Cadina-1,4-Diene 2357 0.05
8 1,3,6-octatriene 10.02 841 37  Aromadendrene 2379 0.07
10 Delta3-Carene 1050 555 38 P -Caryophyllene epoxide 2422 0.30
1 B -Ocimene Y 1118 0.22 39 Caryophyllene oxide 24,57 291
12 Transbeta- Ocimene 1119 1.32 40 Globulol 2517 0.07
13 =-Terpinolene 1219 0.89 41 Camphene 2524 040
14 Alloocimene 1338 0.78 42 3-Cydohexen-1-<arboxaldehyde,3,4- 2548 0.98
15 2,6-Dimethyl-24 6-octatrienen 1355 043 dimethyl-
16 2<Chlorocamphane 1484 0.09 S PsSalens 2386 g3
17 Bomeol 1505 016 4 b 2607 4zt
18 4Terpineol 1520 025 45 o -Amorphene 2626 0.57
19 o Temiteol 1547 0.5 46 Viridiflorol 26.55 059
20 [ -Fenchyl Alcohol 1551 212 2 tsoaromadend =ne-() e 236
31 LevoRonyLatetate 1802 035 48 Eudesma-4(14),11-diene 27.03 0.19
2 Yiangene 1976 0.07 49 Pyridine 4-butyl-1-oxide 30.58 013
3 oiCopache 1083 029 Total identified compounds - 98.28
24 Isocaryophillene 2032 0.04 RT: Retention time.
25  Trans-Caryophyllene 2036 1119
26 o - Ylangene 2123 0.19
27 (+)-Aromadendrena 2139 0.08
28 (+)-3-Carene,Z-acetylmethyl- 2151 0.12




29

2.3.2 Treinamento Aerébico Continuo

Por ser um fator determinante do gasto de energia, o exercicio fisico
regular é fundamental para o equilibrio do balango energético no organismo e
controle de peso (WHO, 2011). Exercicios aerébios como caminhada, corrida,
natagdo ou exercicio em bicicleta ergométrica, realizados de maneira continua e
com intensidade e duragdo bem definidas, sdo amplamente utilizados tanto em
programas de reabilitagdo quanto em estudos clinicos (Zdrenghea D et al, 2009;
Bouchla A, 2009; Nascimento OS et al, 2012). Estudos ja demonstraram os efeitos
benéficos do exercicio fisico para o paciente diabético, influenciando direta e
positivamente na melhora do controle glicémico tanto durante quanto apds o
exercicio (De Angelis KL et al, 2002; Rossi DM, Valenti VE, Navega MT, 2011).

O transporte de glicose para dentro das células é um fator determinante na
velocidade de utilizagdo de glicose no musculo, estimulado pela insulina. O quadro
clinico de resisténcia a insulina observado no DM2 ¢é manifestado por um
decréscimo no transporte de glicose estimulado por insulina e por um prejuizo do
metabolismo nos adipécitos e no tecido muscular, resultando na redugdo da
resposta a insulina pelos transportadores presentes nestes tecidos. Desta forma, tal
regulacédo n&o € determinada ou limitada apenas pela sensibilidade ou resisténcia a
insulina secretada pelas células B-pancreaticas, visto que o tecido muscular participa
da alteragdo no fluxo de utilizagdo da glicose, contribuindo para a sua homeostase
(Herman MA, Kehn BB, 2006). Os transportadores de glicose sdo proteinas de
membrana que controlam a entrada de glicose nos tecidos, com expressdo e
regulagdo tecido-especificas. O transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) é expresso
predominantemente nos tecidos muscular e cardiaco e no tecido adiposo, cujo
estimulo pela insulina causa um aumento do fluxo de glicose para dentro da célula.
Estudos demonstram que o exercicio aerébio aumenta a translocagdo de GLUT4
nas ceélulas musculares, bem como atividade de enzimas glicoliticas como a
hexoquinase (responsavel pela primeira reagdo no processo de glicdlise: a
fosforilagdo da glicose a glicose-6-fosfato) (Cauza E et al, 2005; Yavari A et al,
2012). A captagdo da glicose permanece elevada por até 120 minutos apés o
exercicio fisico devido ao aumento da translocagéo do transportador de glicose tipo

4 (GLUT4) presente nas membranas plasmaticas e nos tdbulos T musculares
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(Venkatasamy VV et al, 2013) e do consumo de glicose pelo musculo esquelético
como consequéncia da demanda pelo tecido durante e ap6és uma sessdo de
exercicio.

Dessa forma, o exercicio fisico pode ser considerado um importante
fator de intervengdo para a mudancga do estilo de vida que contribui para o controle
dos niveis de glicose sanguinea.

Os beneficios da pratica regular e adequada de exercicios fisicos,
especialmente o aerébio, encontram-se bem documentados na literatura cientifica,
apresentando efeitos positivos tais como a redugdo do risco de desenvolvimento da
doenca cardiovascular, melhorias no tratamento a alguns tipos de cancer, diabetes e
osteoporose (Khan KM et al, 2012; Venkatasamy VV et al, 2013) por aprimorar a
aptidao cardiorrespiratoria, consequentemente melhorando a qualidade de vida e a
capacidade funcional. Em contrapartida, o exercicio intenso pode causar varias
lesdes dos tecidos devido a produgdo excessiva de radicais livres e EROs (Kan NW
et al, 2013). Sessdes Unicas de exercicio aerdbio sdo capazes induzir a um estado
agudo de estresse oxidativo, resultado de um aumento na quantidade de moléculas
oxidadas em diversos tecidos, no entanto, este mecanismo parece ser necessario
para induzir o aumento da regulagdo enddgena das defesas antioxidantes a longo
prazo (Fisher-Wellman K, Bloomer RJ, 2009; Nikolaidis MG et al, 2012).

Uma das alternativas para realizar o treinamento aerébio continuo
no modelo experimental é o exercicio em esteira adaptada para ratos, no qual os

animais correm em velocidade e grau de inclinagao pré-determinados (Figura 5).
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Figura 6. Esteira adaptada para ratos.

Com base nas observagbes supracitadas, o presente estudo foi
realizado a fim de investigar os efeitos da administragdo do extrato das folhas de S.
cumini e do treinamento aerdbico continuo sobre a capacidade funcional, os
parametros bioquimicos, o estresse oxidativo e o dano ao DNA no sangue, no

figado, no rim, no coragéo, no pulm&o e no gastrocnémio de ratos diabéticos.
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4 ARTIGO

Os resultados que fazem parte desta dissertagdo estdo
apresentados sob a forma de artigo cientifico. As se¢des Métodos, Resultados,
Discussdo, Conclusdo e Referéncias Bibliograficas encontram-se no préprio
manuscrito. O presente manuscrito sera submetido e esta apresentado nas normas

da Revista Diabetes & Metabolism.

Para facilitar a leitura, as figuras foram dispostas no decorrer do

texto.
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