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RESUMO

Diabetes mellitus (DM) é uma doenca crbnica, caracterizada por uma desordem
metabolica de multiplas etiologias, que ocorre quando o pancreas ndo produz insulina
suficiente ou quando o organismo nao pode usar de maneira eficaz a que é produzida,
ocasionando uma hiperglicemia sisttémica. A causa do diabetes esta associada a uma
combinagdo de disfungdo das células B-pancreaticas e insulino-resisténcia, pois a
insulina produzida ndo é capaz de promover adequada captacdo periférica de glicose.
Aproximadamente 7% da populagdo mundial vive com essa doenga e 90% destes casos
sdo diabetes tipo 2. O diabetes pode ocorrer associado a hiperlipidemias que podem
gerar aumento dos radicais livres produzidos, provocando um estresse oxidativo, que
por sua vez provoca uma disfuncao endotelial, gerando as complica¢6es conhecidas do
diabetes. Visto a complexidade do DM, sdo necessarios mais estudos para fornecer
terapias alternativas para seu tratamento. As lectinas possuem a propriedade peculiar de
ligagdo a carboidratos e papel intrinseco na comunicacdo celular, apresentando uma
variedade de efeitos biologicos, tais como antiinflamatérios, pro-cicatrizantes,
anticancer, antiviral e atividade antioxidante. O presente estudo teve como objetivo
avaliar a atividade antihiperglicémica e antioxidante da lectina de Bryothamnion
seaforthii (BSL) in vivo, assim também, como seu efeito na reducdo de lipidios. Para
esta avaliacdo, foi induzido diabetes mellitus tipo 2 em ratos Wistar, utilizando
estreptozotocina e nicotinamida. A eficécia e eficiéncia do tratamento foram avaliadas a
partir de coletas aos periodos de 0, 30, 60, 90 e 120 dias apds confirmacdo da
hiperglicemia, com avaliacdo sérica de glicose de jejum, colesterol total, triglicérides,
avaliacdo das enzimas glutationa peroxidase, catalase, superdxido dismutase, e
determinacdo da resisténcia a insulina por meio do HOMA-IR (modelo de avalia¢do da
homeostase na resisténcia a insulina) e HOMA B (modelo de avaliacdo da homeostase
na disfuncdo das células B). No estudo, observou-se que 0s grupos tratados com BSL
nas suas trés concentracdes obtiveram reducdo significativa da quantidade de glicose de
jejum, colesterol total e triglicérides, assim também, como aumentaram
significativamente a atividade enzimatica de glutationa peroxidase e superdxido
dismutase, ndo sendo observada nenhuma diferenca em relacdo a enzima catalase. Por
fim, com as avaliagdes dos indices HOMA-IR e HOMA-B, observou-se que a
administragdo de BSL diminuiu significantemente a resisténcia a insulina e a
hipersecrecdo da mesma, pelas células . Em concluséo, estes dados propdem que BSL
promove eficaz efeito hipoglicemiante e hipolipidico, além de diminuir a resisténcia a
insulina e melhorar a fungdo das células 3, atuando também, na melhoria da atividade
enzimatica no estresse oxidativo causado pelo DM2.

Palavras-chave: Diabetes, lectinas de algas, hiperlipidemias, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a chronic disease characterized by metabolic disorder of
multiple etiologies, which occurs when the pancreas does not produce enough insulin or
when the organism cannot effectively use the insulin produced, causing systemic
hyperglycemia. The cause of diabetes is associated with a combination of dysfunction
of pancreatic -cells and insulin resistance, because the insulin produced is not capable
of providing adequate peripheral glucose uptake. Approximately 7% of the world
population lives with the disease and 90% of the cases are type 2 diabetes. Diabetes
associated with hyperlipidemia may occur and generate increased production of free
radicals, causing oxidative stress, which in turn causes endothelial dysfunction. Since
the complexity of the DM, more studies are needed to provide alternative therapies for
their treatment. Lectins have the peculiar property of binding to carbohydrates and
display intrinsic role in cell communication, featuring a variety of biological effects,
such as anti-inflammatory, pro-healing, anti-cancer, antiviral and antioxidant activities.
This study aimed to evaluate the antihyperglycemic, antilipidemic and antioxidant
activities of the lectin isolated from Bryothamnion seaforthii (BSL) thorough an in vivo
study. For this evaluation, diabetes mellitus type 2 was induced in Wistar rats using
streptozotocin and nicotinamide. The effectiveness and efficiency of the treatment were
evaluated from serum collections at 0, 30, 60, 90 and 120 days after confirmation of
hyperglycemia with serum assessment of fasting glucose, total cholesterol, triglycerides,
evaluation of the enzymes glutathione peroxidase, catalase, superoxide dismutase, and
determination of the insulin resistance by HOMA-IR (homeostasis model assessment
for insulin resistance) and HOMA B (homeostasis model assessment e-cell function). In
the study, it was observed that the groups treated with BSL were significantly reduced
regarding the amount of fasting glucose, total cholesterol and triglycerides, as well as
significantly increased the glutathione peroxidase activity. Superoxide dismutase
difference was not observed with regard to catalase. Finally, regarding the assessments
of HOMA-IR and HOMA-B levels, it was observed that BSL administration decreased
insulin resistance and hypersecretion. In conclusion, these data suggest that BSL
promotes hypoglycemic and hypolipidemic effect, and reduce insulin resistance as well
as improve the function of B cells, also working improving the enzymatic activity in the
oxidative stress caused by DM2.

Key words: Diabetes, lectins algae, hyperlipidemia, oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

1.1 Diabetes melittus

1.1.1 Classificacdo DM

Diabetes mellitus (DM) é uma doenca crénica, caracterizada por uma desordem
metabdlica de multiplas etiologias, que ocorre quando o pancreas nao produz insulina
suficiente ou quando o organismo ndo pode usar eficazmente a que é produzida
naturalmente. Com isto, hd& um aumento da concentracdo de glicose no sangue
(hiperglicemia), que inclusive pode gerar distlrbios graves no metabolismo de
macromoléculas como carboidratos, lipidios e proteinas (SILVA, 2011;
ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE - OMS, 2015).

Em 1866, um médico inglés chamado G. Harley observou que existiam pelo
menos duas formas diferentes de DM. Contudo, a primeira evidéncia direta de que a
forma de inicio precoce (juvenil) diferia do adulto pela auséncia de insulina circulante
veio em 1951, com o desenvolvimento de um bioensaio para a detecgdo de insulina no
sangue. Pouco depois se relatou que os extratos de pancreas de diabéticos juvenis
tinham niveis de insulina quase indetectaveis (ARIAS-DIAZ; BALIBREA, 2007).

A classificagdo do DM baseava-se no tipo de tratamento, e 0S casos eram
divididos em "DM insulinodependente” e "DM insulinoindependente”. Porém, a
classificacdo atual proposta pela OMS e pela Associacdo Americana de Diabetes (ADA)
aboliu essas nomenclaturas e classifica os tipos de DM pela sua etiologia, que inclui
quatro classes clinicas: DM tipo 1 (DM1), DM tipo 2 (DM2), outros tipos especificos de
DM e DM gestacional (SBD, 2015).

De acordo com a OMS (2015), o diabetes tipo 1 (DM1) geralmente se
desenvolve na infancia e adolescéncia e 0s pacientes necessitam de inje¢des de insulina
ao longo da vida para a sobrevivéncia. Esse tipo de DM pode ocorrer em qualquer
idade, mas na maioria da populacéo, a incidéncia é maior do nascimento até os 14 anos
de idade. O DM tipo 1 resulta primariamente da destruicdo das células B pancreéticas
causadas por doenca auto-imune ou sem causa conhecida, com consequente deficiéncia
de insulina. A susceptibilidade genética é importante, mas nédo suficiente como causa
isolada. Outros fatores incluem: condigdes ambientais tais como inicio de convivio
social, infecces virais, toxinas e dieta (FOROUHI; WAREHAM, 2014; SBD, 2015).
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O DM tipo 2 é uma doenca metabolica complexa caracterizada por uma reducgéo
da secrecdo pancredtica de insulina, uma diminui¢do da sua acdo ou resisténcia desta
nos Orgdos periféricos. Ela se desenvolve geralmente na idade adulta, apds os 40 anos
de idade e esta relacionada com a obesidade, falta de atividade fisica e dietas pouco
saudaveis. Este é o tipo mais comum de diabetes representando 90% dos casos em todo
0 mundo. O tratamento pode envolver mudangas de estilo de vida e perda de peso por si
sO, medicamentos orais ou mesmo inje¢fes de insulina (FOROUHI; WAREHAM,
2014; OMS, 2015; SBD, 2015). O DM2 é um problema crescente de saude em todo o
mundo, sendo a forma predominante de diabetes (LEE; JEON, 2013).

Hoje em dia sdo reconhecidos alguns subtipos de DM2 secundarios tais como
sindrome juvenil de diabetes do adulto, sindromes de resisténcia grave a insulina e a
chamado diabetes mitocondrial (ARIAS-DIAZ; BALIBREA, 2007).

1.1.2 Epidemiologia

Atualmente, had 382 milhdes de pessoas vivendo com diabetes no mundo,
correspondendo a 8,3% de todos os adultos. Cerca de 80% do total de individuos com
DM vivem em paises em desenvolvimento, onde a epidemia tem maior intensidade,
com crescente proporcdo de pessoas afetadas em grupos etarios mais jovens. Entre 1980
e 2008, cerca de 194 milhdes de casos adicionais de diabetes ocorreram, e destes 70%
foram atribuiveis ao crescimento da populacéo e envelhecimento (DANAEI, 2011). O
numero de pessoas com diabetes devera atingir niveis mais do que alarmantes em 2040,
estimando-se que 642 milhdes de pessoas terdio a doenca (FEDERACAO
INTERNACIONAL DE DIABETES - FID, 2013).

De acordo com a OMS (2015), ha 1,5 milhdes de mortes por ano diretamente
relacionadas ao diabetes. No inicio do século XXI, estimou-se que 5,2% de todos os
Obitos no mundo foram atribuidos ao diabetes, o que torna essa doenga a quinta
principal causa de morte.

Hoje no Brasil, ha mais de 13 milhdes de pessoas vivendo com essa doenga, 0
que significa quase 6,9% da populacdo. Dados brasileiros de 2011 mostram que as taxas
de mortalidade por DM (por 100 mil habitantes) eram de 30,1 para a populagdo geral,
27,2 nos homens e 32,9 nas mulheres, com acentuado aumento com o progredir da
idade. O namero de 6ébitos em 2014 foi de 116.383 mil e os custos correspondentes

foram de 1.527,6 dolares americanos por individuo ao ano, gerando um custo total para
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0 sistema publico de saude em torno de 3,9 bilhdes de dolares americanos por ano
(SOCIEDADE BRASIELIRA DE DIABETES - SBD, 2015).

A prevaléncia da doenca é menor em areas rurais de paises em desenvolvimento,
geralmente intermediaria nos paises desenvolvidos, e mais elevada em determinados
grupos étnicos. As populacbes com a maior prevaléncia de DM2 tem uma alta
prevaléncia de obesidade, e aumenta acentuadamente com a idade em ambos 0S sexos
(FOROUHI; WAREHAM, 2014).

1.1.3 Diagnostico do DM

A evolucdo para 0 DM2 ocorre ao longo de um periodo de tempo variavel,
passando por estagios intermediarios que recebem a denominacdo de glicemia de jejum
alterada e tolerancia a glicose diminuida (SBD; 2015).

Os principais fatores de risco etiologicos para 0 DM séo: idade, obesidade
(indice de massa corporal > 30 kg/m2), histérico familiar, hipertensdo arterial (HA), DM
gestacional e inatividade fisica. Ha também fatores dietéticos de risco que foram
associados ao maior desenvolvimento do DM, como: o alto consumo de carne vermelha
e processada, bebidas adocadas com aclcar e reduzida ingestdo de frutas e legumes,
bem como consumo de alguns tipos de produtos lacteos (FOROUHI; WAREHAM,
2014, SBD; 2015).

No que se refere a hereditariedade, a predisposicdo para a resisténcia a insulina
e/ou disfuncdo da célula B é herdada de uma forma ndo mendeliana, devido a sua
heterogeneidade genética e patogénese envolvendo varios genes (ARIAS-DIAZ;
BALIBREA, 2007).

Os fatores de risco ambientais e alimentares associados com a predisposi¢édo
genética podem levar ao desenvolvimento do DM2. Os sintomas iniciais da
hiperglicemia incluem poliuria, polidipsia, polifagia e perda de peso (MORA et al.,
2009).

Para a confirmagdo do DM, sdo aceitos atualmente trés critérios, os sintomas de
polilria, polidipsia, polifagia e perda ponderal tem que ser associados a: glicemia casual
> 200 mg/dL, glicemia de jejum > 126 mg/dL (7 mmol/L) ou glicemia de 2 horas pos-
sobrecarga de 75 g de glicose > 200 mg/dL (SBD, 2015). Estes critérios de diagnostico
foram estabelecidos pela ADA em 1997, com base na observagdo que esses valores
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estdo fortemente associados com um aumento na incidéncia de complicacdes
microvasculares, tais como retinopatia (SMUSHKIN; VELLA, 2010).

Recentemente, a ADA e a OMS, além de outras organiza¢fes aprovaram 0 UsO
de HbAlc (hemoglobina glicada) para o diagnostico de diabetes com um cut-off de >
6,5% (48 mmol / mol) em um laboratério padronizado (FOROUHI; WAREHAM,
2014).

Pré-diabetes tem sido um termo usado para descrever situacbes em que ha
anormalidades do metabolismo da glicose, mas os critérios de diabetes ndo sdo
cumpridos (SMUSHKIN; VELLA, 2010). Os valores dos exames laboratoriais para a

classificagdo do DM se encontram no quadro 1.

Quadro 1: Valores de referéncia para testes recomendados para o diagnostico de

DM
Categoria HbAlc Glicemia de Glicemia de 2h ap6s
jejum (mg/dL) 75g de glicose
(mg/dL)
Glicemia Normal <57 <100 <140
Pré-diabetes 57-6,4 100 - 125 140 - 199
Diabetes mellitus >6,5 > 126 >200

Fonte: CAVAGNOLLI et al., 2010

Marcadores como o0 homeostasis model assessment for insulin resistance
(HOMA-IR), s@o usados corriqueiramente e apresentam, sobretudo, a vantagem de
serem calculados a partir de uma Gnica amostra de sangue obtida em jejum. Esse
marcador ¢ calculado pela formula [(FPI pU/mL x FPG mmol/L) / 22,5], onde: FPI -
insulina no plasma em jejum, FPG — glicose no plasma em jejum e 22,5 foi o valor de
resisténcia descrito como porcentagem da populacdo de referéncia (MADEIRA et al.,
2008; SBD, 2015).

Os pacientes com DM2 apresentam um quadro clinico mais silencioso e algumas
vezes podem vir a ser diagnosticados ja pelos sintomas das complica¢Bes cronicas
(WEINERT et al., 2010).

Como o DM é uma doenga cronica e metabdlica, pode levar ao
desenvolvimento, em longo prazo, de sérios danos ao coragdo, vasos sanguineos, olhos,
rins e nervos (OMS, 2015). O aumento da mortalidade cardiovascular dos pacientes
diabéticos esta relacionado ao estado diabético per se e a agregacédo de varios fatores de

risco cardiovasculares, como obesidade, hipertenséo arterial (HA) e dislipidemia entre
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outros. Cerca de 60 a 80% dos Obitos de pacientes portadores de DM, da-se por doencas
cardiacas ou vascular encefdlica (BUSE et al., 2007). A HA tem particularidades
quando presente em um ou outro tipo de DM. No tipo 2, a HA faz parte do espectro da
sindrome metabdlica, estando presente em cerca de 50% dos pacientes no momento do
diagnostico do DM. As alteragdes lipidicas mais frequentes na populacdo diabética séo
a hipertrigliceridemia, HDL-colesterol (HDL-c) baixo e alteracbes qualitativas nas
lipoproteinas (SBD, 2015). Logo, o DM é um importante problema de salde publica
estando associado a complicacdes que comprometem a produtividade, qualidade de vida
e sobrevida dos individuos, além de envolver altos custos no seu tratamento e das suas
complicacdes (SBD, 2015).

1.1.4 Mecanismo de acao da insulina

A concentracdo plasmaética de glicose é controlada pela agdo da insulina, um
horménio peptidico composto por 51 aminoacidos que é sintetizado, armazenado e
secretado nas células B do pancreas. Tais células f encontram-se localizadas nas ilhotas
de Langerhans, grupos especializados de centenas a milhares de células enddcrinas que
estdo anatdbmica e funcionalmente separadas do tecido pancreatico exocrino. Elas
funcionam como sensores que, em resposta a determinados estimulos glicémicos,

secretam uma quantidade apropriada de insulina para o sangue (LOPES et al., 2008).

Figura 1: Mecanismo bioquimico de acéo da insulina periférica.
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O mecanismo da insulina periférica, explicitado na figura 1 é detalhado da
seguinte maneira: a insulina liga-se a um receptor que sofre dimerizacdo e
autofosforilacdo dos residuos de tirosina, gerando sitios de ligacdo para substratos do
receptor de insulina (IRS), que se ligara a fosfatidilinoditol 3 quinase (PI13K), ativando-
a. A PI3K ira catalisar a conversdo do fosfatidilinoditol 4,5 bifosfato (PIP3), ativando a
proteina quinase dependente de fosfatidilinoditol (PDK), que ativara outras quinases,
como a Akt, que ativa as vesiculas contendo GLUT-4 para a membrana plasmaética para
captar glicose (BERG et al., 2014). Além desse mecanismo, ha a glicoquinase (um
sensor de glicose) e o préprio metabolismo da glicose, que estimulam sua captacéo
(LOPES et al., 2008).

Existem varios receptores de insulina descritos, como o GLUT-1, GLUT-2,
GLUT-3 e GLUT-4, cada um com propriedades distintas. Porém os mais descritos sdo o
GLUT-1, presente nos musculos esqueléticos e responsaveis pela captacdo basal de
glicose e GLUT-4, presente nos hepatdcitos e adipdcitos (BERG et al., 2014).

E reconhecido na atualidade que o desenvolvimento do DM2 esta associado a
uma combinacdo de disfun¢do das células B-pancreéticas e insulino-resisténcia. As
células B conseguem compensar a resisténcia a insulina através de um incremento na
secrecdo desta (hiperinsulinemia), mas, com o tempo, uma compensacao insuficiente
pode levar a instalacdo de um estado de intolerancia a glicose (LOPES et al., 2008;
BERG et al., 2014).

A resisténcia insulinica (RI) é definida como a ineficiéncia da insulina
plasmatica que sob concentracBes usuais pode promover adequada captacdo periférica
de glicose e suprimir a gliconeogénese hepatica. A Rl também afeta o efeito da insulina
em adipdcitos, resultando em aumento da lipolise e consequente elevacdo das
concentracdes de acidos graxos livres (MADEIRA et al., 2008). E alem da RI, outro
parametro importante é a eficacia da glicose em, por si soO, estimular a sua prépria
captacdo e reprimir a sua propria libertacdo (SMUSHKIN; VELLA, 2010).

1.1.5 Estresse oxidativo no DM

Existe um consenso de que o diabetes pode ocorrer com estresse oxidativo, que

por sua vez provoca uma disfuncdo endotelial e gera complicagdes como retinopatias,
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nefropatias, neuropatias e distarbios endocrinos. O papel do estresse oxidativo nessas
complicacdes tem sido alvo de muito interesse (REIS et al., 2008).

Radicais livres (RL) referem-se a &tomos ou moléculas altamente reativas, que
contém numero impar de elétrons em sua Gltima camada eletronica. E este n&o-
emparelhamento de elétrons da ultima camada que confere alta reatividade a esses
atomos ou moléculas, o que faz com que elas possam reagir com quimicos inorganicos e
organicos (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Estas moleculas podem ser geradas no citoplasma, mitocéndrias ou na
membrana plasmatica, pela alimentacdo inadequada, aumento da atividade fisica,
tabagismo, alcool e outros fatores (BARBOSA et al., 2010). Podem ser produzidos
também, por macrofagos e neutrofilos durante a inflamagdo. Aparecem igualmente
como produtos da mitocéndria catalisados pela reacdo de transporte de elétrons e outros
ou mesmo produzidos por peroxissomos (VALKO et al., 2006).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo RL derivados do oxigénio podendo
ser produzidos durante a respiracdo e geragdo de energia mitocondrial (KUMMAR et
al., 2008). Se houver reducdo do oxigénio com numero menor de elétrons, havera
producdo de EROs.

Os exemplos mais comuns de EROs formados no organismo sao:

Superoxido (O, + e- — 0, ): E formado ap6s a primeira reducdo do O,. O radical
superdxido ocorre em quase todas as células aerdbicas e é produzido durante a ativacédo
méaxima de neutréfilos, mondcitos, macréfagos e eosinofilos (MAGDER, 2006).
Hidroxila (H,O, + e— OH + OH): E considerado o ERO mais reativo em sistemas
biol6gicos. Ele pode gerar danos diretos ao DNA (acido desoxirribonucléico), pode
inativar varias proteinas (enzimas e membrana celular), ao oxidar seus grupos sulfidrilas
(-SH) a pontes dissulfeto (-SS) e também pode iniciar a oxidagdo dos acidos graxos
poliinsaturados (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Perdxido de hidrogénio (O, + e + 2H+ — H,0,): Apesar de ndo ser um radical livre,
pela auséncia de elétrons desemparelhados na Gltima camada, o H,O, é um metabolito
do oxigénio extremamente deletério, porque participa da reacdo que produz o OH’
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

As celulas respondem ao estresse oxidativo aumentando a producdo de
varredores de radicais livres. Trata-se de um sistema enzimatico que converte 0S

produtos da oxidagdo em moléculas ndo toxicas. A enzima superoxido-dismutase (SOD)
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converte o anion superéxido em H,0O, e O, A catalase converte H,O, em H,O e O, A
glutationa peroxidase (GPx) converte H,O, em H,O (GATE et al., 1999).

Quando a produgdo de EROs é aumentada ou os sistemas antioxidantes sdo
deficientes, o resultado é o excesso desses radicais, uma condi¢do chamada de estresse
oxidativo, estado prejudicial para o organismo que induz danos celulares podendo levar
a morte celular (YOSHIKAWA; NAITO, 2002). Além do mais, os RL e EROs iniciam
reacOes autocataliticas, isto &, as moléculas que reagem com os RL sdo, por sua vez,
convertidas em RL, propagando a cadeia de danos (KUMMAR et al., 2008).

Acredita-se que os EROs desempenham um papel fundamental na patogénese
das complicacfes diabéticas mais tardias, devido a sua capacidade para oxidar
diretamente lipidios, proteinas e DNA. Além disso, eles podem alterar processos
bioquimicos sensiveis ao estresse, podendo gerar alteracdes celulares que, em ultimo
caso, sdo igualmente responsaveis pelo aparecimento das complicacdes do diabetes,
aumentando assim, a resisténcia a insulina e diminuicdo da sua secre¢do (HOUSTIS et
al., 2006; LOPES et al., 2008).

Uma vez instalada a hiperglicemia, os efeitos glicotoxicos incluem o aumento do
estresse oxidativo no péancreas, reduzindo ulteriormente a secrecdo de insulina,
formacdo de produtos finais de glicacdo avancada (AGES), ativacdo da via dos polidis e
também mudancas no conteudo e atividade do sistema de defesas antioxidantes no
tecido (SILVA, 2011; SBD, 2015).

EROs causam danos in vitro a via de sinalizacdo da insulina, diminuicdo da
translocacdo dos transportadores de glicose (GLUT-4) nos adipécitos e reducdo da
internalizacdo da insulina nas células endoteliais (SILVA, 2011).

Outros alvos da hiperglicemia e dos EROS sdo: a cascata de sinalizacdo que
envolve o fator de transcricdo NF-kB, o qual participa das respostas imunes e
inflamatdrias, bem como na apoptose. Este fator nuclear € responsavel pela regulacéo da
expressdo de um grande numero de genes, incluindo os ligados as complicagdes do
diabetes e outros genes que participam de um grande namero de processos celulares
envolvidos na inflamagdo, imunidade, crescimento celular, apoptose e respostas
teciduais especificas ao estresse (LOPES et al., 2008).

A sobrecarga de glicose pode ativar muitas vias metabolicas ou de sinalizagdo
que ndo so6 tentam alienar glicose excessiva, mas também geram mais espécies reativas
de oxigénio, levando ao estresse oxidativo e mais insuficiéncia das células B. As vias

incluem aumento do NADH/NAD", ativacdo de proteina quinase C e ativacdo da via do
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poliol resultando no acumulo de sorbitol e frutose, formacdo de produtos avancados de
glicacdo e estresse do reticulo endoplasmaético. O estabelecimento de todas estas vias
culmina na producdo de espécies reativas de oxigénio e geracdo de mais estresse
oxidativo (WU; YAN, 2015).

Alguns dos mecanismos supostos para a fisiopatologia do diabetes através da
formagdo de EROs e na ativacdo de numerosas vias celulares sensiveis ao estresse entéo

dispostos na figura 2.

Figura 2. Fisiopatologia da disfuncdo das células B ¢ insulino-resisténcia no DM2,

devido ao Estresse oxidativo.
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1.1.6 Tratamento do diabetes

by

O tratamento da hiperglicemia visa a resolucdo dos sintomas de poliuria,
polidipsia e perda de peso, em curto prazo, e a prevengdo de complicacdes cronicas e
morte associada ao diabetes, em longo prazo (WEINERT et al., 2010). O objetivo
principal é trazer os niveis de glicose sanguineos elevados para uma gama normal, tanto

para melhorar os sintomas do diabetes, como para prevenir ou retardar suas



29

complicacBes. A realizacdo deste objetivo exige uma abordagem coordenada,
sistematica e abrangente, centrada no paciente por parte do sistema de saiude (OMS,
2015).

O principal meio de reducdo da glicemia é pela intervencédo intensiva no estilo
de vida, com controle alimentar associado aos exercicios fisicos. Porém, os
medicamentos antidiabéticos devem ser empregados quando ndo se tiver atingido 0s
niveis glicémicos desejaveis ap0s estas intervengdes (SBD, 2015). A terapéutica
tradicional inicia 0 manejo com monoterapia e realiza 0 acompanhamento com aumento
da dose até a maxima efetiva, para entdo adicionar uma segunda medicacdo (WEINERT
et al., 2010; FOROUHI; WAREHAM, 2014).

Também é importante reconhecer que apesar da intervengdo (farmacoldgica,
assim como a modificacdo do estilo de vida), as concentracfes de glicose aumentam ao
longo do tempo em pessoas com DM2, presumivelmente devido a uma diminuicdo da
capacidade de secrecdo de insulina que exige intervencdo adicional todo o tempo
(SMUSHKIN; VELLA, 2010).

Atualmente terapias disponiveis para o0 DM2 incluem insulina e varios
medicamentos anti-diabéticos orais, tais como sulfonilureias, biguanidas, glinidas,
inibidores a-glicosidase, e tiazolidinedionas. No entanto, foi visto que tais terapias tém
tanto eficicia limitada como efeitos colaterais significativos tais como hipoglicemia,
flatuléncia, ganho de peso e aumento de problemas gastrointestinais (LEE; JEON,
2013). O uso de agentes orais levou a sugestdo de que a farmacoterapia precoce pode
prevenir as complicacdes do diabetes ou induzir a sua remissdao (SMUSHKIN; VELLA,
2010).

A metformina é o principal representante da classe das biguanidas disponivel
atualmente e é a droga mais utilizada na condi¢do do DM2, sendo indicada no inicio do
tratamento, pois possui boa eficacia e seguranca, alem de possuir baixo custo. Tal droga
atua através da atividade intracelular do monofosfato de adenosina-quinase produzindo
reducdo da resisténcia a insulina no figado, tecido adiposo e outros tecidos periféricos,
com consequente inibicdo da gliconeogénese hepatica. Assim, seu principal efeito
ocorre sobre a glicemia de jejum, sem acarretar hipoglicemia. Outra vantagem € que ndo
ha ganho de peso, podendo até mesmo reduzi-lo. Desta forma, recomenda-se a
utilizacdo de metformina em todos os pacientes com DM2 na auséncia de contra-
indicacdes. Os principais efeitos colaterais incluem nausea, diarréia e dor abdominal

acometendo até um terco dos pacientes. As sulfoniluréias s8o a segunda opcéo



(SGARBI,

WEINERT et al., 2010).
No quadro 2 pode-se observar os diferentes tratamentos por via oral para o

DM2, com seus respectivos mecanismos de acgéo.
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VILLAR, 2004; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2009;

Alguns portadores de DM2 irdo necessitar de terapia insulinica, quando, no

momento do diagnostico, os niveis de glicose plasmatica estiverem muitos elevados

(270 a 300 mg/dL) e quando os medicamentos orais ndo conseguirem manter 0s niveis

glicémicos dentro dos limites desejaveis (SBD, 2015).

Quadro 2: Medicamentos antidiabéticos: mecanismo de acdo e efeito clinico.

Classes de Principios Mecanismo Reducéo da Efeito sobre o
mediacdes ativos De agédo glicemia de peso corporal
jejum (mg/dl)
Sulfoniluréias | clorpropamida, Aumento da 6070 Aumento
glibenclamida, secre¢do de
glipizida, insulina
gliclazida e
glimepirida
Biguanidas Metformina Aumento da 60 —-70 Diminuicao
sensibilidade a
insulina
predomi-
nantemente no
figado
Inibidores da Acarbose Retardo da 20-30 Sem efeito
alfa-glicosidase absorcéo de
carboidratos
Tiazolidinedio troglitazona, Aumento da 35-40 Aumento
nas rosiglitazona, e | sensibilidade a
pioglitazona insulina no
musculo
Glinidas Repaglinida Secretagogo de 35- 40 Aumento
Nateglinida insulina

Fonte: Adaptado de (SGARBI; VILLAR, 2004; WEINERT et al., 2010; SBD, 2015).

Para as pessoas que vivem com diabetes, 0 acesso ao tratamento a precos

acessiveis, incluindo a insulina, é fundamental para a sua sobrevivéncia (OMS, 2015).

Nos doentes portadores de DM2, a hiperglicemia crbnica parece ser uma das

principais causas de dano celular B, associado com dano causado por estresse oxidativo.

E o risco de complicacdes estd associado a estes danos. Logo, qualquer reducdo nos
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niveis de glicose sanguinea, promove diminui¢do nos riscos de complicacdes (LOPES
et al., 2008; WEINERT et al., 2010).

O uso de plantas medicinais era a principal forma de controle do diabetes antes
do advento dos hipoglicemiantes orais, pois sdo importantes fontes de substancias
potencialmente terapéuticas. Alguns de seus principios ativos agem: aumentando a
liberagdo de insulina, modificando o metabolismo glicémico, inibindo fatores
hiperglicemiantes e alterando a sintese de enzimas ou da glicose (DORNAS et al.,
2009). Portanto, a utilizacdo de farmacos com potencial hipoglicemiantes e
antioxidantes na prevencao da disfuncao pancreatica é de grande interesse no tratamento

destes pacientes.

1.2 Diabetes induzido

A estreptozotocina (STZ) é um produto quimico largamente utilizado para a
inducdo de diabetes experimental em roedores. Desde o relatorio inicial das suas
propriedades diabetogénicas em 1963, STZ foi usado sozinho, em combinagdo com
outros produtos quimicos ou com manipulacfes dietéticas para inducdo de diabetes tipo
1 ou tipo 2 (WU, YAN; 2015).

A STZ é um derivado da nitrosouréia isolado de Achromogenes streptomyces
com atividade antibiotica sob bactérias Gram-positivas e negativas, possuindo também
efeito antineoplasico e de inducdo DM em roedores recém-nascidos ndo predispostos,
destruindo suas células B. Trata-se de um poderoso agente alquilante que interfere no
transporte de glicose e funcdo glicoquinase e induz varios pontos de interrupcdo dupla
hélice DNA (ARIAS-DIAZ; BALIBREA, 2007).

A STZ decompde espontaneamente 0 DNA, liberando ions carbono e alquilando
a base guanina e componentes importantes geradores de ATP, como as enzimas
glicoliticas ou mitocondriais, causando diminuicdo na sintese de NAD
(dinucleotideo adenina nicotinamida) (LE DOUX, 2008). STZ se acumula
preferencialmente nas células B pancreaticas, através do GLUT2, onde provoca a morte
celular B (LENZEL, 2008). Logo, é altamente seletiva para célula p pancreética e desde
entdo ela tem sido utilizada para produzir diabetes experimental em animais,
principalmente o DM1, em ratos, porcos da India, camundongos, macacos, e cées.

Coelhos se mostraram resistentes a acao diabetogénica da STZ (SATO et al., 2006).
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Porém, foi observado que a nicotinamida, uma vitamina hidrossoltvel do grupo
B, precursora da NAD, oferece protecdo as células p pancreéticas contra grande
variedade de insultos toxicos ou imune mediados (DULIN et al., 1969). Entdo, quando
se realiza a administracdo de baixa doses de STZ e nicotinamida ha indu¢do de DM2 em
roedores, e ndo DML, pois ela inibe a acdo da poli (ADP-ribose) sintase, levando a uma
homeostase nos niveis de NAD intracelular, e protegendo as células pancreaticas
(UCHIGATA et al.,1983).

De acordo com Masiello et al. (1998), a nicotinamida protege contra toxicidade
celular-B induzida por STZ, por meio de prevenir a apoptose e aumentar a regeneragao
celular B. Os autores demonstraram que na dose de 230 mg/kg, administrado
intraperitonealmente 15 minutos antes da administracdo de STZ (60 mg/kg V),
produziu um numero maximo de animais com hiperglicemia moderada estavel e 40% de
preservacdo das células de insulina pancreatica.

A STZ ndo causa dano em outros tecidos do organismo, pois ela altera
especificamente o DNA da célula B, com isso mostra ser mais eficaz para indugdo do
modelo de diabetes experimental (LENZEL, 2008).

Outro modelo de inducdo do diabetes utiliza o aloxano, um derivado da
pirimidina, que é uma toxina muito seletiva das células B-pancreaticas e possui,
comprovadamente, acdo seletiva e destrutiva sobre as células B pancreaticas, induzindo
diabetes mellitus. Alguns estudos demonstraram que a formacao de radicais superéxido
e hidroxila, induzidos por aloxano, é responsavel pela citotoxicidade desse composto.
Outros experimentos sugerem que a inibicdo da secrecdo de insulina por aloxano é
causada por sua interferéncia com as proteinas citoplasmaticas.

Estudo, utilizando o método imunoistoquimico, observou que 0s pancreas dos
animais com diabetes mellitus, induzido por aloxano, apresentaram reducdo de 70% da
area da ilhota ocupada pelas células beta, chegando até a auséncia delas (LIMA et al.,
2001).

Porém, ha muitos problemas devido a sua instabilidade quimica, metabolismo
rapido e alguns fatores nos animais que podem interferir no seu metabolismo, tornando
quase impossivel estabelecer uma relagdo clara entre as doses de aloxano e sua
concentracdo efetiva no pancreas (NEGRI, 2005). Portanto, a STZ &€ uma droga

preferivel para indu¢do do DM em modelos animais.
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1.3 Lectinas

1.3.1 Breve historico e classificacao

Lectinas sdo proteinas que reconhecem e se ligam de forma especifica e
reversivel a epitopos de carboidratos estruturais sem modifica-los (BIES et al., 2004).

As pesquisas com lectinas comecaram com Stilmark em 1888, que detectou
proteinas toxicas retiradas da mamona (Ricinus communis L.) capazes de aglutinar
eritrocitos (apud SHARON; LIS, 1972). Desde entdo foram descritas varias proteinas
com propriedade de aglutinar células vermelhas e o termo hemaglutinina foi utilizado
como nome comum para todas as substancias que possuiam tal atividade. Porém, ao
perceber-se que estas substancias tinham propriedade de selecionar alguns tipos de
eritrécitos especificos dentro do grupo ABO, elas foram denominadas lectinas,
originado do latim legere, que significa capaz de escolher (SHARON; LIS, 1972; LAM;
NG, 2011).

Em 1919, com a melhoria das técnicas de isolamento de proteinas, Sumner
purificou a primeira lectina a partir de sementes de Canavalia ensiformis, que foi
denominada concanavalina A (ConA) (SUMNER, 1919).

Atualmente, com sua melhor caracterizacdo e definicdo, sabe-se que tais
proteinas sdo responsaveis por decifrar glicocodigos, por meio de interagdes de
superficie complexa e desempenham um papel central em um ndmero consideravel de
funcGes e atividades biologicas (MURPHY, 2013).

As lectinas estdo presentes em todos os reinos, podendo ser isoladas até mesmo
em microrganismos, sendo que lectinas encontradas em animais s mais
frequentemente associadas com as interagdes celulares, enquanto lectinas de plantas séo
conhecidas por apresentarem funcdo de defesa contra predadores ou potenciais agentes
patogénicos (YAU et al., 2015).

Com base na sua estrutura, elas podem ser classificadas em quatro tipos

principais, de acordo com a figura 3 (p. 31):
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Figura 3: Classificacao das lectinas de acordo com sua estrutura.

Merolectina Hololectina Quimerolectina Superlectina
> RIP::* > -

Lectina da tulipa

Heveina (PDB cod. 1Q98B) ConM (PDB cod. 20W4) Ricina (PDB cod. 2R2X)

)@ Dpominio de ligacéo a carboidratos
» * Dominio catalitico

Fonte imagem: TEIXEIRA, 2012.

Merolectinas: sdo proteinas pequenas que possuem apenas um sitio de ligacdo a
carboidrato, como resultado, ndo apresentam atividade aglutinante ou capacidade de
precipitar glicoconjugados. Exemplos dessa classe sdo as proteinas tipo heveina,
extraida do latex de Hevea brasiliensis (VAN PARLUS et al., 1991; VAN DAMME et
al., 1998);

Hololectinas: possuem dois ou mais sitios de ligacdes a carboidratos, logo, sdo capazes
de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados. A maioria das lectinas pertencentes a
essa classe estd representada pelas lectinas de plantas, conhecidas como
fitohemaglutininas (PEUMANS; VAN DAMME, 1994);

Quimerolectinas: além dos sitios de ligacdo a carboidratos, elas possuem outro sitio de
ligagdo que apresentam atividade catalitica (ou outra atividade bioldgica) que age
independentemente dos dominios ligantes a carboidratos. Como representantes dessa
classe, podem ser citadas as RIPs (Proteinas inativadoras de ribossomos) tipo 2 (VAN
DAMME et al., 1998);

Superlectinas: Possuem dois ou mais sitios de ligacdo a carboidratos, os quais séo
estruturalmente diferentes e reconhecem acgucares nao relacionados. A lectina de tulipa
TXLC (first Tulipa hybrid lectin with complex specificity), € um exemplo desse grupo
(VAN DAMME et al., 1998).
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As lectinas extraidas de algas marinhas foram primeiramente estudadas em 1966
por Boyd et al., que perceberam atividade hemaglutinante de 21 tipos de algas da regiao
de Porto Rico. Desde entdo, tem surgido varios estudos que comprovam atividade
hemaglutinante de algas marinhas em todo o mundo (SAMPAIOQ et al., 1993). Ainouz e
Sampaio (1991) testaram atividade aglutinante de 20 espécies de algas marinhas do
litoral brasileiro, e destas se destacam a grande quantidade de algas vermelhas.

As lectinas sdo proteinas muito versateis e tém muitas aplicacdes diretas na

investigacdo bioldgica e biomédica (LAM; NG, 2011).

1.3.2 Lectinas de Algas Marinhas

As algas marinhas sdo parte importante da dieta de muitos paises do Extremo
Oriente ha séculos, ja no Ocidente elas sdo menos utilizadas, mas tem se difundido
bastante. Estas algas foram classificadas com base na suas pigmentagdes em: marrom
(Phaeophyta), vermelhas (Rhodophyta) e verdes (Chlorophyta) (NWOSU et al., 2011).
As algas marinhas sdo conhecidas por oferecer uma abundancia de compostos bioativos
com grande potencial biomédico e farmacéutico.

As algas estdo sempre submetidas a réapidas variacdes de intensidade de luz e
concentracfes de O, e CO, ao longo da coluna de &gua e, assim, sua sobrevivéncia
depende de uma resposta eficiente ao estresse oxidativo. Por essa razdo, esses
organismos podem representar uma importante fonte de substancias antioxidantes
naturais (ROCHA et al., 2007).

Em contraste com as lectinas de plantas terrestres, as lectinas de algas marinhas
tém sido isoladas e caracterizadas em um ritmo muito mais lento. Além disso,
informagdes bioquimicas e estruturais sobre lectinas de algas ainda sdo escassas
(NAGANO et al., 2005).

As lectinas de algas vermelhas possuem baixo peso molecular e seus pontos
isoelétricos sdo dentro do intervalo 4,0-6,0. A maior parte delas, por exemplo lectinas
isoladas a partir das algas vermelhas Carpopeltis flabellata, Solieria robusta,
Bryothamnion seaforthii, B. triquetrum, Pterocladiella capillacea, G. ornata, e G.
cornea sdo proteinas monoméricas com alta teor de amino&cidos acidos e ndo requerem
a presenca de cations bivalentes para expor a sua atividade biologica. Estas lectinas ndo
se ligam a monossacéaridos, e a sua atividade ¢ inibida por oligossacarideos complexos
e/ou glicoproteinas (NASCIMENTO, 2014).
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Aplicacdes bioldgicas das lectinas de algas marinhas merecem especial
interesse, pois estas lectinas sdo proteinas de peso molecular menor do que lectinas
vegetais. Assim, espera-se que as mesmas sejam menos antigénicas do que outras
lectinas de plantas terrestres. Além disso, as lectinas de algas marinhas parecem
expressar as suas atividades bioldgicas de uma forma mais intensa do que as lectinas
provenientes de outras fontes, além de possuirem grande estabilidade molecular devido
a presenca de pontes dissulfeto e alta especificidade para carboidratos complexos e
glicoconjugados (NAGANO et al., 2005).

As lectinas do género Bryothamnium pertencem ao filo Rhodophyta e séo
encontradas no mar do caribe, ao longo da costa da América do Sul e no Oceano
Atlantico, possuindo duas lectinas isoladas a partir das espécies B. seaforthii e B.
triquetrum (BSL e BTL). Tais lectinas aglutinam todos os tipos sanguineos, sdo inibidas
por fetuina e mucina e ndo sdo dependentes de cations de metais divalentes. As duas
possuem um total de 91 aminoéacidos, com 11 diferencas entre si. Possuem massa bem
parecida, com BTL apresentando 8980,1 + 2 Da e BSL com 9090,4 + 2 Da, com duas
pontes dissulfeto, cada (MEDINA-RAMIREZ et al., 2007). Ambas possuem elevada
resisténcia ao aumento de temperatura (AINOUZ et al., 1995).

BSL é observada em SDS-PAGE como uma banda larga com uma massa
molecular aparente de 9 kDa na presenc¢a e na auséncia de f-mercaptoetanol. A analise
por espectrometria de massa revelou que BSL contém uma mistura de cinco isoformas,
nomeadas de: BSL1, BSL2, BSL3, BSL4 e BSL5. Tais isoformas sdo polipeptideos
composto por 91 residuos de aminodcidos, incluindo 4 cisteinas (NASCIMENTO-
NETO et al., 2012).

1.3.3 Atividades bioldgicas de lectinas de algas marinhas

Devido a sua propriedade peculiar de ligacdo a carboidratos e do papel
intrinseco destes na comunicagdo celular, as lectinas apresentam uma variedade de
efeitos biologicos, alguns dos quais servindo como base para a sua aplicagdo na
investigacdo de atividades quimicas e bioldgicas (MACEDO et al., 2015).

Algumas lectinas de algas marinhas exibem uma atividade significativa contra
0 virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e outros virus envelopados, como € o caso
da lectina isolada da alga marinha Griffithsia spp (CHERNIKOV et al., 2013). Além
disso, lectinas de algas marinhas demonstram efeito indutor de apoptose em células
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cancerigenas bem caracterizados, como é o caso da lectina de Haliotis discus discus,
que pode ativar caspases, desencadeando assim, a apoptose em linhagens de células
cancerigenas de colon, pulméo e figado (YAU et al., 2015). Outra lectina isolada da
alga marinha vermelha Eucheuma serra, mostrou atividade supressora no
desenvolvimento de cancer de colon em camundongos (FUKUDA et al., 2006).

As lectinas de algas marinhas também possuem a atividade de agir como
cicatrizantes (NASCIMENTO-NETO et al., 2012), de induzir migracdo de neutrofilos
(NEVES et al., 2001), induzir a atividade linfocitaria (LIMA et al., 1998) e atuar como
moléculas antinociceptivas (FIGUEIREDO et al., 2009). Podem atuar como molécula
antibacteriana e antifingica, com inibi¢do da formacéo de biofilmes (TEIXEIRA et al.,
2007; VASCONCELOS et al., 2014).

Estudos realizados com a lectina de alga vermelha BTL demonstrou atividades
antioxidantes, agindo sobre os tecidos hepaticos e pancreaticos, atuando também na
diminuigdo da hiperglicemia e hiperlipidemia (ALVES, 2015). A mesma lectina
também demonstrou atividade antinoceptiva (VIEIRA et al., 2004).

Estudos realizados com BTL e BSL mostraram que estas lectinas reconhecem
variantes de células cancerigenas de colon humano, e este reconhecimento pode ser
devido a expressdo de glicoreceptores nas membranas das células cancerigenas (PINTO
et al., 2009).
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2. JUSTIFICATIVA

O diabetes € um grave problema de saude publica, que atinge grande parte da
populacdo. Em sua maioria 0s pacientes sdo diabéticos tipo 2, associado, geralmente,
com o héabito de vida da populacdo. O DM2 causa complicagdes tardias graves, tais
como: retinopatias, nefropatias, alteragdes hormonais, metabdlicas e vasculares,
contribuindo para aumento das doencas cardiovasculares, que sdo a primeira causa de
morte no mundo.

Esta patologia possui tratamento farmacolégico bem estabelecido. Contudo, a
adesdo a este tratamento por parte dos pacientes tem sido dificultada devido aos efeitos
adversos em longo prazo, associados a cronicidade da doenca e a dificil mudanca nos
estilos de vida da populacdo. Adjunto a essa questdo, tem-se também o elevado custo e,
as vezes, o dificil acesso a tais tratamentos.

E visto, portanto, a complexidade do DM2 e os problemas decorrentes do seu
tratamento. Desta forma, sdo necessarios mais estudos para fornecer terapias
alternativas para tratamento do diabetes, que possuam um custo-beneficio melhor para o
paciente.

As algas marinhas vém despertando crescente interesse na area da salde por
demonstrarem intmeras atividades e funcgdes bioldgicas. A sua acessibilidade e seu
possivel cultivo em grande volume séo pontos positivos para obtencdo de farmacos. Os
estudos sobre as lectinas de algas marinhas obtiveram grande avanco em relacéo a sua
caracterizacdo e propriedades, porém informacOes adicionais sdo necessarias para uma
maior compreensdo das atividades exercidas por tais substancias.

Dado o exposto, o0 estudo de uma substancia proveniente de um produto natural
como lectinas isoladas de algas marinhas, pode servir como um recurso terapéutico para
complementar o tratamento do DM2, podendo contribuir para a melhoria da qualidade

de vida da populagéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a atividade antihiperglicémica e antioxidante da lectina de Bryothamnion

seaforthii em ratos com diabetes induzido por estreptozotocina.

3.2 Especificos

a) Induzir diabetes experimental com estreptozotocina em ratos Wistar;

b) Avaliar a atividade antihiperglicémica e antilipidica de BSL;

c) Avaliar a acdo antioxidante de BSL;

d) Avaliar o efeito de BSL na resisténcia causada por diabetes em ratos Wistar;

e) Avaliacdo histopatoldgica do pancreas e figado;
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4 METODOS

4.1 Lectina

Amostras da alga marinha vermelha B. seaforthii foram coletadas na costa
nordeste do Brasil (praia Pacheco, Ceara). O material foi purificado a partir de epifitas e
armazenado a -20 ° C até ser utilizado. A purificacdo da BSL foi realizada de acordo

com o método do Ainouz et al. (1995).

4.2 Animais experimentais

Foram utilizados ratos Wistar (n=30) entre 8 e 10 semanas de vida, machos
pesando aproximadamente 300 g, cedidos pelo Biotério Central — UFC. Os animais
foram mantidos em gaiolas coletivas, de acordo com seu grupo, na hospedaria para
animais da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard — Campus
Porangabussu, durante 0s procedimentos experimentais, permanecendo em
macroambiente controlado (fotoperiodo de 12h claro/escuro, temperatura 252 °C e
umidade 55+10%) com fornecimento de agua e racao especifica a vontade, exceto nos
dias anteriores aos procedimentos, onde foi necessario jejum. O projeto foi aprovado
pelo comité de ética em Pesquisa animal/CEPA — UFC, sob o numero de protocolo
121/14.

4.3 Inducéo do Diabetes por Estreptozotocina (STZ)

O diabetes foi induzido baseado no protocolo de Da Delfino et al. (2002), onde
foi realizada protecdo celular por meio da administracdo intraperitoneal de
Nicotinamida na dose de 230 mg/kg, seguida por administracdo de estreptozotocina
(Sigma® S-130) por via intraperitoneal na dose de 60 mg/kg de peso corporal, diluido
em tampao citrato (0,1M pH 4,5). Este modelo provoca diabetes por um longo periodo
de tempo chegando até 40 semanas. Apds 3 dias da inducdo, a glicose sérica foi aferida
por obtencdo de sangue da veia caudal e analisada com o glicosimetro Accu-Chek
Active (Roche®). Animais com niveis de glicose superiores a 200 mg/dL de glicose

foram considerados diabéticos.
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4.4 Tratamento

Antes do inicio do tratamento, os animais foram aleatoriamente divididos em 5
grupos (n= 6), de acordo com o tratamento/tipo solucdo aplicada: 1. Solucéo de cloreto
de sodio (NaCl 0,15M); 2. Metformina 600 pg/kg; 3. Lectina de Bryothamnion
seaforthii (BSL) 600 pg/kg; 4. BSL 300 pg/kg; 5. BSL 150 pg/kg. Todas as solucgdes
utilizadas para tratamento foram diluidas em veiculo liquido, NaCl 0,15M, também
utilizado como grupo controle negativo, em respeito a isotonicidade fisiologica celular
dos animais. A metformina foi utilizada como grupo controle positivo, pois é a droga de
primeira escolha para o tratamento do diabetes. Os animais foram tratados diariamente
no mesmo horério de acordo com os grupos abaixo (Tabela 1), por método de gavagem,

com uso de uma sonda para introducdo do liquido no estdmago dos animais.

Tabela 1: Tratamentos utilizados nos grupos experimentais

Grupo Tratamento N° de animais Dose diaria
01 NaCl 0,15M 06 100 pL
02 Metformina 600 pg/kg 06 100 puL
03 BSL 600 pg/kg 06 100 pL
04 BSL 300 pg/kg 06 100 pL
05 BSL 150 pg/kg 06 100 uL

Fonte: elaborada pelo autor

4.5 Testes bioquimicos

As coletas do sangue foram realizadas nos dias 0, 30, 60, 90 e 120 apés a
confirmacédo da hiperglicemia através de puncdo da veia da cauda do animal utilizando
seringa de 1 mL heparinizada e tubo com ativador de coagulo. Para obtencdo do soro, a
amostra foi centrifugada a 3500 rpm por 10 minutos, sendo acondicionado sob
refrigeragdo e transportado para analise. Foram analisados os pardmetros séricos de
glicose, triglicérides e colesterol total na automacdo Konelab 600i (WienerLab®) com
seus respectivos kits. A partir da lise eritrocitaria foram analisadas as enzimas glutatina
peroxidase, superoxido dismutase e catalase. Os métodos HOMA-B e HOMA-IR foram

calculados por automagéo.
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4.5.1 Glutationa peroxidase (GPx)

A atividade Glutationa peroxidase (GPx) foi determinada em eritrdcitos
utilizando o Kit RANSEL® (Randox Laboratories, Reino Unido), de acordo com o
método descrito por Paglia e Valentine (1967). A atividade da GPx foi expresso como

Ul/mg de proteina.

4.5.2 Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima Superdxido dismutase (SOD) foi medida em eritrécitos
utilizando o Kit RANSOD® (Randox Laboratories, Reino Unido). Este método
emprega xantina e xantina oxidase para produzir radicais superoxido que reagem com o
acido 2- (4 - iodofenil ) -3- (4 - nitrofenil ) -5- cloreto de feniltetrazol (INT) para formar
0 composto de formazan vermelho (McCord & Fridovich, 1969). A atividade
superoxido dismutase foi medida pelo grau de inibicdo desta reacdo a 505nm. A

atividade de SOD foi expressa em 1U/mg de proteina.

4.5.3 Catalase (CAT)

A atividade da enzima foi medida através do método descrito por Aebi (1984).
Eritrécitos foram hemolisados pela adicdo de 100 volumes de agua destilada e, em
seguida, 20ul desta amostra de hemolisado foi adicionado a uma cubeta e a reacao foi
iniciada pela adicdo de 100 pL de H,O, a 300 mM recentemente preparada em tampao
fosfato (50 mM, pH 7,0 para dar um volume final de 1 mL). A taxa de decomposicédo de
H,0, foi medida em espectrofotdmetro a 240 nm durante 120 segundos. A atividade de

CAT foi expressa como Ul/mg de proteina.
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4.5.4 HOMA-IR

O meétodo de homeostasis model assessment for insulin resistance (HOMA-IR),
foi proposto por Matthews et al. em 1985. Tal modelo prediz o nivel de resisténcia a
insulina de acordo com a glicemia e a insulinemia basal. O teste é calculado pela
formula [(FPI uU/ml x FPG mmol/l) / 22,5], onde: FPI - insulina no plasma em jejum,
FPG — glicose no plasma em jejum e 22,5 foi o valor de resisténcia descrito como

porcentagem da populagéo de referéncia.

455 HOMA 8

O método de homeostasis model assessment e-cell function (HOMA B) tem por
finalidade determinar a capacidade funcional das células beta pancreéticas. O teste é
calculado pela férmula (20 x FPI pU/ml / FPG mmol/l - 3,5), onde: FPI - insulina no

plasma em jejum, FPG — glicose no plasma em jejum.

4.6 Avaliacé@o Histopatoldgica

Para esta analise, no Gltimo dia do experimento, os animais foram sedados,
anestesiados e sacrificados para excisdo do pancreas e figado. Os 6rgdos foram fixados
em formaldeido 10% v/v preparado em tamp&o PBS 0,01 M, pH 7,2. Estas amostras
foram submetidas ao processamento histoldgico de rotina e incluidas em parafina. Apos
microtomia, os cortes feitos em sec¢fes de 4 um foram corados por Hematoxilina-
Eosina (HE) (MICHALANY, 1991).

4.7 Analise estatistica

Para a avaliacdo dos dados obtidos através das analises bioquimicas, utilizou-se
o teste de analise de variancia (one-way ANOVA) com o pos-teste de Tukey presentes
no pacote estatistico GraphPad Prism® versdo 6.00 para Microsoft Windows®,

considerando estatisticamente significante os resultados que apresentaram p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos grupos em que foi administrada a BSL, observou-se uma reducéo
significante dos niveis séricos de glicose durante todos os dias de avaliacdo quando
comparado ao controle negativo (figura 4, pag. 45). Na primeira coleta (dia 0),
observou-se que o0s niveis de glicose de jejum, dos animais em todos 0S grupos sdo
maiores do que 200 mg/dL, o que os classificam como diabéticos, seguindo 0 mesmo
padrdo fornecido para humanos pela SBD (Sociedade brasileira de Diabetes). Na
segunda coleta, depois de decorridos 30 dias do tratamento, observou-se redugéo
significativa na concentracao de glicose sanguinea dos grupos tratados com metformina
600 pg/kg e BSL em todas as concentragbes, com uma diminui¢cdo para
aproximadamente 100 mg/dL, sendo que BSL na concentracdo de 600 pg/kg obteve
diferenca significante quando comparada a BSL na concentragdo de 150 pg/kg (dados
ndo mostrados no gréafico).

Apds 60 dias de tratamento (terceira coleta), os niveis de glicose continuam a
reduzir nos demais grupos, enquanto no grupo controle negativo NaCl 0,15M
continuam a aumentar . Também, nesta analise, p6de-se observar que BSL em suas trés
concentracdes diminuiu significantemente os niveis de glicose, quando comparado ao
controle positivo, metformina 600 pg/kg. Os valores seguem o mesmo padrdo de
reducdo apos terem decorrido 90 dias de tratamento, observando-se que nesta coleta
BSL 600 ug/kg ndo obteve diferenca significante quando comparado ao controle
positivo, mesmo obtendo um efeito similar a droga-padrdo. Nas duas coletas, BSL na
concentracdo de 600 ng/kg obteve diferenca significativa quando comparada as
concentracdes de 300 e 150 pg/kg (dados ndo mostrados no grafico).

Decorridos 120 dias de tratamento, na ultima avaliacdo, volta-se a perceber a
diferenga entre BSL 600 ng/kg e o controle positivo, metformina 600 ng/kg e que a
reducdo significativa em relacdo ao controle negativo se mantém. Ressaltando-se que,
nesta avaliacdo, além da diferenca entre BSL 600 pg/kg e as outras duas concentracdes,
BSL 300 pg/kg também mostrou diferenca quando comparada a concentragdo de 150
pg/kg (dados ndo mostrados no grafico). Isto sugere que BSL 600 pg/kg obtém
resultados melhores do que as duas outras concentragdes e que possui efeito equiparavel
e até melhor do que a droga padrdo, podendo servir, futuramente, como opcao de

tratamento para o DM2.
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Figura 4. Niveis de glicose em jejum de ratos diabéticos tratados com BSL nas
concentragdes de 600, 300 ¢ 150 ug/kg, aferidos nos dias 0, 30, 60, 90 e 120. *: p<0,05
comparado ao controle negativo (NaCl 0,15 M #: p<0,05 comparado ao controle
positivo (Metformina 600 ug/kg);

Glicemia de jejum

250
- BSL 600 ug/kg
200+ BSL 300 pg/kg
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=150+ .
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Fonte: elaborado pelo autor

Cavada et al. (2003) demonstraram que mudancas estruturais e de conformacao
das lectinas podem modular a sua capacidade em se ligar ao receptor de insulina e sdo
responsaveis por sua distinta capacidade para desencadear a fosforilacdo do receptor.
No estudo, as lectinas de Canavalia ensiformis, Canavalia brasiliensis, Dioclea virgata,
Dioclea rostrata e Cratylia floribunda estimularam a fosforilacdo do receptor de
insulina em um modo dose dependente, in vitro, em microssomas hepaticas.

Alves (2015), em trabalho realizado com a lectina de Bryothamnion triquetrum
(BTL) estruturalmente semelhante a BSL, obteve resultados significativos de agdo
hipoglicemiante em ratos diabéticos induzido por STZ. No estudo, BTL na
concentragdo de 600 pg/kg, obteve resultado semelhante a glibenclamida, outra droga
de escolha no tratamento do DM2. Esses resultados corroboram os achados no presente
estudo, onde a BSL, em todas as concentracGes, obteve resultados significantes quando
comparados aos controles positivos e negativos, sendo que a BSL 600 ug/kg apresentou

resultado melhor do que & metformina 600 pg/kg.
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Corroborando, também, os achados hipoglicemiantes de BSL neste estudo, tem-
se que os trabalhos com a lectina da alga vermelha Amansia multifida obteve reducéo da
glicose plasmatica em animais diabéticos de até 60% (MESQUITA, 2003).

Em outro estudo realizado com fracdo protéica da alga vermelha Digenea
simplex, houve reducéo significante dos niveis de glicose plasmatica entre 30 e 37%, em
ratos diabéticos, induzido por aloxano (ANDRADE, 2006).

Ainda atestando os dados do presente estudo, o trabalho realizado com gel da
alga vermelha Gelidium amansii, em ratos diabéticos induzidos por nicotinamida-
estreptozotocina, modelo utilizado pelo presente trabalho, mostrou que houve reducgéo
significativa da concentracdo plasmatica de glicose, colesterol total e triglicérides. Esses
resultados foram até melhores quando comparados ao farmaco de escolha dos autores,
pertencente ao grupo das Tiazolidinedionas, que possui acdo de sensibilizar os
receptores a insulina (YANG et al., 2015). Estudo realizado por Shi et al. (2013), onde
foi avaliada a atividade antihipoglicemiante do composto bromofenol isolado da alga
vermelha Rhodomela confervoides em ratos modificados geneticamente, obteve
resultados significativos e uma relacdo dose-dependente do composto. Dois outros
bromofenois isolados a partir da alga vermelha Grateloupia elliptica demonstraram
atividade antidiabética por inibigdo a-glucosidase em ratos diabéticos (KIM et al.,
2008).

Embora a glicose seja o aspecto-chave do DM, um recurso muitas vezes
esquecido € a relacdo entre o controle da glicose e do impacto sobre os lipidios. De fato,
0 DM ¢é sempre combinado com hiperlipidemia (YANG et al., 2015).

Dada a associacdo entre lipidio, resisténcia a insulina, DM e doencas
cardiovasculares, o entendimento da fisiopatologia do desenvolvimento no diabetes,
tanto na visdo da glicose quanto na dos lipidios é indispensavel para permitir a
descoberta dos melhores alvos para a terapéutica do DM2 e suas comorbidades (ERION
et al.,2015).

Avaliando-se a figura 5 (p. 47), observa-se que na primeira coleta (dia 0), todos
0S grupos se encontram numa faixa de aproximadamente 120-130 mg/dL de colesterol.
Porém, apds 30 dias de tratamento (Segunda coleta), todos os tratamentos com BSL
reduziram significantemente em relacdo ao grupo controle negativo. Com a analise,
observou-se também, que metformina 600 ug/kg e BSL 600 pg/kg obtiveram diferenca

significante quando comparadas a BSL nas concentragdes de 300 e 150 pg/kg (dados
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ndo mostrados no grafico). Os valores seguem 0 mesmo padrdo de reducdo apos terem
decorrido 60 e 90 dias de tratamento.

Na ultima avaliacéo, decorridos 120 dias do tratamento, os niveis de colesterol
total continuam reduzindo significativamente nos grupos tratados com BSL e
metformina, alcancando um total de aproximadamente 100 mg/dL. Enquanto o grupo
tratado com NaCl alcanca aproximadamente 200 mg/dL, o que mostra que a
hiperglicemia é sempre associada com hiperlipidemias, pois ha descompensacdo do
metabolismo lipidico, uma vez que € instalada a resisténcia a insulina (GOMES NETO,
2009).

Figura 5. Niveis de colesterol total de ratos diabéticos tratados com BSL nas
concentragdes de 600, 300 e 150 ug/kg, aferidos nos dias 0, 30, 60, 90 e 120. *: p<0,05
comparado ao controle negativo (NaCl 0,15 M #: p<0,05 comparado ao controle
positivo (Metformina 600 pg/kg);

Colesterol
250
- BSL 600 pg/kg
BSL 300 ug/kg
200+ BSL 150 ug/kg
-
S # Metformina 600 pg/kg
g - NaCl 0,15M
150+
100

Fonte: elaborado pelo autor

No estudo realizado por Alves (2015), com BTL, em relacdo aos niveis de
colesterol total, a lectina na concentragcao de 600 pg/kg, obteve resultado significativo

apos 21 dias de tratamento, quando comparado ao controle positivo (glibenclamida 600

ng/ke).
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A hipertrigliceridemia € um dos disturbios lipidicos mais comuns associados ao
DM2, portanto a mensuragdo dos niveis séricos de triglicérides € um importante
parametro para o acompanhamento de pacientes com tal doenca.

Em relacdo aos niveis de triglicérides (figura 6), pode-ser observar que na
primeira coleta (dia 0) os niveis de triglicérides dos grupos tendem a se manter na faixa
entre 100 e 150 mg/dL. Na segunda coleta, 30 dias apds a indugdo, todos 0s grupos

obtiveram reducé&o significante, quando comparado ao controle negativo NaCl 0,15 M.

Figura 6. Niveis de triglicérides de ratos diabéticos tratados com BSL nas concentracfes
de 600, 300 e 150 pg/kg, aferidos nos dias 0, 30, 60, 90 e 120. *: p<0,05 comparado ao
controle negativo (NaCl 0,15 M #: p<0,05 comparado ao controle positivo (Metformina
600 pg/kg);

Triglicérides

mg/dL

300

-+ BSL 600 ug/kg
BSL 300 pg/kg

200+ BSL 150 pg/kg
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Fonte: elaborado pelo autor

Na terceira coleta apos 60 dias de tratamento, todos 0s grupos obtiveram reducéo
significante quando comparados ao controle negativo, mas nao houve diferencas entre
0s demais tratamentos. Porém, decorridos 90 e 120 dias de tratamento, a reducédo de
triglicérides quando comparado ao controle negativo se manteve e houve diferenca
estatistica entre da metformina e BSL 600 pg/kg em relacéo aos grupos BSL 300 e 150
ug/kg (dados ndo mostrados no grafico). Isso pode indicar que BSL 600 pg/kg é

comparavel a metformina na reducéo sérica de triglicérides.
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E importante notar que os niveis de triglicérides nos animais tratados com NaCl
0,15M tenderam a aumentar consistentemente a cada nova coleta, confirmando o
aumento de dislipidemias quando a hiperglicemia é instalada.

Alves (2015) ao verificar os niveis de triglicérides em ratos diabéticos atestou
que nos grupos tratados com BTL, obtiveram diminuicdo significante em relacdo ao
controle positivo desde a primeira semana de tratamento.

Foram observadas reducgdes significantes de armazenamento de triglicérides no
tecido adiposo de ratos diabéticos, com a administracdo do extrato da alga vermelha
Gelidium amansii. O autor relata que a atividade redutora de triglicérides pode ser
devido a acdo do extrato em aumentar horménios regulatérios do metabolismo lipidico,
como a adiponectina (YANG et al., 2015). Em relacdo ao presente estudo, a provavel
explicacdo para a diminui¢do das hiperlipidemias no decorrer do tratamento, pode se
dever a uma melhor compensacdo da glicose sanguinea nos grupos tratados com
metformina e BSL, o0 que ocasiona uma menor lipdlise no organismo.

Em outro estudo realizado com o extrato etandico da alga vermelha Gelidium
amansii, mesma alga do estudo anterior, o nivel de acumulo de lipidios foi
significativamente diminuida de forma dose-dependente quando administrada uma
concentracdo de 40 ug/ml nos grupos tratados com o extrato, obtendo uma reducdo de
75%, quando comparado ao grupo controle (SEO et al., 2012).

Shi et al. (2013), também testando o composto bromofenol da alga vermelha
Rhodomela confervoides para reducdo de lipidios em ratos diabéticos, obtiveram
resultados positivos e dose-dependente para colesterol total e triglicerideos.

Existe um consenso de que o estresse oxidativo causado pela hiperglicemia e
hiperlipidemia resultante do diabetes gera as principais complicagdes tardias do DM2
(HOUSTIS et al., 2006; REIS et al., 2008).

A determinacdo da atividade enzimaética da superdxido dismutase (SOD) (figura
7, p. 50) mostrou que na primeira coleta a atividade da enzima permanece,
praticamente, a mesma em todos 0s grupos tratados Porém, nas coletas subsequentes,
nos dias 30, 60, 90 e 120 dias, ha aumento significativo na atividade enzimatica nos
grupos tratados com BSL nas trés concentragdes, quando comparados ao controle
negativo NaCl 0,15M, e controle positivo, metformina 600 pug/kg. Também verificou-se
que BSL 600 ng/kg obteve diferenca significativa quando comparada a BSL 300 e 150
ug/kg, e BSL 300 também obteve diferenca significativa em relacdo a BSL 150 ug/kg
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(dados ndo mostrados no grafico), indicando que ha uma relacdo dose-dependente, neste

Caso.

Figura 7. Quantificacdo enzimatica de superoxido dismutase em ratos diabéticos
tratados com BSL nas concentracdes de 600, 300 e 150 ug/kg, aferidos nos dias 0, 30,
60, 90 e 120. *: p<0,05 comparado ao controle negativo (NaCl 0,15 M #: p<0,05
comparado ao controle positivo (Metformina 600 pg/kg);
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Fonte: elaborada pelo autor

Alves (2015), ao avaliar os niveis de SOD em ratos diabéticos, mostrou que no
grupo tratado com BTL 600 pg/kg, os niveis da enzima aumentaram significantemente
guando comparada aos outros grupos tratados, corroborando com os dados achados no
presente estudo.

No estudo com o extrato etandlico da alga vermelha Gelidium amansii,
observou-se que nas concentragdes de 20 ou 40 pg/mL, o extrato aumentou
substancialmente os niveis de SOD em compara¢do com o grupo controle. O estudo
mostrou que tal extrato suprime a producdo de EROs, e protege as células contra o
estresse oxidativo através da ativacao destas enzimas antioxidantes (SEO et al., 2012).

No que diz respeito a atividade enzimatica da catalase (CAT) neste estudo, pode-
se observar que ndo houve alteracdes significativas em nenhum dos grupos tratados,

mesmo no grupo tratado com metformina 600 pg/kg (Figura 8, p. 51).
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Alves (2015), no estudo com BTL, mostrou que em relacéo a catalase, os niveis
da enzima estavam aumentados no 7° dia de tratamento, porém, os niveis declinaram a

partir do 14° dia de tratamento.

Figura 8. Quantificacdo enzimatica de catalase em ratos diabéticos tratados com BSL
nas concentragdes de 600, 300 e 150 pg/kg, aferidos nos dias 0, 30, 60, 90 e 120. *:
p<0,05 comparado ao controle negativo (NaCl 0,15 M #: p<0,05 comparado ao controle
positivo (Metformina 600 ug/kg);
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Fonte: elaborado pelo autor

Em relacdo aos niveis de glutationa peroxidase (GPx) (figura 9, p.52), percebe-
se gje os niveis de atividade desta enzima permanecem similares em todos 0s grupos no
primeiro dia de coleta (dia 0). Porém, ao analisar os resultados das coletas posteriores,
(dia 30 e 60), pode-se perceber um aumento significativo da atividade enzimatica nos
grupos tratados com BSL nas trés concentragcdes (600, 300, 150 pg/kg) quando
comparados ao controle negativo e também ao controle positivo.

Este aumento significativo tende a permanecer nas coletas subsequentes, apds
decorridos 90 e 120 dias de tratamento, ressaltando-se que BSL 600 pg/kg obteve
diferenca significativa quando comparada as concentragdes de 300 e 150 pg/kg (dados
ndo mostrados no grafico). Isto demonstra, mais uma vez, que BSL 600 pg/kg possui

melhor atividade quando comparada & metformina e a suas duas outras concentragdes.
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Figura 9. Quantificacdo enzimatica de glutationa peroxidase em ratos diabéticos
tratados com BSL nas concentragdes de 600, 300 e 150 pg/kg, aferidos nos dias 0, 30,
60, 90 e 120. *: p<0,05 comparado ao controle negativo (NaCl 0,15 M #: p<0,05
comparado ao controle positivo (Metformina 600 pg/kg);
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Fonte: elaborado pelo autor

Ao testar a atividade enzimatica de GPx, Alves (2015) observou-se que ao tratar
0s animais diabéticos com BTL, nas concentra¢des de 600 e 900 nug/kg, houve aumento
significativo da atividade enzimatica, podendo ser comparada ao controle positivo
utilizado no estudo (glibenclamida), corroborando os dados do presente estudo, onde
BSL aumentou significativamente a atividade enzimatica de GPx nos trés grupos
tratados.

Foi comprovado por Silva et al. (2011) que ha uma aumento do estresse
oxidativo, com o estabelecimento do DM2, o que pode contribuir para complicacdes
dessa doenca. No que diz respeito a este estudo, observou-se que os niveis de atividade
de enzimas antioxidantes aumentaram significantemente nos grupos tratados com a
lectina de B. seaforthii. Provavelmente, a lectina age aumentando a quantidade de
enzimas antioxidantes, porém néo se sabe ainda qual o mecanismo envolvido.

Estudo realizado com o extrato aquoso das algas marinhas vermelhas Halimeda

incrassata e Bryothamnion triquetrum, mostrou que tais extratos possuem capacidade
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antioxidante em células com estresse oxidativo gerado por MeHgCI (cloreto de metil
mercurio), protegendo as células de morte celular (FALLARERO et al., 2003).

Estudo realizado por Vidal et al. (2006) também demonstrou atividade
antioxidante do extrato da alga vermelha de Bryothamnion triquetrum. Uma
desvantagem de se utilizar o extrato, é que ndo se sabe quais compostos da alga foram
responsaveis por tal atividade, porém, nos estudos realizados por Alves (2015) com a
lectina extraida de B. triquetrum (BTL), houve aumento importante da atividade
antioxidante nos animais diabéticos induzidos por estreptozotocina. Isto pode indicar
que os resultados antioxidantes dos extratos, podem ser devido a porcdo protéica da
lectina.

Numerosos estudos demonstraram que 0s extratos de plantas ou fitoquimicos
que tém propriedades antioxidantes podem melhorar a disfungdo das células B no
diabetes (WU; YAN, 2015). Este estudo poderéa servir de guia futuro para investigacoes
de novos medicamentos na &rea de distlrbios metabdlicos como DM2, estresse
oxidativo e dislipidemias.

O HOMA consiste num modelo matematico baseado nas concentracGes de
insulina e glicose em jejum. O HOMA-IR avalia a resisténcia a insulina e 0 HOMA-
avalia a capacidade funcional das células . Como na resisténcia a insulina, as células
ndo conseguem captar a glicose circulante, hd uma hiperglicemia plasmatica, e para
compensar essa quantidade de glicose, as células  tendem a aumentar a produgdo de
insulina, provocando também uma hiperinsulinemia, na tentativa de se obter uma
resposta fisiol6gica adequada (RADZIUK et al., 2006).

A vantagem de valores HOMA é que os calculos sdo relativamente simples e
derivam de parametros normalmente analisados durante os exames clinicos e
laboratoriais de rotina (CERSOSIMO et al., 2014).

A medida de referéncia para se definir resisténcia a insulina, de acordo com o
fabricante do kit, é de > 2,7 %.

A avaliagdo do método de HOMA-IR (figura 10, p. 54), demonstrou que na
primeira coleta (dia 0) todos os grupos do experimento estavam com niveis de
resisténcia a insulina no valor aproximado de 5%. Ja nos dias 30, 60, 90 e 120 houve
aumento dos niveis de resisténcia no grupo tratado com NaCl 0,15M e diminuigéo
significativa nos grupos tratados com metformina 600 ug/kg e BSL (600, 300 e 150
ug/kg), em relagdo ao controle negativo.
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Figura 10. Niveis de HOMA-IR de ratos diabéticos tratados com BSL nas
concentragdes de 600, 300 e 150 pg/kg, aferidos nos dias 0, 30, 60, 90 e 120. *: p<0,05
comparado ao controle negativo (NaCl 0,15 M #: p<0,05 comparado ao controle
positivo (Metformina 600 ug/kg);
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Fonte: elaborado pelo autor

Em estudo realizado por Yang et al. (2015), em ratos diabéticos induzidos por
nicotinamida-estreptozotocina, observou-se que houve uma maior resisténcia a insulina
em todos 0s grupos, 0 que caracteriza 0 DM2. Ao administrar o extrato da alga
vermelha Gelidium amansii, observou-se que 0s niveis de resisténcia a insulina
diminuiram significantemente, corroborando os achados do presente estudo, visto que o
grupo tratado com NaCl 0,15M teve aumento dos niveis de resisténcia, enquanto os
demais grupos tratados diminuiram.

Em outro estudo realizado por Kitano et al. (2012), utilizando o método de
HOMA-IR, percebeu-se que ao utilizar um polissacaridio derivado da alga vermelha
Porphyra yezoensis, houve diminuicdo significativa da resisténcia a insulina,
melhorando o0 metabolismo da captacdo de glicose em ratos com diabetes induzido
geneticamente.

No que diz respeito a avaliagdo do HOMA-B (figura 11, p. 55), percebe-se que
no dia O (primeira coleta), a capacidade funcional das células f se mantém

aproximadamente a mesma em todos 0s grupos tratados. Ao se avaliar o dia 30,
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observa-se que houve reducéo significativa da producédo de insulina nos grupos tratados
com BSL quando comparados ao controle negativo. Observa-se também, que BSL 600
ug/kg obteve melhor resultado quando comparadas as duas outras concentra¢ées (300 e
150 ug/kg). A reducdo significativa se mantém nos dias 60, 90, 120, ressaltando-se aqui,
que nas trés coletas subsequentes, BSL 600 pg/kg foi estatisticamente igual ao controle

positivo, metformina, mostrando diferenca significativa nos dias 90 e 120.

Figura 11. Niveis de HOMA-p de ratos diabéticos tratados com BSL nas concentra¢es
de 600, 300 e 150 pg/kg, aferidos nos dias 0, 30, 60, 90 e 120. *: p<0,05 comparado ao
controle negativo (NaCl 0,15 M #: p<0,05 comparado ao controle positivo (Metformina
600 pg/kg);
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Fonte: elaborado pelo autor

E importante ressaltar que no grupo tratado com NaCl 0,15 M a producéo de
insulina tende a aumentar a cada coleta analisada. E que BSL na concentracéo de 600
ng/kg, passados 90 dias do tratamento, a lectina obteve melhor resultado do que o
controle positivo.

Os valores de referéncia para definir hiper-secrecédo de insulina, devem proximos
a 250% e para secrecdo insuficiente de insulina, proximos a 60%, de acordo com o
fabricante do kit. A interpretacdo dos dados do presente estudo infere que todos os
grupos tratados estdo com hipersecrecdo ao inicio do tratamento, porém, com a

administracdo de BSL, percebe-se uma reducéo desta secrecao.
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Sabe-se que o feedback entre as fontes enddgenas de glicose e as células
pancredticas depende da concentracdo basal de glicose no plasma que é regulada pela
acdo da insulina e a concentracdo de insulina no plasma depende da capacidade de
resposta das células B a concentracdo de glicose. Uma vez que a hipersecrecdo de
insulina ndo consegue compensar 0 grau de resisténcia a insulina, a hiperglicemia se
torna clinicamente significativa e a deterioracdo da residual da célula B é acelerada
(CERSOSIMO et al., 2014).

Em relacdo a andlise histopatologica do figado (figura 12, p. 59), observa-se que
em todos 0s grupos analisados, 0s hepatocitos estavam bem preservados, apresentando
apenas leve congestdo e dilatacdo dos sinusoéides, que provavelmente deve-se ao
manuseamento do érgdo para sua excisdo.

A andlise do figado € importante ao se avaliar se a lectina poderia induzir
toxicidade celular. Como nédo foram encontrados sinais de necrose, fibrose ou infiltrado
inflamatorio, infere-se que a lectina ndo possui efeitos toxicos nos hepatécitos. Além
desta andlise, é importante avaliar os danos hepaticos causados pela hiperglicemia, de
acordo com a morfologia das células e auséncia de sinais inflamatorios, infere-se que
ndo houve sinais evidentes de presenca de danos.

Alves (2015) ao analisar a morfologia das células hepaticas, observou que houve
alteracdo morfoldgica citoplasmatica consideravel com presenca de granulacdes
inespecificas e regular congestao de sinusdides hepaticos nos grupos tratados com NaCl
0,15 M e com glibenclamida 600 pg/kg. No grupo tratado com BTL 900 pg/kg e 600
ug/kg, houve preservacao celular com auséncia de granulacao citoplasmatica e presenca
de discreta congestdo nos sinusoides.

Em estudo realizado por Kang et al. (2010), os autores avaliaram as
concentracdes de alanina aminotransferase (ALT) que se mostraram alteradas quando
comparadas ao grupo controle, podendo ser consequéncia de danos hepaticos. Isto €
considerado um resultado da insulino resisténcia, do aumento da producéo de citocinas
pré-inflamatorias e do estresse oxidativo. Além disso, a prevaléncia de elevada ALT ¢é
de 3-4 vezes maior em pacientes com diabetes (WEST et al., 2006).

Quando se analisou o corte histolégico do pancreas dos animais de todos 0s
grupos, percebeu-se que houve boa preservacdo das ilhotas de Langerhans, sem
nenhuma presenca de necrose ou fibrose. Este efeito pode se dever a administracao

precoce de nicotinamida, que protege as células B de morte celular (figura 13, p. 60).
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Em ilhotas com a presenca de DM2 ¢ esperado encontrar redu¢do do seu nimero
e tamanho, infiltragdo leucocitaria e desgranulacdo das células B pela deplegdo de
insulina armazenada (COTRAN et al., 2000). E em animais que tiveram o diabetes
induzido farmacologicamente, as ilhotas podem sofrer alteracbes funcionais e
morfologicas, decorrentes de varios fatores, dentre os quais, a producdo de radicais
livres (LIMA et al., 2001).

Na anélise em relacdo as ilhotas do pancreas, foram avaliados: quantidade de
ilhotas no pancreas por corte, de cada lamina separadamente e depois foi feito a média
por grupo, para avaliar se houve disparidades em relacdo a quantidade por grupo;
heterogeneidade entre os tamanhos das ilhotas, para avaliar se o diabetes induzido
diminuiu o tamanho das ilhotas ou se a lectina poderia induzir hipertrofia de ilhotas, por
isso, analisou-se também a presenca de ilhota proximo ao ducto pancreatico, que
caracteriza probabilidade de hipertrofia de ilhotas (REINECKELUTHGE; KOPPEL,

2000). O resultado encontra-se na tabela 2.

Tabela 2: Média dos grupos com relacdo a avaliacdo pancreatica:

Grupos Media Media das Heterogeneidade Ilhota
guantidade maiores nos tamanhos proximo ao

de ilhotas ilhotas das ilhotas ducto
pancreatico

NaCl 0,15M 17 333 ELEVADA LEVE
Metformina 600 15,4 294 LEVE AUSENTE

Ha/kg

BSL 600 pg/kg 22,8 358 LEVE ELEVADA

BSL 300 pg/kg 16,6 466 ELEVADA LEVE
BSL 150 pg/kg 30 451 ELEVADA AUSENTE

Fonte: elaborado pelo autor

Observa-se que nos grupos tratados com NaCl 0,15M e metformina 600 pg/kg, a
quantidade e o tamanho das ilhotas de Langerhans foram menores, quando comparado a
todos os grupos tratados com a BSL, podendo indicar que a lectina estimula a produgéo
das células B. Em relacdo a heterogeneidade dos tamanhos das ilhotas, percebe-se que
nos grupos tratados com metformina 600 pg/kg e BSL na concentragdo de 600 pg/kg,
houve menor divergéncia entre os tamanhos, podendo indicar que tais tratamentos
possuem poder de preservacao de ilhota melhor do que os demais. E apenas no grupo

tratado com BSL na concentracdo de 600 e 300 pg/kg foram encontradas ilhotas
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proximas ao ducto pancredtico, indicando que a lectina nesta concentracdo pode
estimular a hipertrofia destas células pancreéticas.

Em estudo realizado por Lima et al. (2001), em relagcdo & morfologia das ilhotas
pancreaticas e levando-se em consideracdo a area total de células por ilhota, observou-
se que as células B dos ratos com Diabetes mellitus, induzido por aloxano ou
estreptozotocina, estdo dispersas e com forma distorcida. Tais dados foram confirmados
por Gomes e Dourado (2010) que encontraram alteraces no nimero e tamanho das
células B e distor¢do da citoarquitetura em ratos diabéticos induzidos por aloxano. J& no
estudo realizado por Goda et al. (2001), ndo foram encontradas diferengas entre 0s
tamanhos das ilhotas no DM2.

No estudo realizado por Kang et al. (2010), a histologia das células das ilhotas
pancreaticas mostrou conservacdo normal das ilhotas no grupo controle (ndo diabético),
no entanto, no grupo diabético tratado dom NaCl houve uma clara diminuigdo na érea
ocupada pelas células B, com ilhotas de Langerhans encolhidas, exibindo alteragdes
degenerativas, necrdticas e vacuolos. Porém, o grupo tratado com o extrato metandlico
da alga marinha Ecklonia cava obteve recuperacdo moderada mediante o tratamento,
com o aumento do tamanho das ilhotas de Langerhans e exibindo menos mudancas
degenerativas em comparacdo com o grupo tratado com NaCl, o que corrobora com os
dados do presente estudo. Tais resultados foram acompanhados por reducdo
significativa da concentracdo de glicose sanguinea, dos ratos tratados com o extrato. O
autor explica a acdo do extrato por ativacdo das vias AMPK-ACC (proteina quinase
ativada por AMP) e PI3K, ambas envolvidas na a¢do da insulina.

No estudo realizado por Alves (2015), com relacdo aos achados das células
pancreaticas, houve acentuada diminuicdo do tamanho das ilhotas no grupo controle
negativo, com diminuicdo acentuada da quantidade de células endocrinas. A
administracdo de BTL na concentracdo de 600 ug/kg apresentou protecdo as ilhotas
guando comparados aos demais grupos com aumento de celularidade de péancreas

enddcrino, também corroborando os achados do presente estudo.



59

Figura 12. Fotomicrogafia de células hepéticas (Aumento 200x) — I. Grupo NaCl; 1I.
Grupo Metformina 600 pg/kg; 11. Grupo BSL 600 pg/kg; 1V. Grupo BSL 300 pg/kg;
V. Grupo BSL 150 pg/kg. Setas vermelhas: vasos; Setas amarelas: hepatocitos com
morfologia normal; Setas verdes: congestdo dos sinusoides.

Fonte: préprio autor
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Figura 13. Fotomicrografia de células pancreaticas (aumento em 200x) — I. Grupo NaCl;
Il. Grupo Metformina 600 pg/kg; HI. Grupo BSL 600 pg/kg; IV. Grupo BSL 300
Mg/kg; V. Grupo BSL 150 pg/kg . Setas vermelhas: Vasos; Setas laranjas: Ilhotas de
Langerhans; Setas azuis: Células B; Setas pretas: Ductos pancreéticos.

Fonte: proprio autor
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6 CONCLUSOES

A lectina isolada da alga marinha vermelha Bryothamnion seaforthii (BSL)
possui efeito na diminuicdo da hiperglicemia e hiperlipidemia, assim também

como no perfil antioxidante em animais diabéticos.

Os efeitos antihiperglicémico e antioxidante da BSL assemelharam-se ao
tratamento com a droga considerada padrdo-ouro, a metformina, muitas vezes
obtendo efeito melhor do que a droga. Além disso, mais estudos especificos
deverdo ser realizados para identificar os provaveis mecanismos de acdo da

lectina na interacdo com o receptor de insulina ou outra estrutura.

Com a avaliacdo dos testes HOMA, no presente estudo, observou-se que houve
diminuicdo significativa da producdo de insulina pelas células B pancreaticas e
uma diminuicdo da resisténcia a insulina, que, juntamente com a redugdo da
glicemia. Todavia, mais investigacfes sdo necessarias para averiguar desta
teoria, avaliando a expressdo do receptor da insulina e ensaio para aumento de

fosforilacdo, tais como teste de imunohistoquimica e RTg-PCR.

O resultado do histopatoldgico deste estudo em conjunto com o perfil
bioguimico e enzimatico sugere que a BSL induz protecdo tecidual, podendo até
estimular a proliferacdo das células B. Contudo, mais estudos, como a

imunohistoquimica, precisam ser realizados para avaliagdo destes dados.
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