@

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA DE PESCA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIOTECNOLOGIA DE RECURSOS
NATURAIS

MAYARA FREIRE DE ALENCAR ALVES

ATIVIDADE ANTIHIPERGLICEMICA E ANTIOXIDANTE DE LECTINA DE
Bryothamnion triquetrum EM RATOS COM DIABETES INDUZIDO POR
ESTREPTOZOTOCINA

FORTALEZA
2015



MAYARA FREIRE DE ALENCAR ALVES

ATIVIDADE ANTIHIPERGLICEMICA E ANTIOXIDANTE DE LECTINA DE Bryothamnion
triquetrum EM RATOS COM DIABETES INDUZIDO POR ESTREPTOZOTOCINA

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pés-Graduacdo em Biotecnologia de
Recursos Naturais do Departamento de
Engenharia de Pesca da Universidade
Federal do Ceara, como requisito parcial

para obtencdo do titulo de mestre em
Biotecnologia de Recursos Naturais.

Orientador: Prof. Dr. Edson Holanda
Teixeira

FORTALEZA
2015



Dados Internacionais de Cataloga¢éo na Publicagao
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo modulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

A48 Alves, Mayara Freire de Alencar.
Atividade antihiperglicémica e antioxidante de lectina de Bryothamnion triquetrum em
ratos com diabetes induzido por estreptozotocina / Mayara Freire de Alencar Alves. — 2015.
53 f. :il. color.

Dissertagao (mestrado) — Universidade Federal do Ceara, Centro de Ciéncias Agrarias,
Programa de Pés-Graduacgao em Biotecnologia de Recursos Naturais, Fortaleza, 2015.
Orientagdo: Prof. Dr. Edson Holanda Teixeira.

1. Diabetes. 2. Lectina de algas. 3. Estresse oxidativo. I. Titulo.

CDD 660.6




MAYARA FREIRE DE ALENCAR ALVES

ATIVIDADE ANTIHIPERGLICEMICA E ANTIOXIDANTE DE LECTINA DE Bryothamnion
triquetrum EM RATOS COM DIABETES INDUZIDO POR ESTREPTOZOTOCINA

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pés-Graduagdo em Biotecnologia de
Recursos Naturais do Departamento de
Engenharia de Pesca da Universidade
Federal do Ceara, como requisito parcial

para obtencdo do titulo de mestre em
Biotecnologia de Recursos Naturais.

Data da aprovacao: 13 /02 /2015.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Edson Holanda Teixeira (Orientador)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Alexandre Holanda Sampaio
Universidade Federal do Ceara (UFC)

P#ofPrJorge Luis Martins

Universiaaae reaeral ae Pelotas (UFPel)


UFC
Retângulo


A Deus, minha protegdo, minha forga,
meu amparo.

A minha familia que se dedica, participa e
investe na minha educacéao.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

A diversidade da vida por todas as possibilidades de investigacéo: a busca
por respostas e a formulagéo de novas perguntas.

Aos meus pais, Gesser e Elioene por todo carinho e apoio durante os meus
anos de educacgao e por me incentivarem a seguir a carreira académica.

Aos meus irmaos nao de sangue, mas, de coragédo: Milena Abrédo, Bruno
Jaegger, Nayara Oliveira, Dayana Alves e André Guimarées, juntos desde o inicio da
graduacgao até o resto da vida.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Edson Holanda Teixeira, pela confianga conferida
a mim nesse periodo. Aos seus conselhos profissionais, as discussdes, as risadas
compartilhadas entre nos foram todos passos para construir 0 meu caminho
académico.

Aos Prof. Dr. Alexandre e Prof. Dr. Jorge por terem aceitado participar da
banca contribuindo para o enriquecimento deste trabalho.

A equipe do Laboratério Integrado de Biomoléculas principalmente aos
cuidados especiais do doutorando Luiz pelas eternas discussdes para inicio do
projeto e desenvolvimento deste. Bruno Rocha pelos conselhos a uma recém
integrante do meio cientifico e sua parceria nas confraternizacées. Chica Kalline pelo
apoio psicolégico e técnico em todas as etapas do experimento e pelo agradavel
convivio que ainda ird perdurar por muito tempo, espero. Camila Aparecida, Camila
Nottingham, Juliana e Gleiciane, estudantes de iniciacao cientifica, que foram de
suma importancia para realizacao de todo o experimento.

Aos Pos-doutorandos Mayron e Vava pela disposicdo conferida sempre que
necessaria e que foi de grande valia para a construcdo do conhecimento cientifico.

Aos professores do Programa de Poés-graduagcdo em Biotecnologia de
Recursos Naturais.

A CAPES e a FUNCAP pelo auxilio financeiro

Agradeco.



‘Deem gracas ao Senhor porque ele é
bom; o seu amor dura para sempre.”
(Salmo 118,1)



RESUMO

Diabetes mellitus é uma sindrome metabdlica de origem multipla, decorrente da falta
de insulina e/ou da incapacidade de a insulina exercer adequadamente seus efeitos,
causando um aumento da glicose no sangue. O diabetes acontece porque o
pancreas nao é capaz de produzir o hormdnio insulina em quantidade suficiente para
suprir as necessidades do organismo, ou porque este horménio ndo é capaz de agir
de maneira adequada (resisténcia a insulina). Evidéncias sugerem que as lesdes
causadas pelo estresse oxidativo causado pelos radicais livres contribuem para as
complicagbes do diabetes diminuindo as defesas antioxidantes enzimaticas e estas
estdo correlacionadas com a gravidade das alteracbes patoldgicas. Os produtos
naturais tém sido a maior fonte de inspiracao para diversas areas da quimica e da
ciéncia de um modo geral. Usando, copiando ou modificando as moléculas
sintetizadas pelos seres vivos, 0 homem tem obtido inovagdes para o seu beneficio
em diversas areas e, entre elas, a producdo de farmacos. Lectinas de algas
marinhas sao descritas como possuidoras de atividade anti-inflamatoria,
antimutagénica, antitumoral, e propriedades antihipertensivas. O presente estudo
teve como objetivo avaliar a atividade antihiperglicémica e antioxidante da lectina de
Bryothamnion triquetrum (BTL) in vivo. Para esta avaliacdo ratos Wistar foram
induzidos a hiperglicemia utilizando estreptozoticina e a eficacia e eficiéncia do
tratamento foi avaliado a partir de coletas de soro para mensuracdo de glicose,
colesterol total, triglicérides, glutationa peroxidase, catalase e superdoxido dismutase
nos periodos 7, 14 e 21 dias apo6s confirmacado da hiperglicemia, sendo feita a
excisdo de pancreas e figado no dia 21 para analise histopatoldgica. Os resultados
demonstraram que BTL apresentou eficiéncia e eficacia quando comparada a droga
padréo-ouro, a glibenclamida, promovendo diminuicdo dos niveis séricos de glicose,
colesterol total, triglicérides e aumentando os niveis de enzimas antioxidantes. Em
conclusédo, estes achados propdem que a BTL promove uma potente protecdo aos
danos causados pela diabetes induzida.

Palavras-chave: Diabetes. Lectina de algas. Estresse oxidativo



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a metabolic syndrome multiple origin, due to the lack of insulin
and / or insulin inability properly exert its effects, causing an increase in blood
glucose. Diabetes is because the pancreas is not able to produce the hormone
insulin in sufficient quantities to meet the needs of the body, or because this hormone
are not able to act appropriately (insulin resistance). Evidence suggests that
caudadas injury by oxidative stress caused by free radicals contribute to the
complications of diabetes by decreasing the enzymatic antioxidant defenses, and
these are correlated with the severity of the pathological changes. Natural products
have been the major source of inspiration for many areas of chemistry and science in
general. Using, copying or modifying the molecules synthesized by living things, man
has obtained innovations to your benefit in several areas, and among them, the
production of drugs. Lectins seaweed are described as having anti-inflammatory
activity, antimutagenic, anti-tumor, and anti-hypertensive properties. This study
aimed to evaluate the antihiperglicemic and antioxidant activity of lectin
Bryothamnion triquetrum (BTL) in vivo. For this evaluation Wistar rats were induced
hyperglycemia using streptozotocine and the effectiveness and efficiency of
treatment was evaluated from serum samples for measurement of glucose, total
cholesterol, triglycerides, glutathione peroxidase, catalase and superoxide dismutase
in the periods 7, 14 and 21 days after confirmation of hyperglycemia, being made
excision of pancreas and liver on day 21 for histopathological analysis. The results
presented show that BTL efficiency and effectiveness when compared to gold
standard drug; glibenclamide promoting reduction in serum levels of glucose, total
cholesterol, triglycerides and increasing the levels of antioxidant enzymes. In
conclusion, these findings suggest that the BTL promotes a powerful protection to
damage induced diabetes.

Keywords: Diabetes. Lectin algae. Oxidative stress.
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1 INTRODUGAO
1.1 DIABETES MELLITUS

Diabetes Mellitus (DM) nao é uma Unica doenga, mas um grupo heterogéneo
de disturbios metabdlicos que apresenta em comum a hiperglicemia, a qual é o
resultado de defeitos na acdo da insulina, na secrecao de insulina ou em ambas
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2014). A classificacdao atual do DM
proposta pela Organizagao Mundial de Saude (OMS) e pela Associagdo Americana
de Diabetes (ADA) baseia-se na etiologia, e ndo no tipo de tratamento, portanto os
termos DM insulino dependente e DM insulino independente devem ser eliminados
dessa categoria classificatéria. (ASSOCIACAO AMERICANA DE DIABETES, ¢2009;
ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, ¢1999).

Sendo o diabetes mellitus uma doenga metabdlica crénica caracterizada por
disturbio no metabolismo da glicose, relaciona-se fisiologicamente a deficiéncia de
insulina, resultando no aumento da concentracao de glicose no sangue, denominada
hiperglicemia, condig&o principal definida pela OMS para determinagdo da doenga
(FIGURA 1). Esta doenca esta acompanhada frequentemente por complicacoes
micro e macrovasculares, que afetam principalmente o sistema cardiovascular e o0
sistema nervoso, causando problemas como: doenca isquémica do coracao,
acidente vascular cerebral, doenga vascular periférica, retinopatia, nefropatia e
neuropatia (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, c2006; SOUZA et al., 2012).
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Figura 1 - Metabolismo no diabetes mellitus
= O Glicose

1w Figad Masculo .«
L’[’ - os;_nxeseoe []‘{] e de[] {]swu Bt

glcogénio ghcogénio
<z )— ) Gliconeogénese T in
i — ;;g:: Traciglicerol
Gheogénio  Gleogendise 4—{6&3@-3-@}—- Glmrol ]-I Glicogbnio Gicogendise I(‘;L'DO‘ISE
r ’ _ - Piruvato Acidos graxos
ey (o gt o
B — -

J Ciclo Oxidagao de
Ciclo * do TCA Liaad o

do TCA Proleina

—
AGdos graxos %
¥ .
Corpos cetdnicos O - .
Tecido adiposo . |

—
P Acidos graxos

Lipdise A

Tracigkcerol

Fonte: Baynes (2007).

Ha uma habilidade diminuida dos tecidos para utilizarem glicose devido a falta
de insulina ou a uma acao defeituosa da insulina. A hiperglicemia é causada pelo
efeito combinado da captagéo periférica da glicose diminuida e da gliconeogénese
hepatica aumentada. Na figura 1 note o excesso de acidos graxos disponiveis para o
figado, junto com o ciclo do TCA menos eficiente (BAYNES, 2007).

A deficiéncia de insulina, fator determinante para ocorréncia da fisiopatologia,
pode ocorrer devido a sua secrecao inadequada, devido a uma producéo insuficiente
deste horménio ou da faléncia das células beta em reconhecer os estimulos para
secrecao de insulina. Ou ainda, pode ser decorrente da acao minimizada da insulina,
em virtude da reducdo de seus receptores na superficie das células-alvo (PEREIRA,
2008; ASSOCIACAO AMERICANA DE DIABETES, 2004). A hiperglicemia tem sido
identificada na patogénese da lesdo endotelial no diabetes e, em particular, no
diabetes tipo 1 (DM1), que esta presente em 5% a 10% da populacédo apresentando
disfungéo endotelial mesmo quando a normoglicemia é alcangada sendo sugerido
que o estresse oxidativo tenha papel central na patogénese das complicagdes do
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diabetes (THOMAS, 2002; HUVERS, 1999; DOGRA, 2001; BROWNLEE, 2001). Na
maioria dos casos de DM1, a destruicdo de células beta é mediada por
autoimunidade, porém existem casos em que nao ha evidéncias de processo
autoimune, sendo, portanto, referidos como forma idiopatica de DM1. Os
marcadores de autoimunidade sdo os auto-anticorpos  anti-insulina,
antidescarboxilase do acido glutamico, antitirosina-fosfatases e antitransportador de
zinco (PALMER, 1983; BAEKKESKOV, 1990). Esses anticorpos podem estar
presentes meses ou anos antes do diagndstico clinico, ou seja, na fase pré-clinica
da doenga, e em até 90% dos individuos quando se detecta hiperglicemia. Além do
componente autoimune, 0 DM1 apresenta intensa associagéo a determinados genes
do sistema antigeno leucocitario humano (HLA), alelos que podem suscitar o
desenvolvimento da doenga ou proteger contra ela (TODD, 1987; ERLICH, 2008).

O DM2 é a forma presente em 90% a 95% dos casos e caracteriza-se por
defeitos na agdo e secre¢do da insulina. Em geral, ambos os defeitos estdo
presentes quando a hiperglicemia se manifesta, porém pode haver predominio de
um deles. A maioria dos pacientes com essa forma de DM apresenta sobrepeso ou
obesidade, e cetoacidose raramente se desenvolve de modo espontaneo, ocorrendo
apenas quando se associa a outras condi¢ées como infec¢cées. O DM2 pode ocorrer
em qualquer idade, mas é geralmente diagnosticado apds os 40 anos (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2014). Determinados grupos raciais e culturais
apresentam um maior risco: 0s da raga negra e os hispanicos apresentam um risco
duas a trés vezes maiores de apresentar o diabetes tipo 2. Eles também tendem a
ocorrer em familia. Outras causas menos comuns de diabetes sdo a concentracéo
anormalmente alta de corticosteréides, a gravidez (diabetes gestacional),
medicamentos e venenos que interferem na producdo ou nos efeitos da insulina,
acarretando uma concentracéo sérica alta de glicose (PASSOS et al., 2005).

O DM vem aumentando sua importadncia pela sua crescente prevaléncia e
habitualmente esta associado a dislipidemia, a hipertensao arterial e a disfuncéao
endotelial sendo um problema de saude considerado Condicdo Sensivel a Atencao
Primaria, ou seja, evidéncias demonstram que o bom manejo deste problema ainda
na Atencdo Baéasica evita hospitalizacbes e mortes por complicacdes
cardiovasculares e cerebrovasculares (ALFRADIQUE, 2009).

A prevaléncia de DM nos paises da América Central e do Sul foi estimada em
26,4 milhGes de pessoas e projetada para 40 milhdes, em 2030. Nos paises
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europeus e Estados Unidos da América (EUA) este aumento se dara, em especial,
nas faixas etarias mais avangadas devido ao aumento na expectativa de vida,
enquanto que nos paises em desenvolvimento este aumento ocorrera em todas as
faixas etarias, sendo que no grupo de 45 a 64 anos, a prevaléncia sera triplicada e
duplicada nas faixas etarias de 20 a 44 anos e acima de 65 anos (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2012).

No Brasil, dados da Vigilancia de Fatores de Risco e Protecédo para Doencgas
Crbnicas mostram que a prevaléncia de diabetes autorreferida na populacdo acima
de 18 anos aumentou de 5,3% para 5,6%, entre 2006 e 2011. Ao analisar esse dado
de acordo com o género, apesar do aumento de casos entre os homens, que eram
4,4%, em 2006, e passaram para 5,2%, em 2011, as mulheres apresentaram uma
maior proporcao da doenca, correspondendo a 6% dessa populacdo. Além disso, a
pesquisa deixou claro que as ocorréncias sdo mais comuns em pessoas com baixa
escolaridade (BRASIL, 2010b). Os numeros indicam que 7,5% das pessoas que tém
até oito anos de estudo possuem diabetes, contra 3,7% das pessoas com mais de
12 anos de estudo, uma diferenca de mais de 50%%. O DM aumenta de acordo com
a idade da populagéo: 21,6% dos brasileiros com mais de 65 anos referiram a
doenca, um indice bem maior do que entre as pessoas na faixa etaria entre 18 e 24
anos, em que apenas 0,6% sao pessoas com diabetes. Com relagdo aos resultados
regionais da pesquisa, a capital com o maior numero de pessoas com diabetes foi
Fortaleza, com 7,3% de ocorréncias. Vitéria teve o segundo maior indice (7,1%),
seguida de Porto Alegre, com 6,3%. Os menores indices foram registrados em
Palmas (2,7%), Goiania (4,1%) e Manaus (4,2%) (BRASIL, 2010b).

Diante dos dados epidemiolégicos apresentados e das consequéncias
negativas para a saude publica, € de fundamental importancia o desenvolvimento de
ferramentas biotecnologicas que auxiliem tanto na terapia quanto no melhor

entendimento da fisiologia da doenca.

1.2 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo € um estado de desequilibrio entre a producédo de
espécies reativas de oxigénio (EROS) e a capacidade antioxidante endbgena e o
seu papel como determinante principal do inicio e da progressdo das complicacdes
cardiovasculares associadas ao DM tem sido alvo de grande interesse (TANIYAMA,
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2003). Mecanismos bioquimicos tém sido propostos para explicar as anormalidades
estruturais e funcionais associadas com a exposi¢cdo prolongada dos tecidos
vasculares a hiperglicemia com indicios de que a capacidade antioxidante enddégena
esteja prejudicada nos individuos diabéticos, dificultando a remogéo dos radicais
livres (SANTINI, 1997).

A geracgao de radicais livres constitui, por exceléncia, um processo continuo e
fisiolégico, cumprindo fungdes bioldgicas relevantes. Durante o0s processos
metabdlicos, esses radicais atuam como mediadores para a transferéncia de
elétrons nas varias reacdes bioquimicas. Sua producao, em propor¢coes adequadas,
possibilita a geragdo de ATP (energia), por meio da cadeia transportadora de
elétrons; fertilizacao do évulo; ativacdo de genes; e participacdo de mecanismos de
defesa durante o processo de infecgdo. Porém, a producao excessiva pode conduzir
a danos oxidativos (SHAMI, 2004).

A instalacdo do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracao
excessiva de radicais livres ou em detrimento da velocidade de remocédo desses
(FIGURA 2). Tal processo conduz a oxidagdo de biomoléculas com consequente
perda de suas fungdes biologicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja
manifestacdo é o dano oxidativo potencial contra células e tecidos (HALLIWELL,
2004).
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Figura 2 - Mecanismo de desenvolvimento de complicagdes microvasculares e
macrovasculares do diabetes mellitus

Fonte: Baynes (2007).

O controle da glicemia esta associado ao desenvolvimento de complicacées
microvasculares no diabetes tipo 1 e tipo 2 e ao risco cardiovascular aumentado,
particularmente no diabetes tipo 2. O estresse oxidativo, a glicosilacdo de proteinas
e a formagé&o de produtos finais de glicosilagdo sdo os mecanismos candidatos mais
importantes ao desenvolvimento de complicagcbes microvasculares. A hiperglicemia
estimula a geracao de EROS pelo aumento do fluxo de equivalentes redutores pela
cadeia respiratéria e pela formacao de AGE, que gera EROS em diferentes estagios
de seu metabolismo. A toxicidade das EROS est4 associada ao dano estrutural e
funcional em proteinas e aos fenémenos inflamatérios induzidos por meio, por
exemplo, da via do NFkB pré-inflamatério. O dano endotelial é particularmente
importante. As EROS também interferem na sinalizacdo da insulina, contribuindo
para a resisténcia a insulina. A inflamacao e a resisténcia a insulina sdo importantes
no desenvolvimento de aterosclerose, causando doenga macrovascular. De forma

importante, o estresse oxidativo aumentado e a inflamacgéo crénica de baixo grau
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também tém sido observados na obesidade antes do desenvolvimento de diabetes
(BAYNES, 2007).

Os mecanismos de geracdo de radicais livres ocorrem, normalmente, nas
mitocdndrias, membranas celulares e no citoplasma. Tais mecanismos podem,
especialmente, ser favorecidos pelos ions ferro e cobre. A mitocéndria, por meio da
cadeia transportadora de elétrons, € a principal fonte geradora de radicais livres
(GREEN, 2004; KOURY, 2003).

O sistema de defesa enzimatico inclui as enzimas:

a) Catalase — Hemeproteina citoplasmatica, presente nos principais érgaos,
estando especialmente concentrada no figado e eritrocitos. Sua atividade
depende do NADPH. Possui a capacidade de transformar o peréxido de
hidrogénio em agua e oxigénio. Sua localizagdo estd nos peroxissomas,
tendo por isto acao diminuida em érgaos como o coracdo, pulmao e o
cérebro (possuem pouco peroxissomas). Nestes 6rgdos a acéo
antioxidante por esta enzima ocorre quando os radicais livres atingem a

circulagdo sanguinea, através da catalase eritrocitaria (BELLO, 2002);

Figura 3 - Reacéo da catalase

2 HoO, _&3tEase O 0, + 2H:0
Fonte: Bell6 (2002).

b) Glutationa peroxidase — E uma familia de oxidoredutases
filogeneticamente relacionados distribuidos em todos os dominios que
vivem. Eles foram nomeados depois da GPx-1, a primeira enzima
purificada a partir de células vermelhas do sangue de bovinos que reduz

H202 pela glutationa. Em vertebrados o residuo ativo redox do GPx é

principalmente uma selenocisteina. Estes residuos fazem parte de um
centro ativo fortemente conservado, incluindo Gin, Trp, e Asn. Em GPxS
contendo selenocisteina, esta é oxidada e reduzido novamente em dois
passos por glutationa, através de um selenodisulfito misto intermediario.
Na maioria dos homélogos de Cys, em vez disso, a cisteina oxidada da
origem a um dissulfureto intramolecular que € reduzido por tioredoxina.
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Visto que a redugédo de hidroperdxido evita a formagdo de radicais
centrados no oxigénio reativas, uma funcdo antioxidante tem sido
classicamente atribuido a estas enzimas (URSINI, 2013);

c) Superoxido dismutase — Foi descoberta em 1968, que uma proteina do
eritrécito era capaz de remover cataliticamente os radicais superdxidos e,
entdo, essa funcédo ficou identificada como a da enzima superdxido
dismutase (SOD). A SOD é uma metaloenzima que, em sistemas
eucariéticos, possui cobre, zinco e manganés e nos procarioticos contém
ferro e manganés. Age transformando dois anions radicais superéxidos
em um peroxido de hidrogénio, a qual € uma reacao normal em pH
fisiolégico porém muito acelerada através desta enzima. Possui meia vida
curta (menos de 10 minutos) e ndo penetra nas células. A SOD pode
ocorrer de trés formas, dependendo do metal associado a ela (Cu e Zn no
citoplasma de eucariontes, Mn na matriz mitocondrial e Fe em bactérias)
(SANCHEZ, 2002).

Essas enzimas agem por meio de mecanismos de prevengao, impedindo e/ou
controlando a formagao de radicais livres e espécies nao radicais, envolvidos com a
iniciagdo das reagdes em cadeia que culminam com propagacao e amplificacdo do
processo e, consequentemente, com a ocorréncia de danos oxidativos
(SCHNEIDER, 2004; FERREIRA, 1997).

1.3 TRATAMENTO DO DIABETES 1 E 2

Para o tratamento do DM 1, dois esquemas insulinoterapicos sao eficazes em
se obter este controle: multiplas injecées por dia (MID) ou por infusdo subcutanea
continua de insulina (ISCI) através de uma bomba infusora. O protocolo de MID
inclui um minimo de 3 a 4 injegbes diarias combinando-se insulinas de acao rapida e
intermediaria ou prolongada (p.ex.: regular e NPH). A ISCI envolve o uso de
pequenos equipamentos mecanicos (bombas), no qual se coloca um reservatério ou
uma seringa com insulina de agao rapida ou ultrarrapida. Atualmente, o tratamento
padrdo demanda que o médico utilize uma terapia intensificada para o tipico
paciente com DM1 que se encontra em boa saude. E, numa extensao muito maior
do que antes, a insulinoterapia devera ser individualizada e adaptada para o estilo
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de vida preferido do paciente. Esse novo tratamento visa instruir o paciente com DM
a seguir um padrao alimentar que lhe seja habitual, com ajustes na dose de insulina,
ao invés de suscitar a adesdao a um programa alimentar e dose de insulina rigidos
(HISSA et al., 2001).

Uma vez presente a hiperglicemia em jejum no DM2, onde o tratamento ndo
farmacolégico que inclui mudancas de habitos comportamentais ndo surte efeito,
farmacos de administragao oral sao utilizados de acordo com seu mecanismo de
acao basica (MARCONDES, 2003). Existem cinco grupos de farmacos: estimulo da
producdo de insulina pelo pancreas (sulfonilureias e meglitindas), sensibilizadoras da
acdo da insulina (metformina e tiazolidinedionas) e redutoras de absorcdo de
carboidratos (inibidores da a-glucosidase). (Figura 4)

Figura 4 - Farmacos utilizados no tratamento da DM tipo 2

MECANISMO DE EFEITOS

CLASSE ACAO PRINCIPAL VANTAGEM COLATERAIS CUIDADOS
Sulfoniluréias: ~ Estimula a secregdo de Baixo custo. Hipoglicemia Contra-indicagao relativa em idosos e na
gliburide insulina em resposta a Ganho de peso presenga de insuficiéncia hepatica.
glipizide refeigdo.
glimepiride

Inibidores da Bloqueio enzimético Nao causa Flatuléncia Deve ser ingerido imediatamente antes das

a-glucosidade: da converséao de hipoglicemia. Diarréia refeigdes.

acarbose carboidratos no Desconforto abdominal
intestino.

Meglitinidas: ~ Estimula a secregao de Baixo risco de Hipoglicemia se Deve ser ingerido somente antes das refeigoes,
repaglinida insulina estimulada  hipoglicemia entre as ingerido fora das com a dose podendo variar de acordo com o
nateglinida por elevagdo agudada  refei¢des e noturno. refeigoes contetido de carboidrato.

glicose. Contra-indicada na insuficiéncia hepatica.
Metformina Diminuigdo da Nao causa Flatuléncia Deve ser ingerido somente antes das refeigoes.
produgdo hepética de hipoglicemia. Diarréia Contra-indicado na presenga de insuficiéncia
glicose. Redugdo de lipides. Desconforto abdominal hepdtica, renal, cardiaca e respiratoria e
Raramente acidose latica concomitante com bebidas alcodlicas.
Tiazolidenidionas  Facilita a captagao Nao causa Ganho de peso Contra-indicado na presenga de doenca
rosiglitazona periférica de glicose. hipoglicemia. Edema hepatica ou insuficiéncia cardiaca.
pioglitazona Deve-se monitorar fungdo hepatica.

Fonte: Marcondes (2003).

1.4 DIABETES EXPERIMENTAL INDUZIDA POR ESTREPTOZOTOCINA

O diabetes pode ser induzido em cobaias através de agentes quimicos,
infec¢des virais, administracdo de dieta especifica ou cirurgia (MENDES et al.,
2004). A estreptozotocina (STZ) foi descoberta acidentalmente como substancia
diabetogénica em 1963 e descrita por Rakieten (1963). Esta droga demonstrou ser
altamente seletiva para célula beta pancredtica, desde entao ela tem sido utilizada
para produzir diabetes experimental em animais.
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A STZ é uma droga derivada da cultura do Streptomyces acromogenes,
consiste de 2-deoxi-D-glucose com uma cadeia no segundo atomo carbono [2-deoxi-
2-(3-metil-3-nitrosourea)-D-glucopiranose] (HERR et al., 2007). Administracdo da
STZ ocasiona destruicao seletiva da célula beta em varias espécies animais.

A STZ induz quebras no DNA a partir de sua decomposi¢éo espontéanea onde
sdo liberados ions carbono alquilando na posigao N’ da base guanina e
componentes importantes geradores de ATP como as enzimas glicolitica ou
mitocondriais causando diminui¢cdo na sintese de NAD junto com um maior consumo
causado pela ativagédo da poli (ADP-ribose) sintetase (LE DOUX, 2008).

O diabetes induzido por STZ ativa a via DAG-PKC é importante na regulagao
da permeabilidade vascular, contratilidade, proliferacao celular, angiogénese, acao
de citocinas, adesao leucocitaria, sendo todas as alteracbes descritas no diabetes
(FIGURA 5).

Figura 5 — Anormalidades estruturais e funcionais decorrentes da ativagdo da via
DAG-PKC hiperglicemia induzida

l Hiperglicemia l

! DAG

*I«I«

1 PKC
/ | \
1 ET1 t VEGF t TGF-p t PAI1 t NFB f NAD(P)H
} NO oxidases
+ \ 4 Y ] +
Anormalidades Permeabilidade ! colageno et rnolise ! Expressao t ROS
fluxo sangiiineo vascular/ t fibronectina genética
anglogenese pro-inflamatoria
Multiplos
| Oclusao capilar l | Oclusao vascular I efeitos
ET-1 = endotelina-1; NO = &xido nitrico; VEGF = fator de crescimento celular derivado do endotélio; TGF-8 = fator transformador do crescimento beta; PAI-1 = inibidor

do ativador do plasminogénio 1; NFkB = fator nuclear x-B; NAD(P) = H forma reduzida de NADP+; ROS = espécies reativas de oxigénio (12).

Fonte: REIS(2008)
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2 LECTINAS

2.1 BREVE HISTORICO

No século XIX, iniciou-se o estudo das lectinas a partir de extratos de plantas
que apresentavam toxicidade e tinham capacidade de aglutinar eritrocitos. Em 1884,
Bruylants e Vennerman demostraram que essa toxicidade devia-se a uma fracao
proteica presente na solu¢cao aquosa da semente e que precipitava na presenca de
alcool (MOREIRA, 1991).

Em 1954, o termo lectinas foi introduzido por Boyd e Shapleigh para ressaltar
a habilidade exibida por algumas aglutininas de plantas em discriminar eritrécitos,
devido a suas reagbes com residuos de agucares expostos (BIES, 2004; HARTLEY,
2004). Devido as lectinas terem a habilidade de se ligar a mono e oligossacarideos,
cada ligagdo pode resultar em uma variedade de efeitos biolégicos (MACHUKA,
1999).

2.2 DEFINICAO E CLASSIFICAGAO

Lectina é um termo derivado do latim, lectus (escolhido, selecionado), que se
refere a sua propriedade de aglutinar eritrécitos de acordo com o grupo sanguineo
ABO (KENNEDY, 1995; MATSUI, 2001). Lectinas sao proteinas de origem néao
imune, que possuem no minimo um dominio ndo catalitico e que se ligam
reversivelmente e especificamente a um mono ou a um oligossacarideo (PEUMANS;
VAN DAMME, 1995).

Baseados em critérios estruturais e funcionais, Peumans e Van Damme
subdividiram as lectinas em 4 grupos (FIGURA 6):

a) Hololectinas: com multiplos sitios de ligagdo a carboidratos, as
hololectinas s&o capazes de aglutinar células ou precipitar
glicoconjugados. Sendo a maioria das lectinas pertencentes a essa classe
esta representada pelas lectinas de plantas, conhecidas como
fitohemaglutininas (PEUMANS et al., 2000);

b) Merolectinas: possuem apenas um sitio de ligacao a carboidrato, ndo sédo
capazes de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados. Exemplos
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dessa classe sao as proteinas tipo-heveina, que se ligam a quitina e as
proteinas monoméricas com especificidade por manose, como as lectinas
de espécies de orquideas (VAN PARIJS et al.,, 1991; VAN DAMME et al.,
1994);

Quimerolectinas: possuem um ou mais sitios de ligacdo a carboidratos,
além de apresentarem atividade catalitica (ou outra atividade biol6gica)
associada a outro dominio molecular, portanto, diverso ao sitio de ligacao
a carboidrato. Como representantes dessa classe, podem ser citadas as
RIPs (Proteina inativadora de ribossomo) tipo 2 (PEUMANS et al., 2001);
Superlectinas: No ano de 1996, os autores introduziram uma nova classe
de lectinas, as superlectina. Possuindo dois sitios de ligacao a
carboidratos, os quais sao, estruturalmente, diferentes e reconhecem
acucares nédo relacionados. A lectina de tulipa TxLC-1 (first Tulipa hybrid
lectin with complex specificity) € um exemplo desse grupo que possuli
subunidades com um sitio especifico para manose e outro para N-acetil-
galactosamina, atuando de maneira totalmente independente (VAN
DAMME et al., 1996).

Figura 6 - Classificagéo estrutural de lectinas

PDB

4HS

MEROLECTINA HOLOLECTINA QUIMEROLECTINA SUPERLECTINA
AN -\’;L,?:: N
Heveina ‘ Con Br PPL-2 TxLC-1

@ @ =Dominio de liga¢do a carboidratos

:)< = Dominio catalitico



Fonte: Adaptado de Van Damme et al. (1998).
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2.3 LECTINAS DE ALGAS MARINHAS

No Brasil, as perspectivas de desenvolvimento de Biotecnologias para a
industria farmacéutica ainda sdo pequenas. No campo da Biotecnologia Marinha, o
Brasil comegca a apresentar bons resultados nas universidades e centros de
pesquisa, em particular, e ainda na descoberta de compostos-candidatos e posterior
fase de desenvolvimento pré-clinico. Ndo ha ainda droga brasileira no mercado
oriunda de organismos marinhos. No entanto, a existéncia de grupos que vao se
consolidando na bioprospeccao da diversidade marinha comegam a revelar 0 nosso
potencial na area (BRASIL, 2010a). As potencialidades de aplicacdo da
Biotecnologia no campo da saude sdo muitas e tem atraido a atencéo e o interesse
de cientistas, industrias, investidores privados e gestores de politicas publicas em
todos os paises (REIS et al., 2009).

Os produtos naturais tém sido a maior fonte de inspiracdo para diversas
areas da quimica e da ciéncia de um modo geral. Usando, copiando ou modificando
as moléculas sintetizadas pelos seres vivos, 0 homem tem obtido inovacdes para o
seu beneficio em diversas areas e, entre elas, a producdo de farmacos. Do
analgésico morfina, ao antibidtico penicilina, passando pelo anticancer paclitaxel
(Taxol®), estima-se que 80% dos farmacos em uso sdo produtos naturais ou foram
inspirados pela natureza (COSTA-LOTUFO, 2009).

Os metabolitos encontrados em algas sao descritos como possuidores de
atividade anti-inflamatéria, antimutagénico, antitumoral, antidiabética e propriedades
anti-hipertensivas. Além disso, eles sao hepatoprotetores e também podem inibir a
lipoxigenase, aldose redutase e colinesterases (EL GAMAL, 2010; LOPES et al.,
2012; PANGESTUTI; KIM, 2011; YOON et al., 2008; ZUBIA et al., 2009a; ZUBIA et
al., 2009b).

Lectinas de algas marinhas diferem daquelas de vegetais em varias
propriedades, sendo em geral apresentadas por pequena massa molecular e nao
reconhecem acgucares simples, tornando-as mais especificas para oligossacarideos
complexos. Produtos naturais marinhos tem mostrado uma interessante
diversificacdo de estruturas quimicas novas com atividades biolégicas diferentes
(KONIG; WHIGHT, 1996). Muitas destas nao precisam de cations divalentes para
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exercer suas atividades biol6gicas (ROGERS; HORI, 1993). Existem varios trabalhos
mostrando a atividade antioxidante a partir de substancias bioativas de algas
marinhas (VIDAL et al., 2006; ZUBIA; ROBLEDO; FREILE-PELEGRIN, 2007;
ROCHA et al., 2007).

Taxonomicamente é da classe Florideophyceae, familia Rhodomelaceae,
género Bryothamnion e espécie Bryothamnion triquetrum (SGGmelin) MA Howe
(ALGAEBASE, c2015). As algas da espécie Bryothamnion triquetrum sao compostas
de talo ereto, rigido, grosseiro, de coloragdo vermelho escura, medindo até 15 cm,
crescendo de forma geral, rapidamente em ambientes de pouca profundidade fixa ao
substrato, ndo apresentando toxidade e sendo amplamente distribuida (ARECES,
1995), essas algas apresentam também atividade antioxidante semelhante ao acido
ascorbico e a-tocoferol, pois seu extrato possui trés constituintes fendlicos principais:
acido trans-cinamico, o acido p-cumarico, e o acido ferulico, estes sdo capazes de
sequestrar o radical hidroxila, anion superéxido e radical DPPH, além de inibir a
lipoperoxidacao (VIDAL, 2006; ZUBIA; ROBLEDO; FREILE-PELEGRIN, 2007).

Ainouz et al, em 1995, apresentaram estudos sobre atividade aglutinante
presentesnas lectinas de algas vermelhas Bryothamnion triquetrum e Bryothamnion
seaforthii, sendo a BTL uma proteina nativa monomérica de massa molecular menor
que 10 kDa. A sequéncia de aminoacidos da BTL foi estabelecida ap6s a analise da
sequéncia N-teminal de conjuntos de sobreposicdao de peptideos obtidos por
digestao proteolitica. Quando a sequéncia de aminoacido da BTL foi comparada com
outras sequéncias de proteinas depositadas em bases de dados publicas, sendo que
nenhuma similaridade foi encontrada, sugerindo fortemente que esta pertence a uma
nova familia de lectinas (CALVETE et al, 2000). Em 2001, Neves avaliou com
positividade a atividade pré-inflamatéria in vivo e in vitro principalmente pela
estimulacdo da migracdo de neutrdfilos. Vieira e colaboradores, em 2004,
identificaram a atividade antinociceptiva destas lectinas.
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2.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS DE LECTINAS

Por exercerem variadas fungdes dentro de sistemas biolégicos, as lectinas
projetam uma grande aplicabilidade funcional como ferramenta biotecnoldgica, uma
vez que praticamente todas as membranas biologicas e paredes celulares contém
glicoconjugados, todos os organismos vivos podem ser estudados a partir de
lectinas, contribuindo para o aumento da constru¢ao do campo de estudo lectinico
exibindo uma notavel relevancia devido ao crescimento de trabalhos cientificos.
(CAVADA et al., 2001; CAO et al., 2010).

Lectinas foram descritas por possuirem atividades bioldgicas de importancia
clinica: inibicdo da formacdo de biofilmes bacterianos (TEIXEIRA et al., 2007;
VASCONCELQOS et al., 2014); inibicao de leveduras patogénicas (CORDEIRO et al.,
2006); atividade de células de sistema imune (LOPES et al., 2005; PEREIRA-DA-
SILVA et al., 2006; ALENCAR et al., 2007); atividade especifica anti-HIV (AKKOUH
et al., 2015); ferramentas para deteccao de células neoplasicas (PINTO et al., 2010);
alvos terapéuticos e entrega de drogas em seu sitio de agéo (BIES et al., 2004);
atividade pré-cicatrizante (NETO et al., 2011); efeito anti e pré-inflamatério (MOTA et
al., 2006).

Lectina de Amansia multifida, foi estudada por Neves et al (2007) como
proteina de atividade antinociceptiva de origem central e periférico. Lima e
colaboradores (2004) descreveram a atividade da lectina de BTL com como indutora
de relaxamento dependente do endotélio da aorta de ratos através de liberacao de
oxido nitrico.

Existe uma lacuna a ser preenchida sobre o emprego da lectina de BTL em
atividades bioldgicas, principalmente sobre a atividade antihiperglicémica, pois ja €
sabido que algas marinhas possuem atividades antioxidantes ja demonstradas nos
ensaios in vivo e in vitro, processo este crucial para o desenvolvimento e

complicacdes do diabetes e sindrome metabdlica.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar o potencial da lectina isolada da alga vermelha Bryothamnion
triquetrum como agente antihiperglicémico e antioxidante.

3.2 ESPECIFICOS

a) Induzir diabetes nos animais experimentais;

b) Avaliar a acao da lectina de Bryothamnion triquetrum no processo de
atividade antihiperglicémica e antioxidante em Wistar;

c) Investigar a associacdo de estudos histopatologicos diante do perfil
bioquimico e enzimatico antioxidante;

d) Propor nova abordagem para o tratamento de diabetes avaliando a lectina
de Bryothamnion triquetrum como um promissor insumo biotecnoldgico.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Lectina

A lectina de Bryothamnion triquetrum (BTL) foi gentilmente cedida pelo Prof.
Dr. Celso Nagano, coordenador do Laboratério de Espectrometria de Massas —
LEMAP/BIOMOL GROUP e pelo Prof. Dr. Alexandre Holanda Sampaio, coordenador
do Laboratério Biomar. O isolamento e purificacdo da lectina foram realizados de
acordo com a metodologia descrita por Ainouz e colaboradores (1995).

4.1.2 Animais experimentais

Foram utilizados ratos Wistar (n=24) entre 8 e 10 semanas de vida, machos
pesando aproximadamente 300g 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 Ceara — Campus
Porangabussu, durante os procedimentos experimentais, permanecendo em
macroambiente controlado (fotoperiodo de 12h claro/escuro, temperatura 25+2 °C e
umidade 55£10%) com fornecimento de agua e racao especifica a vontade, exceto

nos dias anteriores aos procedimentos onde foi necessario jejum.

4.2 METODOS

4.2.1 Inducao do Diabetes por Estreptozotocina (STZ)

O diabetes foi induzida baseada no protocolo de Da Delfino et al (2002), onde
estreptozotocina (Sigma® S-130) foi administrada via intraperitoneal seguindo a
dose de 60mg/kg de peso corporal diluido em tampéao citrato (0,1M pH 4,5). Este
modelo provoca diabetes por um longo periodo de tempo chegando ate 40 semanas.
Apés 3 dias da indugdo, a glicose sérica foi aferida por puncéo superficial da veia da
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cauda e analisada com o glicosimetro Accu-Chek Active (Roche®). Animais com
niveis de glicose superiores a 200mg/dl de glicose foram considerados diabéticos.
4.2.2 Tratamento

Antes do inicio do tratamento, os animais foram aleatoriamente divididos e
organizados em 4 grupos (n= 6), de acordo com o tratamento/tipo solucao aplicada:
1, Salina (NaCl 0,15M); 2, Glibenclamida 600ug/kg; 3, Lectina de Bryothamnion
triquetrum (BTL) 600ug/kg; 4, Lectina de Bryothamnion triquetrum (BTL) 900ug/kg.
Todas as solugbes, acima citadas, utilizadas para tratamento foram diluidas em
veiculo liquido, NaCl 0,15M, também utilizado como grupo controle negativo, em
respeito a isotonicidade fisioldgica celular dos animais. A Glibenclamida 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 horario de acordo
com 0s grupos abaixo (TABELA 1):

Tabela 1 — Distribuicdo dos grupos de animais de acordo com tratamento
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*Veiculo — Salina (NaCl 0,15M)
Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.3 Testes bioquimicos

As coletas do sangue foram realizadas nos dias 7, 14 e 21 apds a
confirmacdo 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 refrigeracdo e transportado para analise. Foram analisados os
parametros séricos de glicose, triglicérides, colesterol total, na automacao Konelab

60i (WienerLab®) com seus respectivos kits. A partir da lise eritrocitaria foram

analisadas as enzimas GPx, SOD e CAT.
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4.2.3.1 Glutationa peroxidase (GPx)

A atividade Glutationa peroxidase (GPx) foi determinada em eritrocitos
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

4.2.3.2 Superéxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima Superéxido dismutase (SOD) foi medida em eritrocitos
utilizando o Kit RANSOD® (Randox Laboratories, Reino Unido). Este meétodo
emprega xantina e xantina oxidase para produzir radicais superdxido que reagem
com o acido 2- (4 - iodofenil ) -3- (4 - nitrofenil ) -5- cloreto de feniltetrazol (INT) para
formar o composto de formazan vermelho. A atividade superdxido dismutase foi

medida pelo grau de inibicdo desta reagdo a 505 nm. A atividade de SOD foi
expressa em |lU/mg de proteina.

4.2.3.3 Catalase (CAT)

A atividade da enzima foi medida através do método descrito por Aebi (1984).
Eritrocitos 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 adicao de 100 uL de H202 a 300 mM recentemente preparada em

tampao fosfato (50 mM, pH 7,0 para dar um volume final de 1 mL. A taxa de H202

decomposicao foi medida em espectrofotdmetro a 240 nm durante 120 segundos. A
atividade de CAT foi expressa como Ul/mg de proteina.

4.2.4 Avaliacao Histopatoldgica

Para a analise histolégica, no ultimo dia do experimento os animais foram
sedados, anestesiados e sacrificados para excisdo do pancreas e figado. Os 6rgaos
foram fixados em formaldeido 10%v/v preparado em tampao PBS 0,01 M, pH 7,2.
Estas amostras foram submetidas a processamento histoldgico de rotina e incluidas
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em parafina. Apés microtomia, os cortes feitos em secgbes de 5 um foram corados
pela Hematoxilina-Eosina (HE) (MICHALANY, 1991).

4.2.5 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 pés-teste de Tukey
presentes no pacote estatistico GraphPad Prism® versao 6.00 para Microsoft
Windows®, considerando estatisticamente significante p< 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, observou-se que a lectina de Bryothamnion triquetrum em
suas duas concentracdes (600ug/kg, 900ug/kg), ndo apresentou toxicidade sobre os
animais experimentais quando administrada por via oral. Benevides (2008)
investigou o extrato de Bryothamnion triquetrum que apresentou toxicidade de 75%
quando administrada por via intraperitoneal em ratos apresentando convulsdo no
prazo de 8-20 horas (BENEVIDES et al., 1998).

Nos grupos em que foi administrada BTL observou-se uma reducéo
significante dos niveis séricos de glicose durante todos os dias de avaliacao quando
comparado com o controle negativo. Interessantemente, o grupo tratado com BTL na
concentracao de 600 pg/kg apresentou padrao semelhante ao grupo onde a droga
comercialmente considerada como padrdo-ouro para diabetes (glibenclamida 600
pg/kg) foi administrada. A dose de 900 pg/kg da lectina apresentou eficacia e
eficiéncia diminuida quando comparada com a concentragcdo de 600 pg/kg e
aumentada frente ao grupo NaCl 0,15 M quando comparada ao grupo BTL 600 pg/kg
e ao grupo tratado com Glibenclamida na mesma concentragdo. Os resultados do
grupo NaCl 0,15 M mostraram estar de acordo com o esperado para o tipo de
tratamento em relacdo ao diabetes, mantendo os niveis de glicose aumentados
(FIGURA 7).

Figura 7 — Niveis de glicemia em jejum aferidos nos dias 7, 14 e 21 apds a indugao
do diabetes e mensurados por meio do método da glicemia enzimatica.
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Notas: 1 Valores médios apresentados * desvio padrao.
2 Numeros iguais sobre as barras significam que nao existe significéncia estatistica. p<0.05.
3 Legenda: NaCl0,15M, Glibenclamida 600 ug/kg, BTL 600 pg/kg, BTL 900 pg/kg.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Apesar de a literatura carecer de dados experimentais acerca da atividade
antihiperglicémica de lectinas de algas marinhas e até mesmo daquelas isoladas de
vegetais, observa-se que a lectina isolada das sementes de Canavalia ensiformis
apresentou efeito insulina mimético em modelo in vitro. De acordo com os dados
apresentados por Cavada e colaboradores (2003) mudancas estruturais e de
conformacao podem modular a capacidade das lectinas em se ligar ao receptor de
insulina e sao responsaveis por sua distinta capacidades para desencadear a
fosforilacdo do receptor. In vitro, em microssomas hepaticas as lectinas de ligacéao
manose-glucose: Canavalia ensiformis, Canavalia brasiliensis, Dioclea virgata,
Dioclea rostrata, e Cratylia floribunda estimularam a fosforilagcdo do receptor de
insulina em um modo dose dependente, porém diferenciados quanto a eficiéncia e
poténcia, ndo produzindo inibigdo sistematica da ligagdo de insulina ao receptor
propondo um ligacao em regiao diferente ao sitio de ligacao da insulina.

Numerosos mecanismos de acado sado propostos para explicar a atividade
insulinomimética de alguns compostos extraidos de espécies vegetais. Assim, pode-
se acreditar que a BTL por ser uma proteina de baixo peso molecular pode se ligar a
regides glicosiladas do receptor de insulina, as quais é diferente daquela utilizada
pela insulina durante a execucao de seu papel.

Abdel-Sattar et al (2011) demostrou que o extrato metandlico de Viscum
schimperi reduziu os niveis de glicose, sugerindo que pode haver um efeito
semelhante a insulina em tecidos periféricos, provavelmente causado por
estimulacdo e potenciacdo da liberacdo de insulina pelas células beta
remanescentes nas ilhotas de Langerhans, causando aumento da insulina no
plasma em ratos tratados com STZ. Este efeito de V. schimperi parece ser
semelhante ao da glibenclamida que induz a exocitose da insulina a partir de células
beta. Produtos naturais extraidos de V. album, incluindo lectinas, ja demonstraram
atividade de liberacdo da insulina, o que pode contribuir para o estabelecimento
antidiabético relatado para esta planta (GRAY; FLATT, 1999). Resultado semelhante
foi relatado por Kang e colaboradores (2010) onde foi utilizado extrato da alga
marrom Ecklonia cava na diminuicdo do nivel de glicose no plasma e aumento da
concentragédo plasmatica de insulina no diabetes mellitus 1 induzida por STZ. Nwosu
et al (2011), também relataram atividade antiproliferativa e antidiabetogénica a partir
de extratos de algas marrons comestiveis. Uma das maiores vantagens do
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tratamento com compostos de algas € que estes apresentam uma boa
biodisponibilidade oral, e isso faz com que sejam uma fonte valiosa para o
desenvolvimento de novas drogas como, por exemplo, os derivados de floroglucinol
que apresentam uma forte atividade de inibigdo da a-glucosidase em concentragoes
nano molares, além de apresentar uma potente atividade antihiperglicemica em
modelos animais (RENGASAMY, 2014). Estes trabalhos corroboram com os
resultados obtidos com BLT 600 pg/kg, tais resultados podem ser comparados ao
grupo tratado com glibenclamida podendo provavelmente ter mesmo mecanismo de
acao da droga. As terapias convencionais para diabetes apresentam muitos efeitos
colaterais e alta taxa de faléncia secundaria. Por outro lado, espera-se que extratos
e moléculas vegetais tenham eficicia semelhante com menos efeitos secundéarios do
que as drogas convencionais (KIMURA, 2006).

Algumas alteracbes metabdlicas sao resultantes do aumento da glicemia
sérica, como por exemplo, alteragées nos niveis de colesterol total, que neste estudo
foi mensurado em todos os grupos testados. Os resultados obtidos demonstram que
ndo houve diferenca significante entre nenhum dos grupos testados (NaCl 0,15M,
BTL 600 e 900 pg/kg e Glibenclamida) nos dias 7 e 14. Por outro lado, no dia 21 o
grupo tratado com BTL 600 pg/kg apresentou uma diminuigédo significativa nos niveis
de colesterol total quando comparado aos demais grupos (FIGURA 8).

Figura 8 — Niveis de colesterol total em jejum aferidos nos dias 7, 14 e 21 apos a
inducao do diabetes e mensurados por meio do método da glicemia enzimatica
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Notas: 1 Valores médios apresentados * desvio padrao.
2 NUmeros iguais sobre as barras significam que nao existe significancia est.atl’stica. p<0.05.

|
3 Legenda: NaCl0.15M, Glibenclamida 600 pg/kg, BTL 600 pg/kg,  BTL 900 pg/kg.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia sdo complicacbes da diabetes
mellitus bem conhecidos, sdo resultantes de alteracbes no metabolismo lipidico
caracterizadas por niveis elevados de colesterol, triglicérides, VLDL e LDL
(ONUNOGBO et al., 2012). Isso poderia explicar os niveis alterados nos ratos onde
ndo foi feita a administracdo de BTL 600 pg/kg, dose esta que obteve melhor
resultado quando comparado aos demais tratamentos e ao grupo controle negativo,
sugerindo modulacao pela via de sinalizagdo da insulina como proposto por Vecina e
colaboradores (2014) ao administrar o extrato da alga verde Chlorella pyrenoidosa
em camundongos. Contudo, o autor destaca que ndo se sabe qual composto do
extrato possui capacidade de interacdo com o receptor especifico de insulina
promovendo o0 desencadear da via metabdlica, ou se ha uma interacao sinérgica
entre eles que ative esta cascata de sinalizagdo (VECINA et al., 2014).

Sendo a hipertrigliceridemia a alteracdo mais frequente nos disturbios
lipidicos, os niveis séricos de triglicérides foram mensurados em todos 0s grupos
testados. BTL mostrou potencial inibitério da hipertrigliceridemia, umas vez que foi
observada uma diminuicdo dos niveis de triglicérides nos dias 7, 14 e 21 no grupo
tratado com 600ug/kg, resultado semelhante ao obtido no tratamento com
Glibenclamida a 600ug/kg. Entretanto, o grupo tratado com BTL a 900ug/kg néo foi
observada diminuicdo nos niveis de ftriglicérides quando comparado ao controle
negativo (NaCl 0,15 M) (FIGURA 10).

A atividade antihipertrigliceridemica ja foi demonstrada em Functional... (2013)
utilizando extratos de algas marinhas marrons ricas em fucoxantina, carotendide
capaz de dissipar a energia através da oxidagdo de acidos graxos e producao de
calor. Além disso, tais extratos ajudam a diminuir a resisténcia a insulina e melhora
0s niveis de glicose no sangue, beneficiando a prevengao da sindrome metabdlica.
A alga marrom Ecklonia stolonifera € um recurso muito interessante no que diz
respeito a atividade antihipertrigliceridemica, uma vez que seus derivados florotanino
originais apresentam atividade anti-adipogénica através da inibicdo da diferencia¢éo
de adip6citos e formacdo de lipideos em adipdcitos murino 3T3-L1(JUNG et al.,
2014). Além disso, Kim e Kim (2012) demonstraram quem que o extrato da alga
Ecklonia  cava apresenta  efeito  significativo na  diminuicdo  das
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concentracdes séricas de triglicérides, colesterol total e esteatose hepatica quando
administrado em ratos com diabetes induzida intraperitonealmente por STZ.

Figura 9 - Niveis de triglicérides em jejum aferidos nos dias 7, 14 e 21 apos a
indugao do diabetes e mensurados por meio do método da glicemia enzimatica.
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Notas: 1 Valores médios apresentados * desvio padrao.
2 Numeros iguais sobre as barras significam que nao existe si.qnificéncia estatistica. p<0.05.

3 Legenda: NaCl0.15M, Glibenclamida 600 ug/kg, BTL 600 ug/kg, BTL 900 ug/kg
Fonte: Elaborada pela autora.

Resultados obtidos através da determinacdo da atividade superéxido
dismutase mostraram que os grupos tratados com BTL (600 e 900 pg/kg) e
Glibenclamida (600ug/kg) apresentaram atividade enzimatica significantemente
maior em todos os dias de avaliacdo quando comparada ao controle negativo. Vale
ressaltar que o grupo BTL 600ug/kg apresentou a maior atividade superéxido
dismutase quando comparado aos demais grupos (FIGURA  10).
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Figura 10 — Niveis de atividade superdxido dismutase (SOD) em jejum aferidos nos
dias 7, 14 e 21 apéds a inducédo do diabetes e mensurados por meio do método da
glicemia enzimatica.
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Notas: 1 Valores médios apresentados + desvio padrao.
2 NUumeros iguais sobre as barras significam que nao existe si.qnificéncia estatistica. p<0.05.
3 Legenda: NaCl0.15M, Glibenclamida 600 ug/kg, BTL 600 ug/kg, BTL 900 ug/kg

Fonte: Elaborada pela autora.

O grupo BTL 600ug/kg obteve resultado superior quando comparado ao
resultado do grupo Glibenclamida 600ug/kg, visto que, € a droga de primeira
escolha. Em geral, as algas sdo consideradas uma rica fonte de antioxidantes. Os
compostos antioxidantes provenientes de algas vermelhas tém sido identificados
como alguns pigmentos (astaxantina carotenoide, por exemplo) (HEO et al., 2005).
Polifendis naturais sdo abundantes constituintes de origem vegetal, especialmente
em algas. Até ao momento, milhares de polifendis foram descobertos em produtos
naturais. Os dois tipos principais de polifendis séo os flavondides e acidos fendlicos
(LI et al., 2009). Muitos pesquisadores tém mostrado que florotanino derivados de
algas marinhas marrons tais como E. cava , E. kurome , E. bicyclis , e H. fusiformis
tém fortes atividades antioxidante contra os danos dos radicais livres mediada por
oxidagdo, mostrando efeitos protetores contra hidrogénio induzindo dano por
peréxido na célula (KANG, 2005a, 2005b, 2006).

A analise antioxidante de bromofendis sugere um papel importante desta
classe de substancias como fatores de radical livre e reflete o valor da pesquisa em
antioxidantes naturais de algas vermelhas marinho da familia Rhodomelaceae como,
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por exemplo, a alga marinha vermelha R. confervoides (LI, 2008). Extratos
metandlicos de Euchema kappaphycus e Acanthophora spicifera produziram um alto
poder redutor de enzimas oxidantes mediante dose dependéncia quando
comparados a suas fracdes, indicando que o extrato possui interagdes entre seus
constituintes que os torna um composto potencial para aplicagbes médicas
(GANESAN; KUMAR; BHASKAR, 2008).

Taninos do vegetal Ficus racemosa mostraram restauracdo significativa
mediante a atividade das enzimas antioxidantes, como a superéxido dismutase,
catalase e reduziu a glutationa peroxidase e glutationa, restaurando assim a
capacidade antioxidante dos 6rgdos a niveis quase normais (VELAYUTHAM;
SANKARADOSS; AHAMED, 2012). Lectinas de Bryothamnion triquetrum, por serem
provenientes de algas vermelhas, provavelmente possuem mesmo potencial
antioxidante das demais espécies de mesma familia descritas anteriormente. Rocha
(2015) relatou sobre interagédo entre o resveratrol e ConM e fornecendo evidéncia de
que estas duas moléculas podem atuar sinergicamente para reduzir o processo
inflamatério causados por processos oxidantes.

No que diz respeito a atividade enzimatica da catalase, os grupos tratados
com BTL (600 e 900 ug/kg) e Glibenclamida (600 pg/kg) apresentaram atividade
enzimatica significantemente maior no 7° dia de avaliagdo quando comparada ao
controle negativo. Vale ressaltar que o grupo BTL 600 ug/kg apresentou a maior
atividade enzimatica quando comparado com os demais grupos. Por outro lado, no
14° dia de avaliagdo ndo houve diferenga significante entre nenhum dos grupos
testados, e apenas BTL 600 pg/kg mostrou atividade enzimatica significantemente
maior que o grupo controle, (FIGURA 11).

Esta alteragdo também pode ser visualizada nos niveis de GPx dos grupos
Glibenclamida 600ug/kg, BTL 600 pg/kg, BTL 900ug/kg, que apresentaram aumento
significativo da atividade enzimatica em todos os dias de avaliagdo quando
comparados ao grupo NaCl 0,15M, tendendo a manter seus niveis médios no dia 21
(FIGURA 12).
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Figura 11 — Niveis de catalase (CAT) em jejum aferidos nos dias 7, 14 e 21 apos a
indugao do diabetes e mensurados por meio do método da glicemia enzimatica
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Notas: 1 Valores médios apresentados * desvio padrao.
2 Numeros iguais sobre as barras significam que nao existe si.qnificéncia estatistica. p<0.05.

3 Legenda: NaCl0.15M, ~ Glibenclamida 600 ug/kg, BTL 600 pg/kg, BTL 900 pg/kg
Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 12 - Niveis de glutationa peroxidase (GPx) em jejum aferidos nos dias 7, 14 e
21 apbs a inducdo do diabetes e mensurados por meio do método da glicemia

enzimatica
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Notas: 1 Valores médios apresentados * desvio padrao.
2 NUumeros iguais sobre as barras significam que nao existe si-qnificéncia estatistica. p<0.05.

3 Legenda: NaCl0.15M, Glibenclamida 600 pg/kg, BTL 600 ug/kg, BTL 900 pg/kg
Fonte: Elaborada pela autora.
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A avaliacao histopatologica do figado do grupo NaCl 0,15M, demostrou que
houve alteracdo morfologica citoplasmatica consideravel ocorrendo a presenca de
granulacbes inespecificas e regular congestdo de sinusoides. No grupo
Glibenclamida 600 pg/kg, houve uma leve congestao dos sinuséides hepaticos e
leve alteragdo com presenca de granulagao no citoplasma. Os resultados obtidos
neste trabalho corroboram com os achados de Silva (2011) em que relata a
diminuicéo do espaco ocupado pelas ilhotas dentro do pancreas exécrino sugerindo
que a dose de STZ provocou diabetes tipo 1 no animal. Com a administracéo de BTL
600 pg/kg, os achados foram mais significativos por apresentarem preservacao
celular com auséncia de granulagao citoplasmatica que se suspeita ter havido uma
protegdo mitocondrial conferida pela lectina, dados estes corroboram com os testes
biogquimicos e dosagem enzimatica, onde foi visualizada discreta congestao nos
sinusoides. Na concentracdo 900 ug/kg de BTL, foi observada leve congestédo e
presenca de poucas células com leve alteracao citoplasmatica sendo que as células
bem preservadas perfazem um maior numero (FIGURA 13). A indugédo de diabetes
por STZ causaram danos principalmente no pancreas (FIGURA 14), sobretudo por
reduzir o tamanho da ocupacao das ilhotas de Langherans dentro do péancreas
exocrino e, por consequéncia, a quantidade de células que secretam horménios
sinalizadores para controle glicémico, em especial as células betas que sao
responsaveis pela liberacdo de insulina. O grupo tratado com salina apresentou
diminuigdo do tamanho da ilhota com diminuicdo bastante acentuada da celularidade
enddcrina, dados similares foram anteriormente relatados por Pereira (2014). A
administragcdo de BTL na concentracdo de 600 pg/kg apresentou protecdo a danos
de grande propor¢do das ilhotas quando comparados aos demais grupos com
aumento de celularidade de pancreas enddcrino, dados estes que corroboram com
resultados relatados por Antu (2014)
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Figura 13 — Fotomicrografia de figado

Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: (A) Grupo controle negativo, (B) Grupo controle positivo, (C) BTL 600 pg/kg, (D) BTL 900
Hg/kg. Presenca de espessamento de sinusoides por congestdo (seta vermelha) e granulagdo
citoplasmatica (seta azul), hepatocitos bem preservados (seta verde).
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Figura 14 - Fotomicrografia de péancreas
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Fonte: Elaborada pela autora
Legenda: (A) Grupo controle negativo, (B) Grupo controle positivo, (C) BTL 600 pg/kg, (D) BTL 900
Hg/kg. Setas em laranja indicam ilhotas de Langerhans.
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6 CONCLUSAO

L

A lectina isolada da alga marinha vermelha Bryothamnion triquetrum (BTL)
estimula a producédo de enzimas antioxidantes, agindo sobre os tecidos hepaticos
e pancreaticos, atuando também na diminuigdo da hiperglicemia, hiperlipidemia e
alteragces morfoldgicas causadas pelo diabetes induzido por estreptozotocina.

O efeito antihiperglicémico e antioxidante da BTL assemelharam-se ao
tratamento com a Glibenclamida, porém estudos mais especificos deverdao ser
realizados para confirmar os provaveis mecanismos de agéo desta lectina na
interacdo com o receptor de insulina ou outra estrutura.

O exame histopatolégico deste estudo em conjunto com o perfil bioquimico e
enzimatico sugere que a protegcédo tecidual ocorre por diminuicdo do processo
oxidativo.

Estudos histopatol6gicos mais especificos como a imunohistoquimica serdo de
grande auxilio para somar valores aos dados ja obtidos, podendo assim obter
mais informagdes sobre internalizacdo (ou ndo) da lectina nas células do
pancreas e do figado onde houve uma excelente protecao celular.
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