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RESUMO

Dados levantados pela federacdo internacional de diabetes (IDF), demonstraram o
crescimento comum da doenga em todos os continentes do mundo, o que nos leva a ressaltar
a importancia de estudos e investimentos na area de pesquisa associada a esta comorbidade.
A mesma caracteriza-se como uma doenga crdénica multifatorial responsavel por alterar a
homeostase do organismo, ou seja, esta relacionada a diversos fatores e devido a isto
também leva a geracdo de diversas doengas secundarias, que em baixo indice de casos
quando avaliadas por profissionais da saude nao sao relacionadas ao diabetes mellitus.
Diversos estudos publicados nos mostram a eficacia da utilizacdo de moléculas naturais
derivadas de plantas, sendo essas considerados possiveis tratamentos alternativos para os
hipoglicemiantes orais que atualmente est&do disponiveis no mercado para o tratamento dessa
enfermidade. Com base nisso a nossa equipe de pesquisa analisou uma porcao proteica
extraida das folhas de Moringa oleifera que apresentou um efeito hipoglicemiante em modelos
in vivo induzidos a diabetes. Desse modo foi realizada a extragdo € um método de purificagao
para a obtencdo da fracdo responsavel pela atividade hipoglicemiante, visando a
caracterizacdo do mecanismo de agao do extrato proteico denominado Mo-D3. Para isso a
extracao foi realizada a partir das folhas da Moringa com a utilizacdo de tampao Tris-HCI com
pH de 7,5, seguido por salting-out com sulfato de amoénia e realizagado de dois processos de
separagao cromatograficos. Os resultados obtidos apés a realizagao dos testes de tolerancia
a glicose e o calculo para a presengca de glicogénio no figado e no musculo, sendo
acompanhados de calculos estatisticos utilizando os testes ANOVA e Bonferroni para a
afirmacao dos resultados, foram que a Mo-D3 apresenta efeitos hipoglicemiantes em
camundongos hiperglicémicos, aumentando o glicogénio hepatico e muscular. De modo que
se pode concluir que a fragao proteica estudada apresenta resultados que necessitam de

maiores estudos, todavia sdo promissores para o tratamento da diabetes.

Palavras-chave: Diabetes mellitus, Moringa oleifera, insulina.



ABSTRACT

Data compiled by the international diabetes federation (IDF), support the common
growth of the disease in all continents of the world, which leads us to emphasize the
importance of studies and investments in the research area associated with this
comorbidity. It is characterized as a multifactorial chronic disease responsible for
altering the body's homeostasis, that is, it is related to several factors and because of
this it also leads to the generation of several secondary diseases, which in a low rate
of cases when evaluated by professionals of health are not related to diabetes mellitus.
Several published studies show us the effectiveness of using natural molecules derived
from plants, which are considered possible alternative treatments for the oral
hypoglycemic agents that are currently available on the market for the treatment of this
disease. Based on this, our research team analyzed a protein portion extracted from
Moringa oleifera leaves that showed a hypoglycemic effect in in vivo models of
diabetes. In this way, the extraction was carried out as a purification method for
obtaining the fraction responsible for the hypoglycemic activity, aiming at
characterizing the mechanism of action of the protein extract called Mo-D3. For this,
the extraction was carried out from Moringa leaves using a Tris-HCI buffer with a pH of
7.5, followed by salting-out with ammonium sulfate and carrying out two
chromatographic separation processes. The results obtained after carrying out the
glucose tolerance tests and the calculation for the presence of glycogen in the liver
and muscle, accompanied by statistical calculations using the ANOVA and Bonferroni
tests to confirm the results, were that Mo-D3 presents Hypoglycemic effects in
hyperglycemic mice by increasing liver and muscle glycogen. So, it can be concluded
that the protein fraction studied presents results that need further studies, however
they are promising for the treatment of diabetes.

Keywords: Diabetes mellitus, Moringa oleifera, insulin.
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1. INTRODUGAO

O diabetes se caracteriza como uma doenga ocasionada por um disturbio no
metabolismo da glicose causado pela falta de secregao ou a diminuigdo da sensibilidade nos
tecidos a insulina, mais especificamente ocorre o acumulo de glicose no sangue,
hiperglicemia, e a secrecdo dessa substincia sem que a mesma apresente sua utilidade
energética, tdo pouco sinalizadora, sendo esta responsavel pela liberagcdo da insulina das
células B pancreaticas, essencial para o metabolismo das gorduras e proteinas, desse modo
sabe-se que a regulagéo nos niveis de glicose no sangue se baseia através de um feedback
negativo que atua através da liberagcéo de insulina e também glucagon. A insulina atua como
o0 horménio responsavel pela regulagdo da glicose no sangue e o deslocamento para as
células com destaque para as do musculo, tecido adiposo e principalmente o figado. (KAUL,
2012)

O organismo coleta glicose através de trés vias: a absorcao intestinal de
alimentos, degradacao do glicogénio e gliconeogénese, sendo a insulina o hormdnio que pode
inibir ou redirecionar as vias citadas, sendo ele liberado no sangue pelas células f como uma
resposta ao aumento dos niveis de glicose no sangue que em situagdo sem disturbios é
gerada devido a clivagem dos nutrientes obtidos durante a alimentacédo. Por sua vez o
Glucagon atua como o horm&nio contrario a insulina, ja que ele regula a liberagao de insulina
quando ha baixos niveis de glicose. (CHINAZA et al., 2019)

A diabetes mellitus pode ser classificada em tipo 1 e tipo 2, sendo que o primeiro
consiste na destruicdo das células 3 das ilhotas de Langerhans impossibilitando a produgéo
de insulina, desse modo quando a insulina ndo é direcionada do pancreas devido a falta de
sua producdo o corpo ndo consegue absorver a glicose do sangue ocasionando uma
hiperglicemia, para que isso ocorra cerca de 90% da células beta pancreaticas sao destruidas
0 que pode indicar uma predisposi¢cao genética para que tal atividade acontega antes dos 30

anos que é a fase em que a doenca mais se expressa. (ARAUJO, BRITO E CRUZ 2000)

Quando relacionada ao tipo 2, a diabetes se caracteriza pela sintese de modo
insuficiente de insulina que resulta na cascata metabdlica ja citada anteriormente. “Ela é
responsavel por aproximadamente 90% de todos os diabetes em todo 0 mundo. A incidéncia

e prevaléncia de Diabetes mellitus tipo 2 aumenta com a idade (KAUL, 2012)".

No ano de 2021 os dados levantados pela federagao internacional de diabetes
nos mostram o impacto que essa enfermidade causa no mundo, ela foi responsavel por cerca

de 6,7 milhdes de mortes, uma a cada cinco segundos e segundo as projecdes ela causou
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um gasto de aproximadamente 966 bilhdes de ddlares o que equivale a um aumento de 15%
nos ultimos 15 anos, o que impacta diretamente na necessidade de novos métodos de
tratamentos e diagnosticos (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, DIABETES ATLAS
2021).

Quando relacionado ao Brasil os Dados epidemiolégicos da doenga no pais
destacam o aumento de casos no ano de 2019 e o salto que o nivel de mortalidade que a
diabetes mellitus fez no Brasil quando comparado as demais doengas, pulando um total de 8
posi¢des, 112posicdo no ano de 1990, e assumindo o terceiro lugar no ano de 2019 como uma
das maiores causas de morte da populagao brasileira. Os gastos no Brasil para o tratamento
da diabetes estao classificados como o segundo maior dentre os 10 paises que mais possuem
pessoas portadores dessa desregulacdo metabdlica, isso nos indica que o tratamento
brasileiro sai mais caro, mesmo o pais sendo o quinto colocado em numero de pessoas
portadoras de diabetes mellitus. (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2019).

A diabetes encontra-se diretamente associada a neuropatias e outras doencas
que sao prejudiciais na qualidade de vida da populagéo, por exemplo grande responsavel da
cegueira adquirida, fator de risco para doencas cardiovasculares e amputacées de membros
inferiores. Cerca de 537 milhdes de pessoas ao redor do mundo possuem a doenca
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, DIABETES ATLAS 2021, PAULA et al 2017), o
que alerta os pesquisadores devido ao fato de que novas enfermidades surgem com o
decorrer dos anos, sendo que algumas destas podem vir a afetar diretamente essa parcela

da populagdo aumentando o seu indice de mortalidade.

Dados que fortalecem essa teoria foi a correlagao estabelecida entre a Covid-19
e os pacientes com diabetes, a Covid-19 foi responsavel por uma pandemia a nivel global e
milhares de mortes, diversos estudos relatam a correlagdo entre a alteracdo metabdlica
devido a um crescimento significativo de glicose no sangue que se explica pelo aumento de
citocinas, como também mediadores inflamatérios ocasionando assim uma elevacéo na
resisténcia a insulina e a hiperglicemia, fator este responsavel pela maior suscetibilidade a
infecgdes e a progressao para doengas criticas em pacientes com a Covid-19. (HUANG et.
Al., 2020)

Portadores da diabetes mellitus quando nao estdo seguindo um tratamento ou
ainda nao obtiveram o diagnéstico da mesma tendem a apresentar sintomas diversos, tais
como perda de peso, sede constante, poliuria e fome incessante, sendo menos comum, mas
ainda presente e podendo estar relacionado a outras enfermidades tem-se a lenta cicatrizagao

de feridas, visao turva e fadiga. Vale ressaltar que a cegueira adquirida em portadores dessa
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doenga é comum devido ao elevado tempo do paciente com hiperglicemia e sem um
tratamento, uma vez que esse excesso ocasiona a absorgéo de glicose no cristalino do olho
alterando a sua conformacdo e ‘resultando em alteragdes na visdo. Como ja citado
anteriormente a diabetes € um fator de risco para doengas cardiovasculares, dobrando os
riscos e tendo como dados que de todas as mortes de portadores de DM, cerca de 75% é
causada por doenca arterial coronariana e a longo prazo essa caracteristica é responsavel

por acidente vascular cerebral nestes pacientes. (CHINAZA, 2019).

As doencas cardiovasculares em diabéticos se explicam devido a resisténcia a
insulina presente nos organismos desses individuos que por sua vez gera rigidez vascular,
dislipidemia e inflamacao sistémica dos tecidos. Essa hiperglicemia presente ocasiona as
doencas cardiovasculares através da ativagao de proteinas quinase C que acumulam radicais
do oxigénio e dissipam os antioxidantes intracelulares, sendo responsavel por iniciar uma
cascata metabdlica onde os radicais de O2 causam disfuncdo e aumentam expressao de
genes pro-inflamatérios e pré-coagulantes. (RAJAA et al. 2019) Com base nisso € evidente a
necessidade do investimento em novos insumos que auxiliem o combate a esses problemas
sem a interacdo com outros medicamentos, uma alternativa viavel a isso é o estudo de
proteinas vegetais que apresentem efeitos hipoglicemiantes e possam vir a ser utilizados
como possiveis insulino miméticos que possam facilitar o controle da hiperglicemia e diminuir

os riscos de mortalidade dos diabéticos.

Ao decorrer dos anos a busca por esse novo método de proteinas bioativas que
possam vir a substituir o uso da insulina devido a sua acéo similar cresceram, uma vez que
os efeitos colaterais do uso da insulina e as farmacoterapias disponiveis comercialmente para
tratar o diabetes (isto €, sulfoniluréias, biguanidas, inibidores de a-glicosidase, glinida e drogas
relacionadas a incretina) tém sido usadas como monoterapia ou em combinagdo para
melhorar potencialmente a regulagdo glicémica. No entanto, seu uso terapéutico € limitado
devido aos efeitos colaterais comuns (WIDYAWATI et al.,, 2015, SEINO et al.,2017). Por
exemplo, muitos medicamentos antidiabéticos estdo se tornando menos eficazes ao longo do
tratamento desta doenca. Descobertas recentes mostram que a resisténcia aos
medicamentos e os efeitos colaterais graves estao entre os principais problemas causados
por essa classe de produtos farmacéuticos, incluindo insuficiéncia cardiaca, doenga hepatica
e desconforto abdominal (WIDYAWATI et al., 2015, MARIN-PENALVER et al., 2016,
CHAUDHURY et al.., 2017). Portanto, controlar o diabetes usando medicamentos disponiveis

comercialmente sem apresentar efeitos colaterais ainda € um grande desafio clinico.

A maioria das plantas que possuem uma finalidade antidiabética quando passam

por avaliagdes farmacoldgicas apresentam atividades hipoglicemiantes, para atestar essa
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atividade um método utilizado é o uso do aloxano, sendo este um derivado da pirimidina que
se caracteriza por ser seletivo as células p-pancreaticas devido ocasionarem a inibicdo da
glicoquinase. A busca pelos tratamentos alternativos relacionados aos dados anteriormente
citados é responsavel pelo crescimento do nimero de investigacées por novas plantas que
podem apresentar efeitos de novas biomoléculas hipoglicemiantes, uma vez que pode haver
uma reducao dos efeitos adversos quando ha a utilizacdo da terapia baseada nas proteinas

de plantas.

O principal método de tratamento da diabetes mellitus ainda sdo os agentes
hipoglicemiantes orais e injetaveis, juntamente com o uso da insulina. Esses medicamentos
visam nao apenas a reducdo da glicemia, mas sim a longo prazo seja viavel restabelecer o
metabolismo dos diabéticos ou de certa forma retardar ou prevenir doencgas ocasionados pelo
estabelecimento da hiperglicemia nesses individuos a longo prazo. Todavia os agentes anti
inflamatérios produzidos pelo nosso organismo sao 0s principais responsaveis pela
resisténcia dos agentes hipoglicemiantes, consiste dai a importancia da busca por novos
métodos que auxiliem esta parcela da populacao e possibilite a eles uma melhor qualidade
de vida. Sabe-se que os principais hipoglicemiantes consistem das biguanidas e
sulfonilureias, classificados como hipoglicémicos de primeira linha, entretanto visando o
aumento da gama e eficacia dos medicamentos em um maior nimero de pessoas novas
abordagens como as tiazolidinedionas, analogos da meglitinida e também os inibidores da a-
glicosidase e os inibidores da DPP-4. (KUMAR et. Al., 2020)

Considerando as razbées acima mencionadas, profissionais médicos tradicionais
em todo o mundo tém recomendado produtos naturais e fitoterapicos como recursos
terapéuticos alternativos para o tratamento do DM, bem como das comorbidades relacionadas
(WANG et al., 2013). Além disso, ha um interesse crescente no uso de compostos bioativos
derivados de plantas (por exemplo, fitoterapicos) que podem ser potencialmente Uteis para
diferentes fins terapéuticos no tratamento dessa doenga (WANG et al., 2015) . Curiosamente,
muitas espécies de plantas tém sido usadas na medicina tradicional, como por exemplo Allium
sativum L., Pinus pinaster e Moringa oleifera L. (PULOK et al., 2006 PAULA et al., 2017).

Allium sativum L. é popularmente conhecida como alho e estd presente na
alimentacdo da populacao mundial, sua atividade hipoglicemiante vem sido amplamente
estudada por trabalhos como os de Zacharias et al., 1980; Roman-Ramos et al., 1995; Kasuga
et al.,, 1999, eles sdo responsaveis pela comprovagdo da alta atividade hipoglicémica
encontrada nessa espécie que ocorre devido a presenca de S-alil cisteina, sendo ela a

responsavel pela redugao da glicose sanguinea. (PULOK et al., 2006).
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Pinus pinaster comumente nomeado de pinheiro bravo possui moléculas com
propriedades hipoglicemiantes que sao obtidas do tronco da sua arvore, ja que ela contém
proantocianidinas, catequina e epicatequina, com propriedades hipoglicemiantes e
antioxidantes. Essas moléculas citadas apresentam uma atividade inibitéria da a-glicosidase
de modo a agirem similarmente ao hipoglicemiante oral acarbose que pertence a classe dos
inibidores de a-glicosidase. (PAULA et al., 2017)

Visando os fatores citados a Moringa oleifera Lam é uma espécie conhecida pelos
seus beneficios medicinais, pertencente a familia moringaceae, ela apresenta fungdes
biolégicas que destacam no meio da pesquisa sendo elas anti-inflamatéria, analgésica e
outras, todavia o destaque maior se da pela sua atividade antidiabética, devido a sua atividade
hipoglicemiante que é a caracteristica mais persistente em pacientes com diabetes mellitus.
(ANDRADE et. Al., 2020).

Os metabdlitos secundarios sempre se classificaram como o maior foco dos
estudos quando o assunto abordado era o potencial antidiabético fitoterapico, todavia o
potencial das proteinas com atividades similares a insulina ganhou uma nova frente de estudo
devido ao pouco foco e a resposta positiva quanto ao potencial hipoglicémico dessas
proteinas (XAVIER-FILHO et al., 2003, PAULA et al., 2017). A diferenca da conformacao da
insulina de plantas quando comparada a bovina iniciou um novo apice de prospeccéo de
novas proteinas insulino miméticas, algumas descobertas nesse processo por exemplo foram
por exemplo nas plantas: V. unguiculata, Momordica charantia e Urtica pilulifera que possuem

proteinas com efeito hipoglicemiante (PAULA et al., 2017).

Desse modo o intuito deste trabalho é identificar os efeitos e mecanismo de agao
da Mo-D3 uma fracdo protéica das folhas de Moringa oleifera Lam perante a realizacdo de
testes pertinentes para a obtengdo de respostas significativas quanto as propriedades
hipoglicemiantes do extrato e sua aplicagao com farmacos de testes positivos e antagonistas
para teste negativos, visando uma caracterizagdo mais especifica da sua atividade

farmacoldgica.
2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Obtenc¢ao do material da Moringa
As folhas da arvore M. oleifera foram coletadas no Campus do Pici, da

Universidade Federal do Ceara (UFC), localizado na cidade de Fortaleza, Brasil, no ano de

2022.Todavia M. oleifera ndo é uma espécie nativa do Brasil, sendo ela uma planta vinda da
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india, desse modo ndo se fez necessario permissdes legais para coletar o material vegetal.
Assim, a partir das folhas foram realizados procedimentos experimentais para obtencéo do

extrato protéico.

2.2. Animais.

Camundongos machos (C57BI/6) com idade entre 8 e 12 semanas foram obtidos
do biotério do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM), da
Universidade Federal do Ceara (UFC), localizado na cidade de Fortaleza, Brasil em Fortaleza,
Brasil. Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno e com acesso a agua e ragao
ad libitum, mantidos em condicbes monitoradas de acordo com as orientagdes do comité de
ética institucional em uma temperatura: 23,0 = 2,0 °C; fotoperiodo:12\12; umidade de 45%-—
55%. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as diretrizes
atuais para o cuidado de animais de laboratorio e foram revisados e aprovados pelo Comité
de Etica Animal (CEUA) da UFC, Brasil (nimero do protocolo: 05040321 -0). Este Comité
estava ciente de que a possibilidade de morte e sofrimento dos animais era minima

considerando a familiarizagdo com o protocolo utilizado e a linhagem dos camundongos.

2.3 Preparagao do extrato e obtencao da fragao proteica de M. oleifera.

Logo apds a coleta, as folhas foram destacadas e lavadas com agua destilada
para remocao dos contaminantes e, secas em papel filtro, sendo armazenadas a 20 °C até o
uso. As folhas limpas e secas foram congeladas e em seguida liofilizadas e pulverizadas com
triturador, para obtencao de uma farinha visando uma melhor extracao de proteinas. A farinha
obtida foi macerada em tampao Tris-HCI 0,5 M, pH 7,5, contendo 2% PVPP (m/v), 0,001 M
PMSF e 0,01 M EDTA, na propor¢ao de 1:5 (m/v), com a auxilio de cadinho e pildo. O
macerado obtido foi incubado por 1 hora a 4°C, em seguida foi filtrado em pano de trama fina
e, posteriormente, centrifugado a 15.000 x g por 30 minutos a 4°C. O precipitado foi
descartado e as aliquotas do sobrenadante apds nova filtragao (extrato total) foram utilizadas
para determinagao de proteinas pelo método de Bradford (1976). As proteinas do extrato total
foram precipitadas pelo método de salting-out com a adigéo de sulfato de aménio, na faixa de
saturagao de 0-90%. Apds 18 horas, a suspensao foi centrifugada a 15.000 x g por 30 minutos
a4 °C. Apos o descarte do sobrenadante, o material precipitado foi dissolvido em tampao Tris-
HCI 0,05 M, pH 7,5, contendo NaCl 0,15 M e, em seguida, submetido a dialise exaustiva contra
agua destilada, em membrana com cut-off de 2 kDa. O material dialisado foi liofilizado,
resultando no isolado de proteina hipoglicemiante que foi armazenado a -20 °C até ser

utilizado em analises posteriores.
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2.4. Cromatografia.

O isolado foi solubilizado em homogeneizador e submetido a centrifugacao a
10.000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi aplicado a uma matriz DEAE-celulose,
previamente equilibrada com tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5. O processo cromatografico
ocorreu sob fluxo constante de 60 mL/h, do qual foram coletadas fracées de 3 mL. Apds a
remocgao das proteinas nao retidas na matriz (Mo-D1) e uma fragéo proteica inicial retida na
matriz por percolacdo da coluna cromatografica com o tampao de equilibrio adicionado de
NaCl 0,15 M (Mo-D2), uma segunda fracdo retida foi eluida pela aplicacédo do tampao de
equilibrio contendo NaCl 0,3 M. Essa fragao foi denominada Mo-D3. Finalmente, a coluna foi
percolada com o tampédo de equilibrio contendo NaCl 1,0 M para a obtencido da fracdo

denominada Mo-D4.

2.5. Quantificagao de proteinas por Bradford.

A quantificagdo da proteina do extrato foi realizada pelo método de Bradford.
Resumidamente, 2,5 mL do reagente de Bradford foram adicionados a 100 uL de amostra,
nas diferentes concentragdes. Em seguida foi misturado suavemente e apds uma incubagéao
de 10 minutos a temperatura ambiente, a absorbancia foi lida em comprimento de onda de
595 nm (espectrofotdmetro Spectronic Genesys 8, Spectronic Instruments). A concentragéo
de proteina foi estimada por meio de uma reta de regressao linear, obtida a partir de
concentragdes conhecidas de albumina sérica bovina (BSA) (BRADFORD, 1976).

2.6. Eletroforese

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada segundo a técnica de Laemmli
(1970) com as modificagdes e adaptagdes da técnica de Schagger e Jagow, 1987, com o
intuito de melhorar a resolugdo das bandas, pois apresenta uma baixa concentracdo de
proteina. Diferentes concentra¢cdes de acrilamida/bisacrilamida foram usadas, dependendo
da finalidade. As amostras foram dissolvidas em tampéo Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8, contendo
1% de SDS, na presenca ou auséncia de 1% de B-mercaptoetanol e 20% de glicerol. As
amostras foram aquecidas a 100 °C por 10 minutos e centrifugadas a 10.000 x g por 5 minutos
a 10 °C. O azul de bromofenol foi adicionado aos sobrenadantes para permitir a visualizagcao
da corrida no gel de eletroforese. Aliquotas contendo 20 uL por pogo foram aplicadas e a
corrida foi realizada a uma corrente constante de 20 mA por aproximadamente 2 horas. As
bandas de proteina foram visualizadas revelando-se com o “procedimento de coloracéo azul-
prata de Coomassie”. As massas moleculares aparentes das proteinas de interesse foram
estimadas a partir de uma curva construida com os Rfs dos diferentes marcadores de massa
molecular utilizados (SCHAGGER; VON JAGOW, 1987) (LAEMMLI, 1970) (DE MORENO;
SMITH; SMITH, 1985).
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2.7. Curva de tolerancia a glicose.
Os animais passaram por um jejum de 12 horas. Posteriormente, os camundongos
foram divididos nos seguintes grupos:
Grupo 1 — Animais tratados com NaCl 0,15 M (controle hiperglicEmico);
Grupo 2 - Animais tratados com insulina (1 UI/KQ);
Grupo 3 - Animais tratados com Mo-D3 na dose de 1 mg/kg;
Grupo 4 - Animais tratados com Mo-D3 na dose de 5 mg/kg;
Grupo 5 - Animais tratados com Mo-D3 na dose de 10 mg/kg;
Grupo 6 - Animais tratados com Mo-D3 na dose de 100 mg/kg;
Grupo 7 - Animais tratados com Mo-D3 na dose de 500 mg/kg;
Apbs o periodo de 30 minutos, todos os grupos descritos acima foram submetidos
a uma carga de glicose (2 g/kg) pela via intraperitoneal, sendo entdo iniciada a curva
glicémica. Além desses grupos, foi também acrescentado um grupo (Grupo 8) que nao foi
submetido a carga de glicose, porém foi tratado com Mo-D3 na dose de 10 mg/kg.
Imediatamente apds a carga de glicose, a glicemia foi medida nos tempos de 0, 15, 30, 60 e
180 minutos. Todos os tratamentos foram administrados por via intraperitoneal (i.p.). O sangue

foi coletado para determinacao da glicemia pelo método da glicose oxidase (REY et al., 2020).

2.8.Teor de glicogénio.

A determinagao do conteudo de glicogénio foi feita pelo método de Krisman (1962)
utilizando tecidos removidos do musculo séleo e figado de camundongos hiperglicémicos
tratados ou ndo com Mo-D3 (5 e 10 mg/kg). Os animais foram eutanasiados imediatamente
apos 3 h da administragdo de glicose. Os tecidos foram pesados e digeridos com KOH 33%
sob aquecimento em banho-maria a 100 °C por 20 minutos. Apds isso, foi acrescentado as
amostras etanol (96%), seguido de aquecimento (100 °C) e banho de gelo para que houvesse
a precipitacao do glicogénio. As amostras foram centrifugadas a 1300 x g por 10 min. Os
sobrenadantes foram descartados e os precipitados dissolvidos em agua. O conteudo de
glicogénio foi determinado pelo tratamento das amostras com o reagente de iodo e as
absorbancias foram subsequentemente lidas em espectrofotdbmetro no comprimento de onda
de 460 nm. Os resultados foram expressos em mg de glicogénio por grama de tecido. As

analises foram feitas em triplicata.

2.9. Teste de tolerancia a insulina
Primeiramente foi necessario estabelecer um modelo experimental de resisténcia a

insulina baseado na metodologia descrita por Mendes e colaboradores (2022). Os animais
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foram divididos em cinco grupos, os quais estdo descritos abaixo:
e Grupo | - animais controle que receberam solugao salina;
e Grupo Il - animais que receberam dexamatasona (0,1 mg/kg, s.c.);
e Grupo lll - animais que receberam Mo-D3 (5 mg/kg; i.p.)
e Grupo IV - animais que receberam Mo-D3 (5 mg/kg; i.p.) e, imediatamente apds,
dexametasona (0.1 mg/kg; s.c.);
e Grupo V - animais que receberam dexamatasona (0,1 mg/kg, s.c.) e metformina (250
mg/kg; i.p.).
Os animais foram tratados por cinco (05) dias consecutivos.
Para o teste de resisténcia a insulina (TTI), os animais foram submetidos a um jejum
de 6 horas. Entdo, foram feitos pequenos cortes na ponta da cauda dos animais para a
realizacdo das coletas de sangue e medida da glicemia no tempo zero do teste (0 h). Logo
apos, foram administrados, intraperitonealmente, 2 Ul de insulina por quilograma de peso
corpoéreo dos animais. Posteriormente, amostras de sangue foram coletadas da cauda nos
tempos de 0, 7, 14 e 28 minutos para a medida da glicemia dos animais. A constante de
decaimento de glicose (Kitt) foi calculada utilizando a formula 0.693/t1/2, onde t1/2 representa
a glicose plasmatica calculada a partir da inclinagdo da curva na analise dos minimos
quadrados das concentragdes plasmaticas de glicose apo6s a injecédo de insulina, quando a

concentragao plasmatica de glicose diminuiu linearmente (BONORA et al., 1989).

2.10. PCR em tempo real

Amostras do pancreas e musculo de camundongos tratados ou nao com
dexametasona foram trituradas e homogeneizadas para a extracdo de RNA. Para isso, foi
utilizado o reagente TRIzol™ (Invitrogen) e pérolas de ago para a agitagdo das amostras no
TissueLyser LT (Qiagen). A andlise do rendimento e qualidade do RNA extraido foi realizada
usando leitora de microplaca Epoch™ (BioTek). A transcrigdo reversa de RNA foi realizada
usando kits de Transcricdo Reversa de cDNA de Alta Capacidade (Applied Biosystems) e um
termociclador Veriti 96 (Applied Biosystems). A amplificagdo da PCR em tempo real foi
realizada usando 2 pyL de cDNA, primers especificos para cada gene e o reagente SyBR
Green (Invitrogen) g.s.p. 10 yL. O método 2-(AACt) [20] foi usado para calcular os valores de
AACt. APCR em tempo real foi realizada utilizando o equipamento QuantStudio™ 3 (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA). O gene Ppia foi usado como controle interno e as sequéncias dos
iniciadores (primers) foram as seguintes:

GLUT4: Forward:5-CGCGGCCTCCTATGAGATAC-3'; reverse: 5-CCTGAGTAGGCGCCAA
TGA-3". PIBK  forward  5-CCATGACGAGAAGACGTGGA-3° e reverse 5'-
GCAGCCCTGCTTACTGCTCT-3", AKT: forward 5-GCCTGCCCTTCTACAACCAG-3" e
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reverse 5 - TGCATGATCTCCTTGGCATC-3’, para as amostras de musculo. As amostras
foram normalizadas usando o PPIA: forward 5'-CAGACGCCACTGTCGCTTT-3"e reverse 5'-
TGTCTTTGGAACTTTGTCTGGAA-3" ou YWHAZ: forward 5-TAAATGGTCTGTCACCGT -
3’e reverse 5 -GGAAATACTCGGTAGGGTT-3". Os resultados foram obtidos a partir da

expressao média obtida a partir de cinco amostras de tecido analisadas independentemente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Obtencao de Mo-D3

O rendimento de Mo-D3 obtido a partir do extrato protéico precipitado com sulfato
de amoénio (0-90%), dialisado e liofilizado (Mo-LPI) foi de 8,1%. A Figura 1A mostra o perfil
cromatografico obtido apds aplicacdo da fragdo proteica de folhas de Moringa em
cromatografia de troca idnica. De acordo com Paula et al., 2017, apenas a fracdo Mo-D3 (D3)
apresenta atividade hipoglicemiante em animais com diabetes induzida por aloxano (PAULA
et al.,, 2017). Portanto, esta foi a fracdo utilizada nos testes in vivo realizados. O perfil
eletroforético de Mo-D3 é mostrado na Figura 1B. Pode-se observar que a fragdo € composta

por proteinas com massa molecular que variam, predominantemente, de 6 a 17 kDa.

Figura 1 — Cromatografia de troca ibnica em matriz de DEAE-celulose (1,0 cm x 15 cm). Mo-
LPI (7 mg) foi aplicada numa coluna equilibrada com tampao Tris-HCI 0,05 M, pH 7,6. As
fragOes retidas (D2, D3 e D4) foram eluidas com o mesmo tampéo de equilibrio acrescentado
de NaCl 0,15 M, 0,3 M e 1,0 M, respectivamente. A seta vermelha indica a fragao proteica com
a atividade hipoglicemiante. (B) Eletroforese (SDS-PAGE)
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3.3 Efeito de Mo-D3 na glicemia

A Tabela 1 mostra o efeito de Mo-D3 (1, 5, 10, 100 e 500 mg/kg i.p) no teste de
tolerancia a glicose. Como esperado, o grupo tratado com insulina apresentou a glicemia
reduzida em 67%, 72% e 79% nos tempos de 15, 30 e 60 minutos, respectivamente, quando
comparados ao controle hiperglicémico. Com relagao a fragdo Mo-D3, a dose de 1 mg/kg, ndo
causou efeitos significativos na reducéo da glicemia, com excec¢ao do tempo de 30 minutos
em que foi observada uma redugao de 24,4% quando comparada ao controle hiperglicémico.
Mo-D3 na dose de 5 mg/kg reduziu a glicemia em 40,9%, 39,3% e 25,6% nos tempos de 30,
60 e 120 minutos, respectivamente. Ja a dose de 10 mg/kg causou redugodes de 53%, 39,3%
e 32,7% nos tempos de 30, 60 e 120 minutos, respectivamente. Reducgdes similares a esta
foram observadas para a dose de 100 mg/kg, onde se observou diminuicdo na glicemia de
48,8%, 45,7%, e 33,2%, em 30, 60 e 180 minutos, respectivamente. Finalmente, Mo-D3 (500
mg/kg) reduziu a glicemia em 40,4%, 33,4% e 30,7% nos tempos de 30, 60 e 120 minutos,
respectivamente. Todos os resultados foram comparados ao grupo controle hiperglicémico.
Em relagédo ao grupo normoglicémico que foi tratado com Mo-D3 na dose de 10 mg/kg foram
observadas reducdes na glicemia de 25%, 24% e 41% nos tempos de 30, 60 e 180 minutos,
respectivamente, quando comparados ao tempo inicial (0 h).

Baseado nesses resultados, péde-se observar que todas as doses de Mo-D3
superiores a 1 mg/kg, causaram efeitos hipoglicémicos significativos. Porém, as doses de 5 e
10 mg/kg foram as escolhidas para os proximos experimentos, ja que foram as menores doses
que apresentaram efeito significativo. A Figura 2 mostra a curva glicémica dos animais

tratados com Mo-D3 (5 e 10 mg/kg) e insulina.

Tabela 1 — Efeito da fragéo proteica Mo-D3 no teste de tolerancia a glicose

GRUPO NIVEIS DE GLICOSE SERICOS (MG/ DL)
0 (min) 15 (min) 30 (min) 60 (min) 180 (min)
Controle | 155,1+15,6°¢ | 358,4 + 13,2 | 3453 +14,82 | 2253 +14,22 | 173,6+12,72
hiperglicémico
Insulina (1UI/kg) | 183,7+5,0° 115,0+6,7¢ | 96,29 £ 10,5¢ | 45,29 +6,5¢ | 152,9+26,0°
Mo-D3 1 mg/kg | 161,4+12,9¢ | 379,6 + 14,2° | 261,0 + 30,3 | 223,6 + 22,12 | 134,3+8,6°
Mo-D3 5 mg/kg | 191,1£7,02 | 338,1+ 15,4 | 204,1 £10,2¢ | 136,9+ 5,6*c | 129,1+4,1°
Mo-D3 10 mg/kg | 182,8+16,0° | 324,3+28,6°¢ | 162,3+ 11,89 | 136,7 £ 9,0 | 116,8+6,1°
Mo-D3 100 mg/kg | 169,3+9,0¢ | 359,7 +20,7° | 176,7+13,69 | 122,3+6,1¢ | 116,0 £2,5°
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Mo-D3 500 mg/kg

220,714,112

422,0 + 24,23

205,8 £ 19,1¢

150,0 +9,1°b

120,2+£9,8°

Veiculo + Mo-D3

152,0+£9,0¢

136,0 + 11,34

113,6 + 4,8¢°

119,1 +6,5¢

88,8+52¢

5 mg/kg

Figura 2 — Efeito de Mo-D3 no teste de tolerancia a glicose (TTG) em camundongos

®- Controle hiperaligémico

m- Hiperglicemia + Insulina (1UI/kg)

— Hiperglicemia + Mo-D3 (5 mg/kg)

+ Hiperglicemia + Mo-D3 (10 mg/kg)

- NormoglicEmico + Mo-D3 (10 mg/kg)
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Em resumo os resultados mostraram que Mo-D3 causou uma redugao significativa
da glicemia em animais hiperglicémicos, sendo a dose de 5 e 10 mg/kg as menores doses
com efeito terapéutico mais significativo em relagédo ao grupo controle hiperglicémico. Em
comparagao com o estudo de Paula, a fragcdo Mo-D3, teve um efeito farmacolégico em uma
dose 100 vezes menor quando a atividade anti-hiperglicémica foi avaliada (PAULA et al.,
2017). Entretanto, a lesdo pancreatica € inexistente em nosso modelo em comparagao com o
dano causado pela aloxana (WALDE SS et al., 2002). Por outro lado, o TTG é uma referéncia
para estudar a homeostase da glicose e a curva de dose de novas moléculas com atividade
glicémica (BOWE et al., 2014). Atividades na redugao da glicemia com extrato ou p6 de folhas
de M. oleifera também foram demonstradas em ratos Wistar com sindrome metabdlica
(LOPEZ et al., 2018), ratos Sprague Dawley diabéticos (VILLARRUEL-LOPEZ et al., 2018),
diabéticos induzidos por estreptozotocina e em humanos (LEONE et al., 2018).

3.4. Efeito de Mo-D3 nos teores de glicogénio hepatico e muscular

A Figura 3 mostra o efeito de Mo-D3 nos teores de glicogénio muscular e hepatico
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de camundongos apos serem submetidos a carga glicémica. Apds o tratamento com Mo-D3
na dose de 5 mg/kg foi observado um aumento de 57,1% no teor de glicogénio hepatico
comparado ao grupo controle hiperglicémico. Em relagdo ao glicogénio muscular, Mo-D3
causou um aumento de 20,5% e 41,1% nas doses de 10 mg/kg e 5 mg/kg, respectivamente,
comparados ao grupo controle hiperglicémico. O grupo tratado com insulina (1 1U/kg; i.p.)
apresentou um aumento no teor de glicogénio muscular de 26,3%.

O glicogénio € um polimero de glicose hiper ramificado que funciona como reserva
energética. Quando os teores de glicose aumentam, como no caso de uma carga de glicose,
ocorre a liberagdo de insulina pelo pancreas. Este horménio atua, dentre outras vias,
estimulando a producéo de glicogénio hepatico e muscular. De fato, no presente trabalho foi
observado que a insulina causou um aumento no teor de glicogénio nos musculos dos
animais. Entretanto, o aumento no teor de glicogénio hepatico por esse hormdnio nao foi
observado. Com relacido aos animais tratados com Mo-D3, foi observado que na dose de 5
mg/kg tanto o glicogénio hepatico como o muscular foram aumentados, mostrando que parte
do excesso de glicose no sangue causado pela sobrecarga de glicose foi destinada para a
sintese de glicogénio, reduzindo a hiperglicemia e regulando a homeostase da glicose. Outros
pesquisadores que realizaram estudos do efeito de extrato das folhas de Belamcanda
chinesnsis também encontraram um estimulador da insulina e um aumento da
gliconeogénese, entretanto com uma dose de 200 mg/kg em um tratamento de 6 semanas.
Estes resultados, comparados com o da nossa fragao protéica de Mo-D3, indicam que nossa
amostra demonstra uma maior eficiéncia em um curto periodo de tempo. Ou seja, este é o
primeiro relato apontando a fracdo de Mo-D3 como responsavel pelo aumento da quantidade

de glicogénio hepatico e muscular.
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Figure 3. Efeito da fragao proteica de Mo-D3 nos teores de glicogénio hepatico (A) e muscular
(B) de camundongos hiperglicémicos. Os valores sdo expressos como média + S.E.M.; n=7
em duplicata para cada grupo. Com intervalo de significancia de *P<0,05, **P<0,01, ***p<
0,001; em relagao ao grupo controle hiperglicémico.
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3.5 Efeito de Mo-D3 nos no teste de resisténcia a insulina

Para identificar se a fragdo proteica Mo-D3 possui algum efeito na resisténcia a
insulina, foi realizado o teste de tolerdncia a insulina (ITT). Para isso, foi necessario
previamente padronizar um modelo de indu¢do de resisténcia a insulina através do uso de
dexametasona nas doses de 20 mg/kg i.p e 0,1 mg/kg s.c, as quais causaram uma redugao
na sensibilidade a insulina de 28% e 42%, respectivamente. Assim, a dose de 0,1 mg/kg s.c
foi selecionada para dar seguimento aos experimentos (Figura 4A). Ja a dose de Mo-D3
escolhida, tendo como base o TTG, foi a de 5mg/kg i.p. A Figura 4B mostra que o grupo tratado
com dexametasona teve uma reducgao na sensibilidade a insulina em 57% quando comparado
ao grupo controle. Por outro lado, o tratamento com Mo-D3 aumentou a sensibilidade a

insulina em 92% quando comparado ao grupo dexametasona.

Figura 4 Efeito da dexametasona (A) e a fracao proteica de Mo-D3 (C) no teste de tolerancia
ainsulina. **P<0.01, ***p< 0.001, comparado com o grupo controle (salina) e *#p < 0.01 quando
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comparado ao grupo dexametasona.
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Os glicocorticoides sdo conhecidos por exercer efeito diabetogénico mediante a
diminuicdo da captagao de glicose nos tecidos periféricos e pela elevagao da produgéo de
glicose pelo figado. Estes efeitos sdo os mesmos apresentados por pacientes que possuem
resisténcia a insulina pré-estabelecida ou diabetes tipo 2. Assim, em nosso estudo, a indugéo

da resisténcia a insulina com dexametasona foi realizada utilizando-se o protocolo descrito. e
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pbde-se observar que o tratamento com Mo-D3 (5 mg/kg) apresentou um excelente resultado

na reversao da resisténcia a insulina.

3.6 Avaliagao da expressao génica

Os musculos dos animais com resisténcia a insulina foram avaliados quanto a
expressao dos genes GLUT4, PI3K e AKT. A Figura 5A nos mostra que os animais insulino
resistentes, tratados apenas com dexametasona, apresentaram uma reducdo no indice de
expressao dos genes GLUT4 em 53% comparado ao grupo controle (salina). Por outro lado,
o tratamento dos animais insulino resistentes (dexametasona) com Mo-D3 (5 mg/kg)
notoriamente causou um aumento na expressao dos genes GLUT4 de aproximadamente
130% quando comparado ao grupo tratado somente com dexametasona, mostrando que Mo-
D3 reverteu o efeito repressor de GLUT4 ocasionado por esse corticoide. Ja o grupo de
animais tratados apenas com Mo-D3 ndo apresentou alteracdo na expressao dos genes
GLUT4, os quais foram mantidos em perfil de expressdo semelhante ao grupo controle
(salina). As Figuras 5B e 5C mostram que houve uma reducao na expressao dos genes PI3K
e AKT nos animais tratados apenas com dexametasona, sendo essa redugéo de 60% e 42%
respectivamente, quando comparados aos animais controle (salina). Ja o tratamento com Mo-
D3 reduziu a expressao do PI3K em 64% e em 31%, respectivamente, quando comparados

ao grupo controle (Salina).

Figura 5. Efeito de Mo-D3, na expressao dos genes GLUT4 (A), PI3K (B), AKT (C) de
musculos de camundongos resistentes a insulina induzida por dexametasona por 5 dias. Os
valores sdo expressos na meédia + E.P.M.; n = 5. Significancia para *p < 0.05 comparado
respectivamente ao grupo controle (Salina) e #p < 0.05 comparado ao grupo insulino
resistente.
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Os dados desse experimento reforcam aqueles obtidos anteriormente
relacionados ao aumento na sensibilidade a insulina. Surpreendentemente, o tratamento com
Mo-D3 n&o causou aumento na expressao dos genes AKT e/ou PI3K, revelando que esta via
nao foi ativada concomitantemente com GLUT4 no musculo esquelético. Esses resultados
corroboram com as pesquisas que mostram que ao se estimular o transporte, via aumento na
expressao de receptores de insulina, observa-se melhorias na captagdo da glicose. No
entanto, a baixa expressao de PI3K e AKT causada por Mo-D3 pode ser explicada pela
estimulagao da via alternativa da p38 MAPK, que quando fosforilada, é ativada e permite a
troca de GDP por GTP na ligagdo a proteina Rab Uma vez ativada, a Rab medeia a
translocagao vesicular da GLUT4 para a membrana plasmatica e facilita a captacdo de
glicose. Outras pesquisas mostraram que uma proteina insulino-mimética de Costus igneus
elevou a expressao de GLUT4 [36]. Do mesmo modo, Lo e colaboradores (2016) identificaram
um peptideo de Momordica charantia que se liga ao receptor da insulina e aciona todo o
mecanismo de sinalizagao para a translocar a GLUT4. Compostos de origem vegetal também
podem ativar essa via, como demonstrado por Rey e colaboradores, (2020), ao estudarem o
extrato aquoso de Passiflora ligularis Juss, que apresentou efeito hipoglicemiante. O autor
descobriu que o ftratamento causou a ativagdo das vias PI3K, MAPK e MEK/ERK,
desencadeando a sintese do transportador GLUT4 e melhorando a resisténcia a insulina.
Assim, os resultados desse trabalho sugerem que uma ou mais proteinas da fragao proteica
de Mo-D3 sdo responsaveis pela ativacdo da expressdao de GLUT4, todavia mais

investigagdes sdo necessarias para confirmar esta hipétese.
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CONCLUSAO

A fragdo proteica Mo-D3, obtida de folhas de Moringa oleifera, mostrou ser capaz de
reverter a resisténcia a insulina, dependente do aumento da expressao de GLUT4. Além disso,
promoveu efeitos sobre a regulagédo glicAmica e aumento na sintese de glicogénio. Todos
esses resultados sugerem que essa fragcdo apresenta potencial de ser utilizada para a

continuidade dos estudos relacionados a descobertas de novos farmacos hipoglicemiantes.
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