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RESUMO

BICAS, Thariane Carvalho. Efeitos do extrato hidroalcodlico das folhas de
Syzygium malaccense e Moringa oleifera sob o estresse oxidativo em ratos
diabéticos induzidos por estreptozotocina. 2019. Dissertagcdo (Mestrado em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos — Biotecnologia) — Programa de
Pdos-Graduagao em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos, Universidade

Tecnoldgica Federal do Parana, Pato Branco, 2019

Os exemplares de Syzygium malaccense e Moringa oleifera cultivados em
solo brasileiro sdo fontes de antioxidantes naturais. Os fitoterapicos ganham cada
vez mais notoriedade na comunidade académica por sua versatilidade,
acessibilidade e facilidade de uso. Dentre os constituintes quimicos, os compostos
fendlicos desempenham papel importante nos processos de inibicado da peroxidagao
lipidica, inibindo ou diminuindo danos decorrentes do estresse oxidativo. A
diminuicdo do estresse oxidativo, € associada a melhora de diversas patologias,
dentre elas o diabetes. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os
efeitos dos extratos hidroalcodlicos obtidos das folhas de Moringa oleifera e
Syzygium malaccense sobre os biomarcadores do estresse oxidativo em ratos
diabéticos induzidos por estreptozotocina. O modelo experimental foi avaliado por
meio da determinagao da atividade das enzimas antioxidantes: catalase, glutationa
s-transferase, dos niveis de tidis ndo proteicos e da determinagao da peroxidagao
lipidica (TBARS) nos tecidos renal, hepatico e encefalico de ratos Wistar machos. O
teste de viabilidade celular, comprovou que a dose de 500 mg/kg de extrato para M.
oleifera e 400 mg/kg de extrato de S. malaccense manteve a integridade celular.
Houve redugédo da glicemia dos animais diabéticos tratados com as plantas. A
peroxidacao lipidica, nos tecidos avaliados, foi diminuida para as duas plantas,
entretanto, a atividade das enzimas antioxidantes para os tecidos renal e hepatico foi
diminuida apenas para o grupo de animais tratados com S. malaccense no modelo
experimental. Os animais tratados com M. oleifera apresentaram uma melhora em
relagdo as enzimas antioxidantes apenas para o tecido renal. Contudo, este trabalho
demonstrou que as doses administradas no modelo experimental ndo foram toxicas

aos tecidos renal e hepatico. Diante destes resultados, € possivel sugerir que as



plantas em estudos podem ser promissoras na terapéutica contra o estresse

oxidativo.

Palavras-chave: Atividade antioxidante; Jambo; Acacia branca; Compostos

Bioativos; Compostos Fendlicos



ABSTRACT
BICAS, Thariane Carvalho. Effects of the hydroalcoholic extract from the leaves
of Syzygium malaccense and Moringa oleifera of oxidative stress in diabetic
rats induced by streptozotocin. 2019. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de
Processos Quimicos e Bioquimicos — Biotecnologia) — Programa de P6s-Graduagao
em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos, Universidade Tecnoldgica

Federal do Parana, Pato Branco, 2019.

The specimens of Syzygium malaccense and Moringa oleifera cultivated in Brazilian
soil are sources of natural antioxidants. Phytotherapeutics has increasingly gained
the academic community for its versatility, accessibility and ease of use as a food
supplement. Your use of the traditional issue provides an investigation of your
potential use of the therapeutic, its appreciation is related to composition, which
contains an amount and class of compounds. Among the compounds, phenolic
compounds play an important role in the inhibition processes of lipid peroxidation,
inhibiting or reducing the capacity of oxidative stress. The reduction of oxidative
stress, is associated to the improvement of several pathologies, among them
diabetes. In this context, the present study was evaluated as the hydroalcoholic
effects of Moringa oleifera and Syzygium malaccense leaves on the biomarkers of
oxidative stress in diabetic rats induced by streptozotocin. The production of the
decorative extracts is better than the extraction coding for these cultures and the
amount of material administered was determined according to the cell viability (MTT)
method. The experimental model was evaluated by the determination of the activity
of antioxidant enzymes: catalase, glutathione s-transferase and non-protein thiols, as
well as the determination of lipid peroxidation (TBARS) in the renal, hepatic and
encephalic tissues of Wistar rats. The cell viability test showed that the dose of 500
mg / kg of extract for M. oleifera and 400 mg / kg of S. malaccense extract
maintained cell integrity. There was a reduction in glycaemia in diabetic animals
treated with plants. The lipid peroxidation in the evaluated tissues was decreased for
both plants, however, the activity of antioxidant enzymes for renal and hepatic
tissues was reduced only for the group of animals used with S. malacense in the
experimental model. Animals isolated with M. oleifera showed an improvement in the

relationship as antioxidant enzymes only for renal tissue. However, this work



demonstrated that a dose administered in the experimental model was not toxic to
renal and hepatic tissues. Given these results, it is possible to suggest that plants

under study are indicators of possible new therapeutic areas.

Keywords: Antioxidant activity; Jambo; White Acacia; Bioactive compounds;

Phenolic Compounds
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1 INTRODUGAO

Apontado como potencial para a manutengdo das condi¢bes de saude da
populacao, os fitoterapicos ganham cada vez mais notoriedade entre pesquisadores
de diversos paises. O uso na medicina tradicional dispensa preparos mais
elaborados, além da possibilidade de uso como complemento alimentar (REZENDE;
COCCO, 2002; FRANCA et al., 2008).

No Brasil, a utilizagao de fitoterapicos teve inicio com as praticas indigenas e
estes, desde muito tempo, desfrutam da enorme riqueza da fauna e flora brasileira
que abriga a maior biodiversidade do planeta. Embora o acesso a essa grande
diversidade biolégica seja facilitado, o numero de estudos cientificos, quando
comparado a diversidade botanica brasileira, ainda s&o escassos, o que indica a
necessidade de estudos que propiciem a identificacdo dos constituintes quimicos e
as atividades biologicas destas plantas. Desta maneira, a utilizagdo ocorre pelo
conhecimento popular ou informagdes filogenéticas da planta (POPOVIC et al.,
2016).

Dentre as plantas medicinais encontradas no Brasil, relata-se o uso de
infusdes com folhas de Syzygium malaccense e Moringa oleifera para diversos
tratamentos como: hipoglicémico (ARUMUGAM et al., 2014), antimicrobiano
(ALBUQUERQUE et al., 2017), anticancer (LU et al., 2006), anti-inflamatério e
analgésico (ADEDAPO et al., 2015), coagulante e floculante natural
(MUTHURAMAN; SASIKALA, 2014) e hipolipemiante (ABORHYEM et al., 2016).

Estudos recentes indicam que as folhas de Syzygium malaccense, também
conhecido como jambo, possuem em sua composi¢do quimica a biomolécula
miricitrina, capaz de inibir a atividade das enzimas a-glicosidase e a-amilase, que
estdo diretamente relacionadas a capacidade de digestdo e absor¢do de
carboidratos e agucares no organismo (TIAN et al., 2011; ARUMUGAM et al., 2014;
SUN et al., 2017).

A Moringa oleifera €& conhecida pela versatilidade proveniente do
aproveitamento que se tem de todas as partes da planta, podendo apresentar
diversos usos. Alguns estudos indicam que as folhas de moringa apresentam-se
como fonte de proteinas de origem vegetal (FAHEY, 2005; BUSANI et al., 2011).

Dentre seus constituintes de grande importancia bioldgica, destacam-se os
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flavonoides glicosilados: astragalina (kaempferol-3-glicosideo) e isoquercetrina, e o
acido fendlico: acido clorogénico (acido-O-cafeoilquinico) (MANGURO; LEMMEN,
2007; MERLIN, 2017). Aliado ao sistema antioxidante enddégeno, essas moléculas
trabalham no combate das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.

Os radicais livres sdo espécies altamente reativas, resultantes de reacdes no
ambiente celular de modo fisiolégico ou patolégico em que o organismo combate
para reestabelecer o equilibrio da viabilidade celular. Em excesso, os radicais livres,
podem causar danos em proteinas, enzimas e lipideos, inviabilizando atividades
essenciais de sinalizagdo para: diabetes, regulacdo da presséo arterial, artrite,
choque hemorragico, catarata, disfungdes cognitivas, cancer e doengas agravadas
pelo estresse oxidativo (FERREIRA, A.L.A.; MATSUBARA, 1997; CADET et al.,
1999; VASCONCELOS et al., 2007; GEBICKA; KRYCH-MADEJ, 2019; NIJHAWAN
et al., 2019).

A diminuicdo ou aumento na atividade de certas enzimas, proteinas e
lipideos, representa algum tipo de disturbio. No caso do diabetes, o estresse
oxidativo participa severamente no desenvolvimento, progressao e complicagcdes da
doenga (GEBICKA; KRYCH-MADEJ, 2019; NIJHAWAN et al., 2019).

O Diabetes Mellitus € uma doenca crbénica caracterizada pelo excesso de
glicemia no organismo, disturbio atribuido a insuficiéncia na produgédo do hormdnio
insulina, ou pela resisténcia no reconhecimento do receptor das células alvo
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017). O aumento dos niveis
glicémicos da populagdo mundial triplicou nas ultimas trés décadas, o qual esta
associado a ma condi¢cao no estilo de vida, com destaque para o sedentarismo,
alimentagao inadequada e obesidade. Em 2017 o numero alarmante de pessoas
com diabetes alcangou 424,9 milhdes de pessoas entre 20 a 79 anos , e para 2045 a
estimativa é de 628,6 milhdes de pessoas com a doenga (International Diabetes
Federation, 2017).

O tratamento mais adequado para o diabetes do tipo 1 € o uso diario de
insulina exdgena, juntamente com atividades fisicas e reeducagao alimentar, com a
finalidade de diminuir os sintomas causados pela hiperglicemia como: poliuria,
polidipsia e perda de peso em longo prazo (WU et al., 2013). Alguns estudos tém
abordado o uso de fitoterapicos como uma alternativa de tratamento e as plantas
descritas para essa finalidade, atuam sob diferentes mecanismos de acdo em que

estimulam a melhora das células B pancreaticas (ARUMUGAM et al., 2013;
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BAHMANI; GOLSHAHI; et al., 2014; BAHMANI; ZARGARAN; et al.,, 2014). As
plantas que detém o potencial antidiabético sdo ricas em compostos antioxidantes,
dentre eles os polifendis, glucosinolatos, alcaldides, terpenos, entre outros, que
estdo intimamente relacionados com os diversos mecanismos que originam agao
farmacoldgica inibindo a geragao de radicais livres no organismo humano e animal
(VASCONCELOS et al., 2007; PATEL et al., 2012; STOHS; HARTMAN, 2015).
Considerando o potencial antioxidante atribuido aos compostos com
atividades bioldgicas das folhas de Syzygium malaccense e Moringa oleifera, o
presente trabalho tem como objetivo avaliar as atividades do extrato das folhas de
Syzygium malaccense e Moringa oleifera sob o estresse oxidativo gerado em tecidos

no modelo experimental animal de diabetes induzido por estreptozotocina.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo estudar o efeito dos compostos
antioxidantes presentes nas folhas de Syzygium malaccense e Moringa oleifera
sobre marcadores do dano oxidativo em ratos diabéticos induzidos por

estreptozotocina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o peso corporal e a glicose sanguinea de todos os animais
estudados, no momento da indugéo do diabetes, semanalmente, e no dia da
eutanasia;

¢ Testar a viabilidade celular em células mononucleares de sangue humano
com diferentes concentragdes dos extratos de Syzygium malaccense e Moringa
oleifera;

eDeterminar a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), glutationa
S-transferase (GST) no figado e rins de animais tratados com Moringa oleifera
e Syzygium malaccense, controle salina, diabetes controle e nos grupos
diabetes tratados com Syzygium malaccense e Moringa oleifera;

e Avaliar a peroxidagao lipidica (TBARS) em figado, rim e cérebro total nos
grupos de animais tratados com Moringa oleifera e Syzygium malaccense,
controle salina, diabetes controle e nos grupos diabetes tratados com Syzygium

malaccense ou Moringa oleifera
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

Em muitos paises, as plantas medicinais sao utilizadas para a manutengao
das condicbes de saude da populagcdo, sendo uma opgao acessivel a diversas
classes sociais. O estudo dos fitoterapicos, que pode proporcionar o conhecimento
da acado farmacéutica das plantas é de grande importancia e rege a influéncia do seu
uso medicinal (REZENDE; COCCO, 2002; ALVES; SILVA, 2003; FRANCA et al.,
2008).

A Fitoterapia consiste no uso interno e externo de vegetais para o tratamento
de doencgas, sejam eles “in natura” ou sob forma de medicamentos. No Brasil, seu
uso teve inicio nas praticas indigenas, influenciado pela colonizagao portuguesa e
cultura africana (FRANCA et al., 2008).

O Brasil abriga uma enorme riqueza de fauna e flora, sendo responsavel pela
maior biodiversidade do planeta e essa grande variedade de vida deixa o pais no
posto principal como potencial produtor de fitoterapicos, e de fonte de agentes
potencialmente farmacolégicos (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2017). Apesar
da vasta riqueza, o conhecimento das espécies existentes no pais € pequeno, e,
esta caréncia nao contribuiu para o desenvolvimento de biotecnologia e inovagéo
(KLEIN et al., 2009).

A biodiversidade brasileira atrai o interesse de pesquisadores de diversos
paises, devido a importancia em desenvolver estudos multidisciplinares que incluem
as areas de fitoquimica, botanica e farmacologia, que juntos enriguecem o
conhecimento sobre a medicina natural. Uma caracteristica importante das plantas
medicinais a ser estudada € a toxicidade. A toxicidade é uma problematica da
medicina natural, devido a adversidade e sinergia dos fitoterapicos ndo serem
conhecidas pela populagéo que faz o uso das plantas medicinais (AMOROZO, 2002;
MACIEL et al., 2002; VEIGA et al., 2005; SILVA, 2010).

Embora exista pouco estudo a cerca dos constituintes quimicos e atividades
biolégicas, a escolha das plantas para seu posterior estudo € realizado de acordo

com alguns critérios como sua composi¢ao quimica (informagdes filogenéticas e
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quimiotaxondbmicas em géneros e familias da classe), toxicidade, selegéo
randomizada ou o seu uso na medicina popular (GURIB-FAKIM, 2006; POPOVIC et
al., 2016).

3.1.1 Syzygium malaccense

A familia Myrtaceae é considerada uma das mais importantes familias de
Angiospermas no Brasil (LANDRUM; KAWASAKI, 1997; MORAIS et al., 2014) e
retrata uma das familias com maior representatividade nas diferentes formacgdes
vegetais. Em solo brasileiro, é representada por 23 géneros e 1025 espécies, e
dentre as espécies encontradas, tem-se a Syzygium malaccense conhecida
popularmente por jambo, jambo-rosa e jambo-vermelho (SOBRAL et al., 2015).

No Brasil adaptou-se as regides quentes do Sudeste e nos estados do Norte
e Nordeste. De origem asiatica, nativa da Indonésia e Malasia o Syzygium
malaccense pode chegar até 20 metros, esta frutifera apresenta copa densa
piramidal com folhas verde escura e brilhante, tronco reto, flores com numerosos
estames em forma de pompom de coloragdo vermelha purpura (Figura 1) e frutos
carnudos de coloragdo avermelhada (COSTA et al.,, 2006). Os frutos sé&o
consumidos na forma in natura ou em forma de compotas, e, além de saborosos,
contém vitaminas A, B1, B12, calcio, ferro e fosforo (LORENZI; MATOS, 2008).

Figura 1. Caule, folhas e flores de Syzygium malaccense
Fonte: Autoria prépria
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Dentre os compostos ja identificados por alguns estudos nas folhas de jambo,
alguns autores tem considerado o flavonoide miricitrina como marcador da planta
(LU et al., 2006; TIAN et al., 2011; ARUMUGAM et al., 2014). Essa biomolécula,
também é conhecida por sua capacidade de inibir a atividade das enzimas a-
glicosidase e a-amilase as quais, estdo diretamente relacionadas a capacidade de
digestédo e absorc¢ao de carboidratos e agucares no organismo humano. Arumugam
et al. (2014) relataram a eficiéncia do extrato etandlico das folhas de jambo quando
comparado a Acarbose, um importante farmaco administrado em pessoas
diabéticas, para inibicdo das enzimas a-glicosidase e a-amilase (DONG et al., 2012;
SUN et al., 2017). Tais resultados indicam o potencial terapéutico antiglicémico da

planta.

3.1.2 Moringa oleifera

Dentro da familia Moringaceae, tem-se a espécie Moringa oleifera (Figura 2),
esta planta é nativa da regido asiatica que inclui os paises de Bangladesh, india,
Paquistdo e Afeganistdo. No Brasil, foi inserida na regido nordeste como planta
ornamental em meados da década de 60, desde entdo, tem sido propalada devido
ao seu alto valor nutricional, versatilidade e importancia econémica (BARRETO et
al., 2009; GUPTA et al., 2017; FALOWO et al., 2018; OMOTOSO et al., 2018). Na
regidao Sul a Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa
Catarina — Epagri tem avaliado a adaptagdo da planta as condigdes do litoral
Catarinense (EMPRESA DE PESQUISA AGROPECUARIA E EXTENSAO RURAL
DE SANTA CATARINA, 2013).

A versatilidade da arvore se da pela importancia e o consumo de todas as
partes da planta. Alguns usos da moringa incluem: propriedades terapéuticas
(SINGH; PRASAD, 2013; CUELLAR-NUNEZ et al., 2018; KHOLIF et al., 2018), o
alto valor nutricional nas folhas, frutos, flores e sementes (FAHEY, 2005; BUSANI et
al., 2011), podendo também atuar como coagulante no tratamento de agua (ABDUL
HAMID et al., 2016; FEIHRMANN et al., 2017; RECK et al., 2018).



22

Figura 2. Caule, folhas e frutos de Moringa oleifera
Fonte: PROJETO VERDE (2015)

As folhas da moringa ganham notoriedade em relacdo ao caule, frutos e
sementes. O interesse maior nas folhas deve-se a sua grande quantidade de macro
e micronutrientes. As folhas sao fontes de vitamina C, E, A, alcaloides, glicosideos,
compostos fendlicos, flavonoides glicosilados como astragalina e isoquercitrina,
acidos cafeoilquinicos, carotendides como luteina, a-caroteno e [-caroteno,
kaempferol, quercetina, taninos, rutina, e saponinas (FAHEY, 2005; BUSANI et al.,
2011; ADEDAPO et al., 2015; FALOWO et al., 2018; OMOTOSO et al., 2018), sendo
de grande importancia farmacoldgica, apresentando atividade antioxidante,
hipoglicémica, anti-hipertensiva, anti-ulcera, analgésica e protetora dos tecidos
(figado, rins e coragcao) (JAYAWARDANA et al., 2015; STOHS; HARTMAN, 2015;
GOPALAKRISHNAN et al., 2016; BRILHANTE et al., 2017; MERLIN, 2017). No
entanto, poucos estudos confirmam as atividades bioldgicas desempenhadas por
essas biomoléculas, promovendo a moringa como alvo de pesquisas especificas

que comprovem seu potencial terapéutico.

3.2 ESTRESSE OXIDATIVO

O metabolismo humano realiza diversas reagdes quimicas com o intuito de

manter as melhores condigdes fisioldgicas para o organismo. O desequilibrio dessas
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reagcdes podem ocasionar a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO),
espécies reativas de nitrogénio (ERN), entre outras espécies reativas
(VASCONCELOS et al., 2007; KHAN; WANG, 2018; SAMET; WAGES, 2018). As
principais ERO distribuem-se em dois grupos, os radicalares: hidroxila (HO-),
superoxido (O27), peroxila (ROO-) e alcoxila (RO¢); e os ndo-radicalares: oxigénio,
peroxido de hidrogénio e acido hipocloroso. As ERN incluem o 6xido nitrico (NOe),
oxido nitroso (N2O), acido nitroso (HNOy), nitritos (NOy), nitratos (NO3 ) e
peroxinitritos (ONOO™) (WISEMAN et al., 1995; CADET et al., 1999; HALLIWELL,
1999; MOLPHY et al.,, 2015). As espécies reativas atacam diretamente lipideos,
proteinas e o DNA, podendo destruir a célula por completo fazendo com que perca
sua funcéo fisioldgica.

O radical superoxido é gerado por diversos processos celulares (adigao de
um elétron a partir do oxigénio molecular, ou redugdo monoeletronica do O), na
mitocdndria e no microssomo, através de enzimas como a xantina oxidase e fosfato
de dinucleotideo de adenina e nicotinamida (NADPH) (FERREIRA, A.LA;
MATSUBARA, 1997; VASCONCELOS et al., 2007).

Apesar de ndo ser um radical, o peroxido de hidrogénio, € um matabdlito
extremamente nocivo, pois participa da reacdo de Fenton em presenca de metal de
transicdo que leva a formacao do radical hidroxila (Equacéo 1) (FERREIRA, A.L.A;;
MATSUBARA, 1997; VASCONCELOS et al., 2007).

Fe* + H,0, — Fe**+ OH + " OH (1)

Considerado o radical mais nocivo e reativo do sistema bioldgico, o radical
hidroxila reage com diversos endobidticos e com metais do préprio sitio onde foi
produzido. Pode causar danos sérios ao DNA, modificando as bases purinicas e
pirimidicas, levando a inativagcdo ou mutacédo do DNA, além de danificar e inativar
proteinas, enzimas e contribuir para peroxidagao lipidica (FERREIRA, A.L.A,;
MATSUBARA, 1997; CADET et al., 1999; VASCONCELOQOS et al., 2007).

Os radicais peroxila (equagao 2) e alcoxila (equagao 3), sdo resultado da
decomposigao de peroxidos orgéanicos e reagdes de carbono radicalar com oxigénio,
que iniciam uma nova cadeia de reacbes, podendo ser rapidas ou lentas,
dependendo da valéncia do ferro, essas por sua vez podem agredir o conteudo
proteico e lipidico das células provocando o desequilibrio e gerando o estresse
oxidativo (CADET et al., 1999; VASCONCELOQOS et al., 2007).
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ROOH + Fe*? > RO" + OH" + Fe*®  rapida (2)

ROOH + Fe** - ROO+ H" + Fe*?  lenta (3)

O estresse oxidativo, refere-se as condigbes patoldgicas que o organismo €
levado devido ao desequilibrio das ERO e ERN. As biomoléculas perdem sua
capacidade de transferir elétrons, tornando-se um radical livre que progride para
etapas de iniciagdo, propagacao e finalizagdo. As reagdes radicalares, agridem
niveis estruturais superiores de biomoléculas destruindo proteinas, acidos graxos e
acido nucléico. Porém, sistemas antioxidantes tais como a glutationa, superdxido
dismutase, catalase e moléculas como o ascorbato e o tocoferol que realizam o
combate a acado oxidante, e, desta forma, sdo considerados sinalizadores do
estresse oxidativo no tecido humano e animal (KHAN; WANG, 2018; SAMET;
WAGES, 2018).

Os principais EROs citadas como causadoras de danos celulares sao: radical
superoéxido, peréxido de hidrogénio, radical hidroxila e os radicais peroxila e alcoxila.

O estresse oxidativo participa dos processos de envelhecimento,
transformacao e morte celular, levando a enfermidades, doencas crbnicas e
autoimunes. Entretanto as ERO e ERN sdo importantes para alguns processos
biolégicos, como a regulacdo da pressao arterial, sinalizagdo celular, apoptose,
fagocitose de agentes patogénicos e no amadurecimento de frutos, nesses casos
alguns biomarcadores podem fazer a distingdo das reagbes no organismo
(HALLIWELL, 1999; ZWART, DE et al., 1999; VASCONCELOS et al., 2007).

Os biomarcadores s&o sinalizadores de processos biolégicos de
anormalidade, normalidade ou de resposta farmacoldgica. Um biomarcador ideal,
deve ter alta sensibilidade e especificidade no fluido biologico, facilitando a
investigacao e identificacdo de doengas no organismo (ZWART, DE et al., 1999;
BAKER, 2005; LABAER, 2005; VALKO et al., 2007). O desenvolvimento de
pesquisas permite o conhecimento de varios biomarcadores para diferentes tipos de
doencas, como exemplo tem-se os biomarcadores para o diabetes: malondialdeido,
razao entre glutationa reduzida e oxidada, proteinas S-glutationadas, 3-nitro-tirosina
e produtos finais da glicagcdo avangada (VALKO et al.,, 2007). Atualmente os

biomarcadores do estresse oxidativo que monitoram a progressao do diabetes e de
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suas complicagdes, estdo bem estabelecidos na literatura, permitindo a adequada
intervencao terapéutica (MARITIM et al., 2003).

3.3 ANTIOXIDANTES

A manutencao da saude, o equilibrio entre as defesas antioxidantes (enzimas
e moléculas ndo enzimaticas) e a producdo de radicais livres € uma condi¢cao
essencial para o funcionamento normal do organismo. Os antioxidantes, sao
compostos que podem inibir complicacbes relacionadas ao estresse
oxidativo/nitrosativo, evitam o inicio ou propagacdo das reagdes de oxidacdo em
cadeia, podem ser de natureza endogena ou exogena (HALLIWELL, 1999; VALKO
et al., 2007; MARTINS et al., 2016).

O sistema antioxidante de natureza enddgena compreende as seguintes
enzimas: glutationa-peroxidase, catalase, metionina-redutase e superdxido
dismutase, as quais atuam em conjunto, convertendo os radicais livres em
elementos neutros. Além de combater os radicais livres, as enzimas antioxidantes
podem regenerar outros antioxidantes enddgenos e reparar danos celulares. Para
garantir uma boa atuagdo dos antioxidantes enddgenos, é essencial manter uma
dieta equilibrada, que fornega vitaminas e minerais que podem atuar como
nutracéuticos ao sistema antioxidante endogeno (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Os antioxidantes ndo enzimaticos, em sua maioria sdo exdgenos, sendo
assim, indispensavel uma dieta apropriada para absor¢cao destes compostos. Os
principais podem ser divididos em: vitaminas lipossoluveis (vitamina A, vitamina E,
vitamina D e B-caroteno), vitaminas hidrossoluveis (vitamina C e vitaminas do
complexo B), oligoelementos (zinco, cobre, selénio, magnésio etc.), e os compostos
fendlicos (acidos fendlicos e flavonoides (BIANCHI; ANTUNES, 1999; DEWICK,
2002; PAIXAO; STAMFORD, 2004; MOURAO et al., 2005).

Os antioxidantes mais abundantes na natureza pertencem ao grupo dos
compostos fendlicos, as quais possuem no minimo um anel aromatico com um ou
mais substituintes hidroxilicos (DEWICK, 2002; BOROSKI et al.,, 2015). Sua
atividade antioxidante € intrinsicamente correlacionada com a sua estrutura quimica

e suas propriedades redutoras, pois sdo estas caracteristicas que conferem
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fundamental importancia na neutralizagcdo ou sequestro de radicais livres ou como
quelantes de metais de transicdo, agindo desde a etapa de iniciagdo como na
propagacao do processo oxidativo (DEWICK, 2002; SOUSA et al., 2007; FALOWO

et al., 2018). Estes se dividem em duas subclasses, acidos fendlicos e flavonoides.

3.3.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo substancias amplamente distribuidas na
natureza, a quantidade de compostos fendlicos ja identificados nas plantas
ultrapassam 8000 substéncias (SILVA et al., 2010; CONG-CONG et al., 2017). Uma
definigdo baseada no ponto de vista quimico abrangem outras moléculas além dos
compostos fendlicos, por isso, a melhor definicdo é feita quando relaciona sua
origem biossintética (ROBARDS et al.,, 1999). A via do chiquimato e a via do
acetato/malonato compreendem os produtos do metabolismo secundario das plantas
que possuem anéis fendlicos e sado desprovidos de qualquer grupo funcional
nitrogenado, conhecidos como polifendis (QUIDEAU et al., 2011). A produgao dos
polifendis é controlada por sinais reguladores envolvidos no metabolismo da planta,
que pode ter seu conteudo influenciado por diversos fatores, como sazonalidade,
ritmo circadiano e desenvolvimento, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacao
ultravioleta, nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica e indugdo por estimulos
mecanicos, ou ataques de patdégenos (DEWICK, 2002; GOBBO-NETO; LOPES,
2007; QUIDEAU et al., 2011). Embora as moléculas apresentem caracteristicas
estruturais similares, os compostos fendlicos possuem uma grande variedade de
estruturas e funcoes.

Deste modo, sdo comumente classificados em grandes grupos, de acordo com o
numero de atomos de carbono que possuem e com a estrutura do esqueleto fendlico
basico, compreendendo: fendis simples e benzoquinonas (Cs), acidos benzoicos (Ce-
C1), acidos fenilacéticos (Ce-C2), acidos cinamicos, fenilpropenos, cumarinas e
cromonas (Ce-C3), naftoquinonas (Cs-C4), xantonas (Ce-C1-Cs), estilbenos e
antraquinonas (Ce-C2-Cs), flavonoides e chalconas (Ce-C3-Cs) e biflavonoides ((Ce-Cs3-
Cs)2) (ROBARDS et al., 1999).

O grupo dos flavonoides é um dos que tem maior relevancia, mais de 5000
compostos ja foram identificados (LAMPILA et al., 2009; CONG-CONG et al., 2017).

Sao compostos largamente distribuidos no reino vegetal, encontram-se presentes
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em frutas, folhas, sementes e em outras partes da planta na forma de glicosidios ou
agliconas. Os flavonoides apresentam baixo peso molecular, consistindo em 15
atomos de carbono, organizados na configuracdo (Ce_C3-Cg), sua estrutura é
constituida por dois anéis aromaticos (A e B), unidos por um anel heterociclico, que
caracteriza o anel flavanoidico (C) (ANGELO; JORGE, 2007; LAMPILA et al., 2009)
(Figura 3).

Figura 3 - Estrutura basica dos flavonoides.
Fonte: Adaptado ANGELO; JORGE (2007).

Esta estrutura basica permite uma infinidade de substituigdes e variagées no
anel C, que de acordo com suas caracteristicas estruturais podem ser classificados
em: flavonodis, flavanonas, isoflavonas, flavanois e antocianidinas. Os anéis A e B
também podem sofrer substituicdes, como: oxigenagdo, acilagdo, sulfagao,
alquilacao, metilagao e hidroxilagdo, sendo assim a formacao de compostos de cada
classe (HOLLMAN; KATAN, 1999; DEWICK, 2002; LAMPILA et al., 2009).

A principal forma dos flavonoides sdo os glicosilados, essa caracteristica
aumenta a estabilidade e solubilidade destes compostos em agua, modulando sua
atividade biolégica (CHEN et al., 2018; YANG et al., 2018; SATI et al., 2019).

De acordo com Han et al. (2019) a astragalina aumenta a atividade
antioxidante da SOD, CAT, e GSH-Px e diminui os teores de MDA e NO. Além de ter
ajudado positivamente em outras atividades realizadas em seu estudo, sugerindo
assim a sua eficiéncia protetora em camundongos diabéticos.

Valentova et al. (2014) descreve positivamente uma gama de efeitos
biolégicos tanto in vivo como in vitro em relacdo a isoquercetina, as atividades
compreendem a agao anticarninogénica, quimioprotetora contra o estresse oxidativo,
disturbios cardiovasculare, diabetes e reagdes alérgicas. Também houve o relato de
que a alta solubilidade da isoquercetina em agua torna este flavonoide glicosilado

mais biodisponivel do que a aglicona quercetina.
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Gebre-Mariam et al. (2005) relata em seu estudo com extrato metandlico de
folhas de Melilotus elegans resultados satisfatorios para o tratamento de doencas de
pele, a formulagdo do creme usado no tratamento havia uma quantidade do extrato
da M. elegans que continha o flavanoide kaempferol-3-glicosideo, ao qual foi
atribuida a atividade anti-inflamatoria. O kaempferol-3-glicosideo também
apresentou fortes efeitos hepatoproteores, em um modelo hepatico produzido por
CCly4, segundo o autor este efeito foi mediado pela redugao do estresse oxidativo e
morte celular apoptética (WANG et al., 2014).

Os acidos fendlicos também s&o conhecidos pela sua capacidade
antioxidante, porém, quando comparado aos flavonoides sua atividade é menor.
Essa caracteristica é decorrente da menor quantidade de hidroxilas presente em sua
estrutura. Os monofendis desempenham importantes fung¢des para as plantas e, sao
encontrados com frequéncia em alimentos, bebidas naturais e em ervas medicinais
(ROBARDS et al., 1999; QUIDEAU et al., 2011).

Dentre os acidos fendlicos conhecidos o acido clorogénico melhorou a
sensibilidade a insulina em células de hepatocarcinoma humano (HepG2) cultivadas,
deste modo, esse acido fendlico pode ser explorado como uma potencial fonte
natural para retardar disfungdes hepaticas e aliviar a resisténcia a insulina (CHEN et
al., 2019).

3.4 DIABETES E SUAS IMPLICAGOES A SAUDE

A disfungdo metabdlica caracterizada por hiperglicemia crénica € conhecida
como diabetes mellitus (DM), em que ocorre a deficiéncia absoluta ou relativa na
secrecao ou acao da insulina (ALBERTI; ZIMMET, 1998; SKLIROS et al., 2016). A
insulina é responsavel pela regulagdo da glicemia plasmatica e o seu aumento,
efeito comum do diabetes descontrolado, ao longo do tempo, leva a sérios danos a
diversos sistemas bioldgicos (LIU et al., 2013; WHO, 2013).

A ma condicdo do estilo de vida da populagdo mundial, associado ao
sedentarismo, alimentacido inadequada e obesidade, triplicou o aumento dos niveis
glicémicos nas ultimas trés décadas. Em 2017 a estimativa foi de 424,9 milhdes de
pessoas entre 20 a 79 anos com DM, para 2045, essa projecao vai a 628,6 milhdes

de pessoas com a doenga (International Diabetes Federation, 2017). Na América do
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Sul a quantidade de portadores do DM € crescente, e o Brasil esta na 42 posicao
entre os paises com maior prevaléncia da enfermidade, sendo 12,5 milhdes de
pessoas portadoras, contudo, existem pessoas que apresentam a patologia, porém
ainda nao foram diagnosticadas. O gasto com cuidado e profilaxia no ano de 2017,
encerra em 24 bilhdes de dolares para o Brasil (International Diabetes Federation,
2017) e diante destes numeros, as consequéncias humanas, sociais e econémicas

do diabetes sdo incontaveis.

3.4.1 Diagnostico e tipos do diabetes mellitus

A doenga pode ser diagnosticada através da hiperglicemia e anamnese
clinica. O protocolo de investigagdo laboratorial inclui a determinagcdo da glicose
plasmatica com o paciente em jejum de 8-12 horas.

A investigacdo de DM pode ser realizada por testes de glicemia em jejum e
de tolerancia oral a glicose (TOTG) com 75 g de glicose via oral. Se a dosagem da
glicemia jejum estiver abaixo de 100 mg/dl e o TOTG 139 mg/dl, considera-se o
paciente com glicemia normal. Pacientes com glicemia de jejum superior a 126 mg/d|
e TOTG entre 139 e 199 mg/dl, sdo considerados com baixa tolerancia a glicose. Ao
apresentar a glicemia jejum superior a 126 mg/dl e TOTG superior a 200 mg/dl, sao
considerados diabéticos (ASSOCIATION, 2015). Embora essa investigagcdo possa
indicar se o individuo possui ou ndo a doenga, ndo é o suficiente para classificar o
tipo de diabetes que a pessoa apresenta.

As formas da doenga sao o diabetes tipo 1 e o diabetes tipo 2. No diabetes
tipo 1, a doenca envolve alguns fatores que levam a destruicdo das células
produtoras de insulina (células beta do pancreas), comumente através dos fatores
ambientais, imunolégico, ou de forma idiopatica, sendo esta menos comum. Como
consequéncia da perda dessas células observa-se a deficiéncia absoluta da
secrecdo de insulina. A maior incidéncia do diabetes tipo 1 ocorre dos 10 aos 14
anos de idade, no entanto individuos de qualquer idade podem desenvolver este tipo
de diabetes (PRADHAN et al., 2001; GROSS et al., 2002; RUSSO et al., 2018).

O diabetes do tipo 2 € mais comum, sua prevaléncia é cada vez maior em
adultos, jovens e criancas, sendo o responsavel por cerca de 90% dos casos. E

caracterizado por disturbios na acado e secrecdo da insulina pelas células B
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pancreaticas. A etiologia especifica deste tipo de diabetes ainda ndo esta
claramente estabelecida, existe uma predisposi¢cdo genética, mas ndo se pode inferir
muito sobre este padrdo. E comumente desenvolvido em pessoas sedentarias,
obesas e de idade superior a 40 anos, sendo que a frequéncia do diagndstico
nessas pessoas sao maiores, assim como a probabilidade delas serem obesas
(PRADHAN et al., 2001; GROSS et al., 2002; ASSOCIATION, 2015)

3.4.2 Fisiopatologia

Ainda que o DM seja associado a disfungdo do pancreas, varios outros
orgaos sao afetados pela patologia, tais como o sistema neurolégico, renal,
oftalmoldgico e cardiovascular (SDB, 2014).

O péncreas € uma glandula mista, com fungdo exdcrina e enddcrina,
localizado na cavidade abdominal, atras do estdbmago entre o duodeno e o bacgo.
Possui duas fungdes distintas: a fungdo enddcrina, responsavel pela produgao de
insulina e a funcédo exdcrina, responsavel pela secrecdo de enzimas envolvidas na
digestéo e absorcao de alimentos (International Diabetes Federation, 2017). O DM é
uma sindrome de etiologia multipla, que acomete a fungdo enddcrina do pancreas,
especificamente as células B. Portanto, trata-se de uma doenga metabdlica que
pode alterar o metabolismo de proteinas, carboidratos e lipideos (International
Diabetes Federation, 2017).

O desequilibrio do organismo promove alteragdes em diversas estruturas
celulares, e esta associado ao aumento na formacao de radicais livres, diminuindo a
capacidade antioxidante celular. As enzimas antioxidantes como a superdxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) contribuem para a
eliminacdo dos radicais livres. A hiperglicemia também €& responsavel pela
peroxidacdao das lipoproteinas de baixa densidade (MARITIM et al.,, 2003;
SAMARGHANDIAN et al., 2013).

O tratamento mais adequado para o diabetes € o uso de insulina exdgena,
por injecdo diaria simultaneamente da reeducacdo alimentar e a pratica de
exercicios fisicos, com a finalidade de eliminar os sintomas causados pelo excesso
de glicose no organismo, como a poliuria, polidipsia e perda de peso em longo prazo
(WU et al., 2013).
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Zhao et al. (2018) avaliou o impacto de dois medicamentos fitoterapicos sob o
estresse oxidativo em doenga macrovascular decorrente do diabetes, os dois
fitoterapicos usados foram benéficos para o tratamento do estresse oxidativo, e
capazes de prevenir avangos da doenga. Alguns estudos tém abordado o uso de
fitoterapicos como uma tentativa de diminuir os danos causados pela hiperglicemia
(PATEL et al., 2012).
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4 MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica para o uso de Animais da

Faculdade de Pato Branco — Fadep sob o Protocolo 01/2017.

4.1 IDENTIFICAGAO, COLETA E PREPARO DE MATERIAL

As amostras das folhas de Syzygium malaccense foram coletadas na cidade
de Jacupiranga — Sao Paulo, Brasil (nas coordenas geograficas: -24°42’12.9”S e -
48°00°'24.3’"W) em maio de 2017 e as folhas de M. oleifera foram coletadas em abril
de 2017, no municipio de Itajai — Santa Catarina, Brasil (nas coordenadas
geograficas: 26°57'16.2"S e 48°45'55.0"W). Depois de coletadas, as folhas foram
secas em estufa com circulagao de ar forcada a temperatura de 40 + 5 °C, trituradas
em moinho Willye TE-650 (Tecnal) e armazenadas a -18 °C.

A identificagdo dos exemplares de Moringa oleifera e Syzygium malaccense
foi realizada pela professora Dra. Giovana Faneco Pereira e a exsicata foi
depositada no Herbario da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, campus

Pato Branco, sob os numeros HPB 483 e HPB 1173, respectivamente.

4.1.1 Preparo dos extratos

No preparo do extrato de S. Malaccense foi utilizada a condicao ideal para
extracdo de compostos fendlicos de acordo com Savi (2015), na proporgao de 2 g de
material seco em 25 mL de solvente agua:etanol (60:40 v.v'), em banho
termostatizado a 80 °C por 45 minutos. A retirada do solvente foi realizada em
evaporador rotativo a pressédo reduzida e temperatura controlada e em seguida o
extrato concentrado foi liofilizado.

A condicdo de extragdo usada para as folhas de M. oleifera seguiu a
descricdo de (OLDONI et al., 2019) . Foram pesados 8 g de folhas previamente

secas e adicionados 100 mL de solvente, etanol:agua (80:20 v.v'"), em temperatura
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ambiente e a mistura mantida em mesa agitadora por 7 dias. Diariamente o solvente
era substituido para garantir a ndo saturacdo do meio. A remogéo do solvente foi
realizada em evaporador rotativo a pressao reduzida e temperatura controlada e em

seguida o extrato concentrado foi liofilizado.

4.1.2 Viabilidade celular (MTT)

Este ensaio baseia-se na medida do dano induzido pelo composto/extrato em
estudo no metabolismo celular de glicidios usualmente através da avaliagdo da
atividade de desidrogenases mitocondriais. A viabilidade mitocondrial, e
consequentemente, a viabilidade celular, é quantificada pela redu¢dao do MTT (um
sal de coloracdo amarela e soluvel em agua) a formazan (sal de coloragéo
arroxeada e insoluvel em agua) pela atividade daquelas enzimas. Dessa forma, a
reducao do MTT a formazan, sera diretamente proporcional a atividade mitocondrial

e a viabilidade celular.
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3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyl- (E,2)-5-(4 5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenyl-formazan
2H-tetrazolium bromide (MTT) (formazan)

Fonte:(KUETE et al., 2017)

Células mononucleares de sangue humano foram coletadas de voluntarios
saudaveis (Comité de Etica n° 822.782) e separadas por gradiente de densidade
(Ficoll-Histopaque®). O cultivo foi realizado em placas de 96 pogos, 1x108 células
foram plaqueadas e cultivadas com meio RPMI com 10% de soro fetal bovino (SBF)
e 1% de antifungico e antibidtico. As células foram mantidas em estufa com controle
de temperatura e umidade. Apds duas horas de adaptacdo da placa, as células
foram tratadas, com glicose (ANVERSA et al., 2015) e com diferentes concentragdes
do extrato. Nas atividades com M. oleifera foram usadas concentragcdoes de extrato

de 25, 100, 250, 500 e 1000 mg/mL, para o Syzygium malaccense as concentragdes
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foram de 25, 50, 100, 250 e 500 mg/mL, por 24 horas, apos foram realizados os
testes.

A viabilidade celular foi determinada por ensaio de brometo de 3-(4, 5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT). Resumidamente, as células foram
cultivadas em placas de 96 pocos com reagente de MTT 10% e 5 mg/mL de solugéo
tampdo de fosfato (SBF, pH ajustado). As desidrogenases mitocondriais
metabolizam o MTT em um sal roxo de formazan que foi solubilizado pela adigéo de
100 uL de dimetilsulféxido (DMSO), e a absorbancia foi medida a 560 nm (Fukui,
Yamabe, & Zhu, 2010).

4.2 ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.2.1 Modelo experimental animal de diabetes

Nesse estudo foram utilizados 41 ratos Wistar machos, adultos pesando entre
200 - 250 g, obtidos do Biotério da Unochapecé (Chapecd, SC, Brasil). Os animais
foram mantidos no Biotério da Fadep de acordo com as normas de bem-estar animal
e com agua e comida ad libitum. Os ratos foram alojados em gaiolas coletivas sob
um ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura ambiente de 23 + 1 °C e umidade
relativa do ar de 60 £ 5 %. Antes do inicio do experimento, os animais passaram por
um periodo de adaptacdo de 20 dias. Todos os animais utilizados nesse projeto
foram manipulados de acordo com as normas da Comissdo de Etica no uso e bem-
estar de animais em ensino e experimentagdo (CEUAs) da instituicdo de ensino
superior e regularmente aprovado pelo Comité de Etica, todo o experimento descrito
foi realizado respeitando os principios éticos de experimentagéo animal. Durante o
periodo do experimento (45 dias), os animais foram alimentados e hidratados ad
libitum. Os animais foram divididos em 6 grupos: GCS controle solugéo salina 7
animais, GCJ controle Jambo 6 animais, GCM controle moringa 6 animais, GCD
diabetes controle 6 animais, GDJ diabetes Jambo 8 animais e GDM diabetes

moringa 8 animais.
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4.2.2 Indugéo do diabetes experimental

O diabetes experimental, induzido quimicamente, ocorre apdés a destruigao
das células beta pancreaticas. As substancias mais usadas para a indugcao em ratos
€ a estreptozotocina (STZ) e alloxana. A estreptozotocina causa danos no acido
desoxirribonucleico (DNA), depletando a Nicotina Adenina Dinucleotideo (NAD™),
que inibe a biossintese e a secreg¢ao de insulina, dando inicio a morte celular das
células beta(SZKUDELSKI, 2001; IGHODARO et al., 2018).

O diabetes experimental foi induzido pela administragdo intraperitoneal dose
unica de 55 mg/kg de STZ (MYTHILI et al., 2004). Para a inducédo do diabetes do
tipo 1, foi administrado STZ diluida em tamp3o citrato de Sédio 0,1 mol.L™", em pH
4.5. Os animais do grupo controle salina (GCS), grupo controle jambo (GCJ) e grupo
controle moringa (GCM) receberam injec&o intraperitoneal de volume equivalente ao
seu peso somente com tampao citrato de sédio. Os ratos induzidos receberam
solugao de glicose 5 % pelo periodo de 24h. A solugao de glicose foi fornecida com
0 objetivo de evitar hipoglicemia fatal, devido a liberacdo macica de insulina que
ocorre apoés a destruicdo das células pancreaticas. Decorrido 7 dias, as amostras de
sangue foram coletadas da veia caudal e a glicose sanguinea foi determinada
através de glucometro portatii (ADVANTAGE, Boehringer Manheim, MO, USA)
durante o periodo matinal, com os animais em jejum de 12 horas. Os animais dos
grupos GCD, GDJ e GDM que apresentaram glicemia de jejum superior a 300 mg/dL

foram considerados diabéticos e utilizados para o experimento.

4.2.3 Tratamento

O tratamento dos animais ocorreu no periodo de 45 dias por meio da
administragao diaria via oral (gavagem) do extrato de jambo para os grupos GCJ e
GDJ na proporgdo de 400 mg kg™’ suspendido em solucéo fisioldgica (cloreto de
sédio 0,9%). Ja os grupos GCM e GDM receberam o extrato de moringa, que foi
administrado na dosagem de 500 mg kg™ suspendido em solucéo fisiologica (cloreto
de soédio 0,9%), durante os 45 dias de tratamento. Os animais do GCS e GDC

receberam a solugao de cloreto de sédio equivalente ao seu peso. A administracao
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via oral, foi realizada com agulha de gavagem, a fim de assegurar a eficiéncia da

gavagem sem provocar danos aos animais.

4.3 ANALISES EX VIVO

Os animais foram eutanasiados no quadragésimo sexto dia por meio da
exsanguinagado por puncdo cardiaca apds anestesia geral (FREITAS et al., 2017).
Os tecidos (figado, rins e cérebro total) foram pesados homogeneizados e

centrifugados e o sobrenadante foi recolhido para determinagdes bioquimicas.

4.3.1 Ensaio da enzima catalase

A catalase € uma hemoproteina peroxissomal, que proporciona a oxidagéo do
peréxido de hidrogénio a H,O e O,. A Metodologia empregada foi descrita por
Nelson e Kiesow (1972) e o método quantifica a velocidade da decomposi¢cao do
peréxido de hidrogénio pela acdo da enzima em comprimento de onda especifico,

mediante o decréscimo da densidade 6ptica a 240 nm.

4.3.2 Ensaio da enzima Glutationa S-transferase

A atividade da enzima Glutationa S-transferase (GST) segue a metodologia
de Habig et al.,, (1974) usando CDNB como substrato. A mudanga direta da
absorbancia, quando o substrato estd conjugado com a glutationa, foi monitorada
em modo cinético a 340nm por 2 minutos, anotando os valores das absorbancias a

cada 30 segundo, utilizando um espectrofotdbmetro modelo UV-1800 Shimadzu.
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4.3.3 Ensaio NPSH

Dos antioxidantes ndo enzimaticos, tem-se os hidrofilicos, que podem ser
quantificados e identificados através da reagao dos grupos tidis com o DNTB. Tanto
para NPSH quanto para PSH o desenvolvimento de cor e pela reagdo dos grupos
tiois com DTNB, e consequentemente, liberacdo de TNB, a qual pode ser medida
em 412 nm (ELLMAN, 1959).

4.3.4 Marcador da peroxidacéo lipidica (TBARS)

Os produtos da peroxidacao lipidica foram estimados pelo conteudo de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), onde sera avaliado a formagéao
do malondialdeido (MDA) apds a indugao da peroxidacao (OHKAWA et al., 1979).

4.3.5 Quantificagao proteica

As proteinas das amostras foram quantificadas pelo método de Bradford
(1976). Este método baseia-se na ligacado do corante (Coomassie Brilliant Blue /G-
250) com moléculas de proteinas da amostra, formando um complexo de cor azul. A
concentracdo de proteina nas amostras foi determinada com base em curva de
calibragdo obtida de concentragdes conhecidas de BSA (soro albumina bovina), e

em leitura espectrofotométrica a 595nm.
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

As andlises foram realizadas em triplicata, e seus resultados foram expressos
como meédia £ desvio padrdo, a um nivel de confianca de 95%, e realizada a analise

de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey, usando o software Statistica 8.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR (MTT)

O teste de viabilidade celular foi realizado com o intuito de qualificar células
metabolicamente ativas dentro da cultura celular. As células mononucleares de
sangue humano incluem linfécitos, mondcitos e macrofagos e sdo uma parte
essencial do sistema imunoldgico, sendo assim, uma maneira de avaliar a toxicidade
das concentragdes dos extratos administrados nos animais RODRIGUEZ et al.,
(2019). Figura 10 a-b.

Figura 10 a-b. Teste de viabilidade celular em células mononucleares de sangue
humano. Tratadas com a: extrato hidroalcoolico de Moringa oleifera (EM); b: extrato
hidrolcoolico de Syzygium malaccense (EJ). (* p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001; **** p<
0,00001)

a MTT M. oleifera b MTT S. malaccense
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No teste do MTT foi possivel identificar um aumento na viabilidade celular em
todas as concentragdes administradas para os tratamentos realizados com ambas
as plantas quando comparado com o controle. No teste usando extrato de M.
oleifera, nas concentragdes 500 e 1000 mg/mL, foi verificada diferenga significativa
das demais concentragdes e dos grupos controle. A maior concentragao avaliada
para a MTT a partir do extrato de S. malaccense (500 mg/mL), foi 4 vezes superior
ao grupo controle. As concentragdes de 100, 250 e 500 mg/mL diferiram
estatisticamente quando comparadas as demais concentragcbes e aos grupos

controle.
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E possivel sugerir que a complexa composigdo quimica e antioxidante dos
extratos de Syzygium malaccense e Moringa oleifera contribuiram para a
manutencao da integridade das células no teste de viabilidade celular. Deste modo,
a ingestdo de tais extratos pode aumentar a probabilidade de sucesso contra
agentes intervencionais.

Melo et al. (2003) compararam a viabilidade de células mononucleares
humanas mantidas durante 24 horas, a 20°C, em diferentes meios de estocagem,
foram usados 28 tipos de frutas comumente consumidas entre os chineses para
dentes avulsionados eobtiveram resultados satisfatéorios para todas as
concentracbes testadas, com destaque positivo para as concentragcoes
intermediarias. Os autores atribuiram esse resultado ao efeito sinérgico que pode
existir entre os flavonoides existente na prépolis, para os autores a baixa
concentracdo contribui para maior interagcdo entres os compostos que existem na
prépolis.

Rodriguez et al. (2019) avaliaram a toxicidade de nanoparticulas de quatro
composicoes de ferrita com diferentes metais de ligagdo em células mononucleares
humanas. Os autores tiveram resultados satisfatérios para as quatro combinacgdes e
concluiram que o tamanho das nanoparticulas viabilizou este resultado, deste modo,
foi possivel atribuir uma melhora ao sistema antioxidante do organismo e diminuigéo
do estresse oxidativo.

O resultado positivo do teste de viabilidade celular, possibilitou maior
confianga nas concentragdes dos extratos administrados neste estudo, deste modo

podemos prosseguir para o experimento in vivo.

5.2 PESO CORPORAL E iNDICE GLICEMICO

Neste estudo, verificou-se o efeito antioxidante dos extratos de M. oleifera e
S. malaccense em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina. Decorrido o
periodo do tratamento (45 dias), tempo necessario para o0 surgimento das
complicagbes decorrentes do Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) n&o controlado, houve
uma diminuicdo significativa na glicemia jejum de 15,8% e 30,7% dos animais
diabéticos que receberam o tratamento com o extrato S. malaccense e M. oleifera

respectivamente, tabela 1. Os animais pertencentes aos grupos controle mantiveram
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seus indices glicémicos dentro do padrdo de normalidade (International Diabetes
Federation, 2017), enquanto os animais do grupo controle jambo (GCJ)
apresentaram uma diminuicdo de 2,6% da glicemia; os animais controle salina
(GCS) tiveram o indice glicémico aumentado em 6,8% e os pertencentes ao grupo
controle moringa (GCM) mantiveram os valores iniciais.

A glicemia depende da ingesta de carboidratos, gliconeogénese e
glicogendlise e, o figado e os rins sdo 6rgaos fundamentais para a homeostase da
glicemia, sendo o tecido hepatico, em condigdes normais, o principal érgao a realizar
a gliconeogénese. Quando ndo ha necessidade de elevar os niveis glicémicos, o
tecido hepatico juntamente com o tecido muscular esquelético captam a glicose e a
armazenam como glicogénio ou a transformam em gordura (MAHESHWARI;
THULUVATH, 2011).

Tabela 1. Peso corporal e concentragédo da glicose nos grupos estudados.

GRUPOS
Variaveis
GCS GCJ GCM GDC GDJ GDM
Peso inicial (g) 304 +32,1° 379 +23,9% 371+21,5° 248 +25,3° 245+ 252° 238 + 13,7°
Peso final (g) 373+29,8° 337 +19,2° 390 +15,7° 223+7,6° 240+ 33,6° 245+ 14,2°
Glicose inicial (mg/dL) 73 +8° 76 + 5° 81+9° 544 +40° 556+66° 573+ 35°
Glicose final (mg/dL) 78 +4° 74 + 4° 81+7° 502+59° 468+20° 397+30°

Os resultados foram expressos como média * desvio padrdo. Letras iguais sdo estatisticamente iguais e letras
diferentes diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05). GCS: grupo controle salina; GCJ: Grupo
controle jambo; GCM: Grupo controle moringa; GDC: grupo diabetes controle; GDJ: grupo diabetes jambo; GDM:
grupo diabetes moringa.

Os animais do grupo diabetes jambo (GDJ) e grupo diabetes controle (GDC)
apresentaram uma diminuicdo do peso corporeo de 2,04% e 10,0%
respectivamente. O grupo diabetes moringa (GDM) teve um aumento de peso de
2,9% em relagdo ao peso inicial. Varios mecanismos estdo envolvidos no ganho de
peso associado a terapia com insulina, visto que a insulina tem efeitos anabdlicos
sobre musculo (causando sintese proteica muscular) e gordura (causando
lipogénese) (WOLFE, 2000).

De acordo com Westphal e Palumbo (2007) o potencial contribuinte para o
ganho de peso € a redugao da glicosuria, uma vez que a redugao na perda da
glicose pela urina acarreta na retencdo dessas moléculas. Embora nesse estudo
esse parametro ndo tenha sido avaliado pontualmente, visualmente, houve uma

grande redugédo na quantidade de urina eliminada e ingestdo de agua pelos GDJ e
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GDM em relagdo ao GDC. Deste modo, é possivel sugerir os primeiros sinais
positivos do tratamento com o Extrato hidroalcoolico de Syzygium malaccense e

extrato hidroalcoolico de Moringa oleifera.

5.3 PEROXIDAGAO LIPIDICA (TBARS)

A alteracao oxidativa é um importante fenédmeno biolégico que pode ocorrer
pela formacéo das espécies reativas de oxigénio. Os acidos graxos poli-insaturados
da estrutura da membrana celular sdo alterados, resultando na formagdo dos
peroxidos lipidicos. A grande quantidade de acidos graxos poli-insaturados nas
membranas das células e das organelas tornam-nas mais suscetiveis a reacéo de
lipoperoxidagcdo (SOUTHORN; POWIS, 1988).

A lipoperoxidacao envolve a formacao e a propagacgao de radicais lipidicos,
determinando um rearranjo das duplas ligagdes nos lipidios insaturados, esse
rearranjo resulta em substéncias como o malondialdeido que reagem ao acido
tiobarbiturico (TBARS) (SOUTHORN; POWIS, 1988; SHADYRO et al., 2019).

No presente estudo, houve um aumento nos niveis de TBARS para os tecidos
hepatico, encefalico e renal de todos os animais diabéticos. As alteracdes
encontradas nas substancias que reagem ao acido tiobarbiturico ocorreram tanto no
experimento em que os animais foram tratados com M. oleifera, quanto no
experimento com o tratamento de S. malaccense. Essas alteragcdes sao resultantes
da reagado dos radicais livres com as estruturas da membrana celular. Tais
alteracbes sugerem que o DM1 esta presente aos 45 dias do experimento, denotado
pelo aumento do estresse oxidativo nos grupos diabéticos (GDC) (Figura 4) (YILMAZ
et al., 2004; CARRENO et al., 2017).

Em resposta a analise das substancias reativas ao acido tiobarbiturico, o nivel
de malondialdeido no figado dos animais diabéticos tratados com Moringa oleifera,
do GCS, GCM e GDM diferiram estatisticamente do GDC, deste modo, a quantidade
de MDA nesses grupos foi reduzida ao nivel do GCS (Figura 4 b). No cérebro total
houve um pequeno decréscimo do nivel de MDA do GDM em relagédo ao GDC,
porém sem diferenga significativa, entretanto o GDM manteve sua significAncia ao
mesmo nivel do GCS e GCM (Figura 4 a).
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O tecido renal dos animais tratados com o extrato das folhas de M. oleifera
apresentou decréscimo no nivel de MDA (GDM), entretanto, a resposta n&o foi tao
positiva quando comparada as respostas obtidas para o tecido encefalico e hepatico.
O GCM diferiu a 99,5% de confianga do GDC, entretanto, permaneceu ao mesmo
nivel de significancia que GDM, e, este, ndo diferiu significativamente do GDC
(Figura 4 c).

Figura 4a-c — Quantificagdo da peroxidacéo lipidica (TBARS) em concentracdo de MDA =
(malondialdeido / mg de proteina) nos grupos: GCS (grupo controle salina 500 mg de salina
/ kg de peso corporal), GCM (grupo controle moringa 500 mg de extrato de moringa/kg de
peso corporal), GDC (500 mg de salina / kg de peso corporal) e GDM 500 mg de extrato de
moringa/kg de peso corporal, nos tecidos de figado, rim e cérebro total. Barras representam
médias + desvio padrao. Letras iguais sao estatisticamente iguais e letras diferentes diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
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O tratamento com o extrato das folhas de Syzygium malacccense, em geral,
resultou na diminuigéo dos niveis de TBARS nos tecidos encefalico, hepatico e renal
dos animais diabéticos (Figura 5 a-c). No cérebro total, o GDJ reduziu a quantidade

de MDA, diferindo significativamente do GDC, entretanto, ndo chegou ao nivel dos
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grupos GCS e GCJ (Figura 5 a). No tecido hepatico, os animais diabéticos tratados
com jambo reduziram o nivel de TBARS ao mesmo nivel do controle salina. O GCJ
GDJ e GCS diferiram estatisticamente do GDC a um nivel de 99,5% de confianca,
de acordo com o teste de Tukey (Figura 5 b).

A resposta do tecido renal também foi positiva em relacdo as substancias
reativas ao acido tiobarbiturico. Embora a quantificagdo de malondialdeido esteja
ligeiramente aumentada quando comparada aos tecidos hepatico e encefalico,
houve uma reducdo do TBARS em nivel do controle. Os grupos GDJ, GCJ e GCS

diferiram estatisticamente do GDC (Figura 5 c).

Figura 5a-c — Quantificagdo da peroxidagéao lipidica (TBARS) em concentragdo de MDA =
(malondialdeido/mg de proteina) nos grupos: GCS (grupo controle salina 400 mg de salina /
kg de peso corporal), GCJ (grupo controle jambo 400 mg de extrato de jambo/kg de peso
corporal), GDC (400 mg de salina / kg de peso corporal) e GDJ 400 mg de extrato de jambo
/ kg de peso corporal, nos tecidos renal, hepatico e encefalico. Barras representam médias *

desvio padrdo. Letras iguais sdo estatisticamente iguais e letras diferentes diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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Os resultados obtidos neste estudo indicam uma diminui¢cdo significativa da
peroxidagao lipidica no cérebro total, figado e rins de ratos diabéticos tratados com
os extratos de S. malaccense e M. oleifera, este mesmo efeito ocorreu com os
animais do grupo controle tratados com a planta per se. Deste modo, € possivel
sugerir que os extratos hidroalcodlicos de ambas as plantas possuem efeito
antioxidante nesses tecidos, justificado pela diminuicdo da peroxidagao lipidica
quando submetidos ao modelo experimental de diabetes.

Em estudo simultaneo realizado pelo grupo de pesquisa com as folhas de M.
oleifera e nas mesmas condigdes de extragao, foi possivel identificar um total de 23
compostos pela técnica de UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS, na sua maioria flavonoides
glicosilados derivados da quercetina e canferol, e isolar, a partir de um estudo
bioguiado, 3 compostos com elevado potencial antioxidante. Dentre os compostos
isolados, foi identificado o acido clorogénico (OLDONI et al., 2019).

Estudos sugerem que o acido clorogénico possui efeito hipoglicemiante,
Stefanello et al. (2016) sugerem, que o acido clorogénico atua no sistema
purinérgico, os autores afirmam que as altera¢gdes causadas pela hiperglicemia
proveniente do diabetes induzido pela estreptozotocina, desencadeia alteragdes
moleculares mais proeminentes no sangue do que no sistema nervoso central,
entretanto, o tratamento com acido clorogénico, pode modular a hidrdlise dos
nucleotideos e nucleosideos da adenina, contribuindo com a protecdo contra os
efeitos do diabetes.

Para Ahangarpour et al. (2019) a estrutura do acido clorogénico viabiliza sua
atividade semelhante a metformina na potencializagdo da acéo insulinica. Um
corolario dessa hipotese, é que a administragao do acido clorogénico concomitante
com as refeigdes, pode diminuir a glicemia pds-prandial, desta maneira, promove a
producado de GLP-1 reduzindo o risco do desenvolvimento do diabetes (MCCARTY,
2005; MENG et al., 2013).

Kushwaha et al. (2014), ao avaliar o efeito antioxidante a nivel sérico da
suplementacao feita com folhas de M. oleifera sobre marcadores do estresse
oxidativo em mulheres na pés-menopausa com idade entre 45 e 60 anos, afirmaram
que as folhas de M. oleifera diminuiram a quantidade de malondialdeido em

16,3%.Deste modo, os compostos bioativos presentes na planta aumentam o nivel
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antioxidante do organismo, diminuindo o marcador do estresse oxidativo, ou seja, o
malondialdeido.

Han et al. (2019) avaliaram o efeito da astragalina em camundongos
diabéticos induzidos por estreptozotocina com disfungdo espermatogénica. Os
autores afirmaram em seu estudo que a astragalina exerce efeito protetor direto no
testiculo lesionado, inibindo o estresse oxidativo e regulando a inflamagdo dos
animais. A astragalina pode contribuir com a homeoastase da glicose, por meio do
influxo de calcio nos canais de K* ATP, L-VDCC, mobilizando o calcio das reservas
intracelulares e ativando as proteinas PKC e PKA quinases, levando a secre¢ao da
insulina (REY et al., 2019).

As folhas de M. oleifera usada para este estudo, detém grande quantidade de
calcio e quantidades relevantes da biomolécula astragalina, dentre outros compostos
de origem semelhante a astragalina, sendo assim, estudos a respeito da
biodisponibilidade e dos biomarcadores, sdo necessarios para inferir a atividade de
homeostase glicEmica pela mesma via elucidada por Rey e colaboradores.

Ainda existem poucos estudos disponiveis na literatura com as folhas de
Syzyzium malaccense, e se tratando da espécie cultivada em solo brasileiro, os
estudos sdo mais escassos. Arumugam et al. (2014) identificaram uma elevada
atividade antioxidante in vitro do extrato hidroalcodlico das folhas de S. malaccense,
e atribuiram a atividade a presenca do flavonoide glicosilado miricitrina. Nesse
mesmo estudo, os autores identificaram uma grande diminuicdo da enzima a-
glicosidade, deste modo, ou autores, classificaram o extrato etandlico das folhas de
S. malaccense como um potencial antiglicémico.

Uma dieta com grande variedade nutricional viabiliza a ingesta de grande
quantidade e diversidade de compostos bioativos. O uso dos compostos bioativos
como acgao terapéutica, em especial os compostos fendlicos, é promissor e inovador,
pois sua forma estrutural viabiliza a agdo antioxidante, tornando-os estaveis em
fluidos biolégicos, além de serem capazes de atravessar a barreira
hematoencefalica e ndao provocar uma resposta imune (SEQUEIRA; POPPITT,
2017).

O desequilibrio entre a geragdo das espécies que reagem ao
oxigénio/nitrogénio e a capacidade de defesa, tanto exdgena quanto enddgena é
resultado do estresse oxidativo em que o organismo esta submetido. O sistema

antioxidante enzimatico, um dos componentes do sistema de defesa, sera avaliado a
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seguir em relagdo as suas respostas a cerca da terapia antioxidante usada no

modelo experimental de diabetes.

5.4 ENZIMAS ANTIOXIDANTES DO TECIDO HEPATICO E RENAL

O tiol ndo proteico mais abundante nas células dos mamiferos, € o tripeptidio
GSH (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina), que atua direta ou indiretamente em muitos
processos bioldgicos importantes, incluindo o metabolismo e protecéo celular (SEN,
1997; CHTUBEK et al., 2003). A metodologia usada neste estudo para dosagem do
grupamento tiol ndo proteico (NPSH) permite a identificacdo e quantificacdo do
grupamento SH, entretanto ndo é possivel classifica-lo se advém da enzima GSH ou
de outras moléculas e organelas presente no organismo.

Os efeitos do extrato de Moringa oleifera no tecido hepatico do modelo
experimental de diabetes (Figura 6) mostrou um aumento significativo, a 99,5% de
confianga, na quantificagdo do NPSH dos animais diabéticos e diabéticos tratados
com a planta. A glutationa é a principal enzima antioxidante e abundante no figado
e, seu aumento pode refletir na diminuicdo da producdo de antioxidantes que

trabalham na detoxificagcdo do GSH.
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Figura 6 a-c. Efeitos da Moringa oleifera no tecido hepatico de ratos Wistar, a: tidis nao
proteicos NPSH; b:enzima catalase e c: enzima grutationa-S-transferase, nos grupos
controle, diabético, moringa e diabético + moringa. Barras representam médias + DP. Os
iconogramas com letras iguais s&o estatisticamente iguais e iconogramas com letras

diferentes sao estatisticamente diferentes (Anova de uma via, p < 0,05 n=6).
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Em relacdo a enzima catalase, os animais do grupo diabético e diabetes
tratado com M. oleifera nao apresentaram atividade suficiente para restaurar a
atividade enzimatica em nivel dos grupos controle salina e controle moringa no
figado (Figura 6 b). Ja no tecido renal, os grupos diabetes e diabetes moringa,
diferiram significativamente dos grupos controle e controle moringa, entretanto, o
grupo diabetes moringa teve o mesmo nivel de significAncia que os grupos controle

e controle moringa (Figura 7 b).
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Figura 7 a-c. Efeitos da Moringa oleifera no tecido renal de ratos Wistar, a: tidis nao
proteicos NPSH; b:enzima catalase e c: enzima glutationa-S-transferase, nos grupos
controle, diabético, moringa e diabético + moringa. Barras representam médias + DP. Os
iconogramas com letras iguais sdo estatisticamente iguais e iconogramas com letras

diferentes sao estatisticamente diferentes (Anova de uma via, p < 0,05 n=6).
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O aumento da atividade da enzima catalase concomitante com a
hipoinsulinemia pode ser atribuido ao aumento da produgao de H,0,, deste modo, a
atividade da enzima acetil Co-A também é aumentada, dando inicio a p-oxidacao
dos acidos graxos, resultando na produgao de H,O, A enzima superéxido dismutase
atua no sistema convertendo os radicais superdxidos em peroxido de hidrogénio,
que consequentemente é decomposto em oxigénio molecular e agua pela agao da
enzima catalase (LEE et al., 2018; YENKOYAN et al., 2018)
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Em estudo realizado por Jaiswal et al. (2009) foi avaliado o efeito do extrato
aquoso das folhas de Moringa oleifera de origem Indiana em ratos normais e
diabéticos. O tratamento resultou em um aumento consideravel nas atividades da
catalase, superoxido dismutase e glutatioa-S-transferase, juntamente com o
decréscimo significativo no nivel de peroxidagdo lipidica, sugerindo potencial
antioxidante ao extrato de Moringa. Os autores atribuiram essa atividade em
decorréncia do alto teor de compostos fendlicos e flavonoides, sendo assim sua
maior eficiéncia contra o dano oxidativo.

Em estudo concomitante a este, com a mesma amostra de S. malaccense e
condi¢cbes de extragao foi possivel identificar um total de 32 compostos pela técnica
de UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS. Foram identificadas diversas classes de compostos,
com predominancia dos flavonoides glicosilados. A miricitrina também foi identificada
e quantificada no material estudado pelo grupo de pesquisa, sendo assim,
atribuimos a significativa atividade antioxidante presente nas folhas do S.
malaccense a essa classe de compostos (PRASNIEWSKI, 2019).

O teor de NPSH no figado dos animais do modelo de diabetes experimental
tratados com Syzygium malaccense, nao apresentou diferenca significativa nos
grupos: controle, jambo e diabético jambo (Figura 8 a). Neste parametro, apenas o
grupo controle diabetes diferiu estatisticamente dos demais grupos, a n&o alteragao
do NPSH, combinado com a resposta do GST para os animais diabéticos tratados
com a planta, pode sugerir que a dose de S. malaccense administrada neste estudo,

nao foi toxica para este tecido.
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Figura 8 a-c. Efeitos do Syzygium malaccense no tecido hepatico de ratos Wistar, a: tidis
nao proteicos NPSH; b:enzima catalase e c: enzima grutationa-S-transferase, nos grupos
controle, diabético, jambo e diabético + jambo. Barras representam médias + DP. Os
iconogramas com letras iguais s&o estatisticamente iguais e iconogramas com letras

diferentes sao estatisticamente diferentes (Anova de uma via, p < 0,05 n=6).
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A dose de S. malaccense administrada no modelo, nao foi tdo satisfatéria ao
tecido renal como foi para o tecido hepatico, visto que o teor de NPSH, e GST dos
animais do grupo diabetes mais a planta nao foram restaurados ao mesmo nivel do
grupo controle salina. Para a enzima catalase, os animais do grupo diabetes jambo
conseguiram chegar ao mesmo nivel do controle jambo, entretanto, ndo diferiu

estatisticamente do grupo diabetes controle.
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Figura 9 a-c. Efeitos do Syzygium malaccense no tecido renal de ratos Wistar, a: tidis nao
proteicos NPSH; b:enzima catalase e c: enzima grutationa-S-transferase, nos grupos
controle, diabético, jambo e diabético jambo. Barras representam meédias + DP. Os
iconogramas com letras iguais s&o estatisticamente iguais e iconogramas com letras

diferentes sao estatisticamente diferentes (Anova de uma via, p < 0,05 n=6).

a NPSH rim b Catalase rim
B_
a ©
== a a % ab
[=] PP
o i k<] T
i 3 = b
2 o : T
3 R g
3 PR =
o "
o] (+] (s} (&) o
ol ] o) 0
‘éﬁ Sbé\ ,Sb ¥ ‘)‘b
& &
GST rim
0.15- b.d
c T
acd
0.10- —=
|
=
E
0.05-
0.00- :
[+]
o i‘;o"
o b g Mg
2 &
°

Neste estudo foi observada a atividade reduzida da enzima catalase nos
grupos diabéticos tratados com ambas as plantas. A atividade diminuida pode ser
atribuida ao aumento da producdo de espécies reativas. A catalase € uma
hematoproteina que decompde o perdxido de hidrogénio e protege os tecidos de
radicais hidroxilas reativos (REKHA et al., 2008). A diminuigdo da atividade desta
enzima pode resultar em varios efeitos deletérios, sendo estes diminuidos por
compostos com propriedades antioxidantes, contribuindo assim para o alivio parcial
ou total do dano.

A eliminagdo dos radicais O," e OH’, provavelmente é uma das mais eficazes

defesas contra as doengas para o corpo humano (LIN et al., 1995). A agédo das
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enzimas com atividade antioxidante pode ser influenciada pelos compostos bioativos
presentes na planta. A resposta positiva para o organismo trouxe muitos beneficios
aos animais melhorando sua condigdo de saude, uma vez que a hiperglicemia
aumenta o estresse oxidativo por meio da grande produgao de espécies reativas de
oxigénio. Os efeitos deletérios do anion superdoxido e do radical hidroxila,
provenientes do desequilibrio homeostasico, sdo neutralizados por enzimas
antioxidantes como SOD, GST, CAT e GSH (MARZOUK et al., 2013).

Rekha et al. (2008) estudaram o efeito do Syzygium cumini em ratos
diabéticos induzidos por estreptozotocina e observaram que o extrato da planta
aumentou a atividade das enzimas antioxidantes. Os autores atribuiram a alta
atividade das enzimas antioxidantes como o principal fator para a eliminagdo dos

radicais livres provenientes da patologia.
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6 CONCLUSAO

O teste de viabilidade celular comprovou que a dose de 500 mg/kg de extrato
de M. oleifera e de 400 mg/kg de extrato de S. malaccense manteve a integridade
celular.

As quantidades de extrato seco de ambas as plantas administradas no
tratamento dos animais no modelo experimental de diabetes, foi capaz de reduzir a
glicose nos animas diabéticos, mas nao atingiu os niveis normais da glicemia. Nos
animais dos grupos controle planta, para ambos os tratamentos foram mantidos os
niveis glicémicos normais.

A administragcdo dos extratos de S. malaccense e M. oleifera no modelo
experimental de diabetes reduziu a peroxidacgao lipidica no figado, rins e cérebro dos
animais tratados com as plantas. Em relagdo ao tratamento com S. malaccense, as
respostas dos tecidos hepatico e renal, de acordo com as enzimas antioxidantes
avaliadas, demonstrou ser positiva para este modelo experimental, tanto para os
animais diabéticos quanto para o grupo controle tratado com a planta. Deste modo,
podemos sugerir que o S. malaccense nao foi toxico para os tecidos avaliados.

A resposta das atividades catalase, GST e NPSH, para os animais tratados
com o extrato hidroalcéolico de M. oleifera no modelo experimental de diabetes em
relacdo ao tecido hepatico, sugere que néao foi possivel restaurar as atividades ao
nivel normal, comparando-se com o0s grupos controles. Entretanto, os animais
saudaveis que tiveram a suplementacdo com o extrato hidroalcoolico de M. oleifera
tiveram um efeito positivo, demonstrado pela manutencao das enzimas antioxidantes
quando comparado ao grupo controle salina. E possivel sugerir que a planta ndo
possui efeito protetivo para o figado contra o estresse oxidativo na dosagem de 500
mg/kg, a qual ndo foi suficiente para restaurar as atividades das enzimas
antioxidantes.

Em relagdo ao tecido renal, as respostas foram positivas tanto para o grupo
de animais diabéticos tratados com a planta, quanto para os animais saudaveis, pois
a planta restaurou em nivel normal as atividades enzimaticas dos animais
diabéticos, bem como elevou as atividades enzimaticas dos animais saudaveis.
Desta forma, podemos inferir que a dose administrada do extrato de M. oleifera nao

foi toxica.
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Tendo em vista que a os flavonoides possuem a capacidade de modular a
atividade enzimatica, afetando sistemas bioldgicos e modificando naturalmente as
respostas bioldgicas, é importante que continue a investigagao destas atividades,
uma vez que, estes compostos sao indicativos de possiveis novas areas de

terapéutica.
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