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RESUMO

Introducéo: O Diabetes Mellitus € uma sindrome metabdlica que altera a homeostasia do
metabolismo dos carboidratos, refletindo no metabolismo dos lipideos e das proteinas.
Caracteriza-se por hiperglicemia em jejum resultante da deficiéncia na producédo de insulina
e/ou da diminuicdo da sua acdo tecidual. O tratamento alternativo do diabetes por meio da
medicina popular com o uso de plantas tem gerando muitas pesquisas que servem como base
para a producdo de novos farmacos. Isso porque ha plantas que apresentam substancias com
acdo antidiabética, como por exemplo, a Baccharis reticularia DC., que é rica em flavonoides
com efeito antioxidante, destacando-se por isso como uma planta medicinal candidata ao
tratamento do diabetes. Para isso, sd0 necessarias técnicas que, dentre outros, possibilitem o
isolamento e a identificacdo dessas substancias; que determinem o uso correto, os efeitos
adversos, bem como o mecanismo de acdo molecular. Este Gltimo, por exemplo, pode ser
avaliado pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real, que quantifica a
expressdo génica diante de um determinado tratamento. Objetivo: investigar 0 mecanismo de
acao da nanodispersdo de uma fracdo flavonoidica de B. reticularia, avaliando a expressao
génica de algumas enzimas hepaticas, da insulina e do cotransportador de sédio e glicose,
presentes nos tecidos hepatico, pancreéatico e renal, respectivamente. Método: As amostras
dos tecidos figado, pancreas e rim foram coletadas de ratos com diabetes induzido por
aloxano, ndo tratados e tratados com a nanodispersdao de uma fracdo flavonoidica de B.
reticularia. Entdo das amostras foi feita a extracdo do RNA, seguida da sintese de cDNA para
verificar a quantificacdo relativa da expressdo génica dos alvos, por PCR em tempo real.
Resultados: os resultados das avaliagbes da expressdo génica foram obtidos com sucesso,
comprovando a eficiéncia da amplificacdo dos primers de todos os alvos, embora ndo
tenhamos conseguido encontrar alteracdo na expressao génica nos alvos testados. Concluséo:
Sugere-se a continuacdo do estudo atraves da avaliacdo de outros possiveis alvos para que se
possa identificar o mecanismo de agdo antidiabética da nanodispersdo preparada a partir da
fracdo flavonoidica de B. reticularia.

Palavras-chave: Diabetes. Plantas medicinais. Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo
real.



ABSTRACT

Introduction: Diabetes mellitus is a group of metabolic diseases that changes primarily the
homeostasis of carbohydrate metabolism followed by changes in lipidic and protein
metabolisms. It is characterized by insulin action inefficacy as a consequence of its reduced
production and/or its tissue resistance, causing hyperglycemia in fasting. In a previous study
evaluating a nanodispersion of flavonoic fraction isolated from Baccharis reticularia DC.
applied in aloxan-diabetic rats it was possible to show the efficiency of this treatment in
reducing the diabetes. Objective: The aim of this work is to evaluate changes in gene
expression by Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-gPCR) as a way of
elucidate the mechanism of action from this nanodispersion in glucose’s reducing in aloxan-
diabetic rats. Methods: We have chose some enzymes related to glucose metabolism, of the
insulin and sodium-glucose cotransporter as targets in liver, pancreas and kidney respectively.
Results: It was possible to quantify all the targets used, however we could not find any
significant change in gene expression of the selected targets. Conclusion: We suggest the
investigation of another targets in a future study as a way of elucidate the biological function
of flavonoic nanodispersion from B. reticularia in reducing diabetes in rats.

Key words: Diabetes. Mechanism of action. Real-time Polymerase Chain Reaction.
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM), popularmente conhecido como diabetes, ¢ uma condicdo
crbnica que se caracteriza por um nivel de glicose elevado no sangue, (hiperglicemia),
causado pela incapacidade do organismo de produzir, ou de produzir suficientemente, o
horménio insulina, bem como de utiliza-lo eficazmente, devido a resisténcia tecidual a ele
(DEFRONZO et al, 2015). Nas altimas trés décadas, o diabetes tem apresentado um aumento
alarmante de sua prevaléncia e da morbimortalidade, que compromete a qualidade de vida das
pessoas acometidas por ele (GOMES; COBAS, 2011; International Diabetes Federation,
2017).

Atingindo propor¢6es pandémicas, o diabetes é considerado uma emergéncia clinica
para o século XXI e um grave problema de saude que afeta todos os paises, independente do
seu grau de desenvolvimento, apesar das inimeras estratégias e ferramentas atualmente
disponiveis para o seu combate. Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) no ano de
2000, Brasil teria 4,6 milhGes de pessoas com essa patologia e 11,3 milhGes em 2030,
tomando por base um estudo feito no Brasil em 1988 por Malerbi e Franco, que pela
realizacdo de um inquérito em nove capitais, evidenciou a prevaléncia de 7,6% de diabetes em
adultos de 30 a 69 anos. Esses resultados foram tomados como referéncia para descrever a
prevaléncia de diabetes, ndo apenas pela OMS como também por outras pesquisas
epidemioldgicas (PENA, 2017; SCHMIDT et al, 2011). Ja a Federacdo Internacional de
Diabetes (IDF, 2017) estima que até 2045 o quantitativo de adultos com diabetes sera de
aproximadamente 628,6 milhdes em todo o mundo. J& no Brasil, essa projecdo € de
aproximadamente 23,3 milhdes, ficando atrds apenas dos Estados Unidos (35,1 milhdes),
india (123,5 milhdes) e China (150,7 milhdes).

Do seu controle resultam, dentre outros, na reducdo das hospitalizacdes e das mortes
em consequéncia de complicagBes cronicas (ALFRADIQUE, 2009). Segundo os dados
relativos aos custos econdmicos publicados pela IDF em 2017, o investimento nos servicos de
salide (preventivos e curativos) para adultos com diabetes é em média duas a trés vezes maior
do que para aqueles sem diabetes, o que gera um significativo impacto econémico tanto para
as pessoas com diabetes e seus familiares, quanto para 0s paises e seus sistemas de salde. Em
todo o mundo, os gastos com essas pessoas cresceram de U$ 232 bilhdes em 2007 para U$
727 bilhdes em 2017. A projecdo é que haja um aumento de 7% desses gastos no periodo

entre 2017 a 2045, o que representa o alcance de U$ 776 bilhdes. No ranking de dez paises
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que mais investiram em saude para adultos com diabetes em 2017, o Brasil ocupa a 62
posi¢do, com um investimento de U$ 28 bilhdes (IDF, 2017).

Contudo, além desses, e dos custos sociais relacionados com a perda da produtividade
precoce, ha os custos individuais relativos a dor, a ansiedade e a inconveniéncia, que séo
intangiveis e imensurdveis, mas significativos quanto a diminuicdo da qualidade de vida
(BRASIL, 2006).

A OMS (2002) considera como fatores de risco para o diabetes, dentre outros, a
obesidade, o sedentarismo, as mudancas socioculturais, 0 aumento da expectativa de vida e 0
estilo de vida desprovido de qualidade. Sobre isso, a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD,
2017) preconiza que o controle desses fatores de risco, com a consequente melhoria na
qualidade de vida das pessoas com diabetes, esta relacionado a adocao de habitos saudaveis e
ao aumento da atividade fisica.

A essas mudancas deve-se agregar a terapia farmacoldgica que inclui a insulina
exogena e a administracdo de antidiabéticos como os sensibilizadores, 0s secretagogos, 0S
inibidores das enzimas a-glicosidase, a-amilase e DPP-4 (do inglés, dipeptidil-peptidase-4),
os inibidores do cotransportador de sodio/glicose, os agonistas do receptor de GLP-1 (do
inglés, glucagon-like peptide-1) e os analogos do hormodnio GLP-1, podendo ser esses
farmacos utilizados em monoterapia ou em associacdo (VAREDA et al, 2014). Contudo, a
adesdo ao tratamento dos farmacos de referéncia por vezes é comprometida na ocorréncia de
algum desvio dos efeitos benéficos, custo elevado ou ainda efeitos colaterais como
hipoglicemia, ganho de peso, distlrbios gastrintestinais, edemas e inducdo de resisténcia a
insulina (VASCONCELOS et al, 2011).

Anteriormente ao surgimento da insulina exdgena e dos antidiabéticos de referéncia,
as plantas medicinais eram o recurso natural disponivel para o tratamento de diversas
patologias. Ainda hoje, mesmo com o advento dos tratamentos de referéncia para tratar o
diabetes, ha pessoas que seguem a prescricdo médica, associando a ela preparados que
derivam de plantas. I1sso porque muitas plantas foram tidas como medicinais, ainda que sem
comprovacdo cientifica até o momento, pela prevaléncia da dita “sabedoria popular” que
desconhece os eventos bioldgicos, mas garante algum ou completo alivio dos sinais e
sintomas dessa doenca. De fato, muitas delas apresentam em sua constituicdo substancias que
geram respostas bioldgicas diante de doencas quando introduzidas no organismo animal,
incluindo o homem. Contudo, a seguranga do uso deve ser garantida pela comprovacao
cientifica da presenca de metabdlitos favoraveis ao tratamento das doencas (SOUSA et al,
1991; BOSCOLO; VALLE, 2008). Essa comprovacdo se tornou possivel com o



15

aprimoramento biotecnolégico que possibilita aos pesquisadores submeter as plantas
medicinais a investigacdo cientifica por meio de técnicas que investigam suas acOes
bioldgicas e que confirmam seus efeitos curativos e/ou preventivos (KUMAR et al, 2012).

Negri (2005) em sua revisdo sobre diabetes e plantas medicinais cita alguns
mecanismos de acdo antidiabética de plantas medicinais como, por exemplo, o estimulo ao
aumento da microcirculacdo do sangue no organismo; a resisténcia aos horménios que
aumentam a taxa de glicose; o aumento do estimulo e da liberacdo de insulina; o aumento do
namero e da sensibilidade do sitio receptor de insulina; 0 aumento do consumo de glicose nos
tecidos e 6rgdos. De acordo com Abdel-Hassan et al (2000), dentre as substancias ativas com
acdo antidiabética que j& foram identificados nos testes com plantas medicinais destacam-se:
glicosideos, taninos, flavonoides, esteroides, terperndides. Ainda assim, embora haja uma
vasta literatura com informacdes sobre essas substancias encontradas nas plantas medicinais,
além da etnobotanica que registra a existéncia de muitas destas no mundo com potencial
antidiabético, poucas sdo as espécies que tiveram a comprovacgdo de sua aplicacao terapéutica
e que preencheram o0s requisitos que autorizam o seu uso comercial (NEGRI, 2005;
VOLPATO et al, 2002).

A pesquisa sobre as plantas medicinais se move por meio de tecnologias que, dentre
outras, avaliam suas propriedades biologicamente ativas e quantificam a resposta génica
diante de um tratamento, para garantir o uso eficaz e seguro das plantas medicinais. Esse tipo
de pesquisa resulta em contribui¢des significativas, que d&o inicio a investigacdo de novos
farmacos como mais uma opcdo ao tratamento convencional. Assim, a investigacdo do
mecanismo de acdo antidiabética de uma espécie que apresenta essa propriedade serve como
justificativa para essa pesquisa, pois seus resultados podem subsidiar outras que favoregcam o

seu uso como fitoterapico ou como modelo para novos farmacos.
1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral
Investigar, por meio da técnica de Amplificacdo em Cadeia da Polimerase em tempo
real, 0 mecanismo de acdo antidiabética da nanodispersdo de uma fracdo flavonoidica de

Baccharis reticularia utilizada no tratamento de ratos com diabetes induzida por aloxano.

1.1.2 Objetivos especificos
Quantificar a expressdo g@génica das enzimas hepaticas fosfoenolpiruvato
carboxiquinase |, frutose-1,6-bifosfatase e glicose-6-fosfatase de ratos com diabetes induzido
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por aloxano, ndo tratados e tratados com a nanodispersdo de uma fracdo flavonoidica de B.
reticularia.
Quantificar a expressdo génica da insulina de ratos com diabetes induzido por aloxano
ndo tratados e tratados com a nanodispersdo de uma fracéo flavonoidica de B. reticularia.
Quantificar a expressdo génica do cotransportador de sddio e glicose renal SGLT2 de
ratos com diabetes induzido por aloxano, ndo tratados e tratados com a nanodispersao de uma

fracdo flavonoidica de B. reticularia.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 DIABETES

A Organizacdo Mundial da Saude define o diabetes como um distirbio metabdlico
resultante da producéo e/ou acgdo deficiente de insulina, o que eleva cronicamente a glicose no
sangue (hiperglicemia) comprometendo o metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas
(WHO, 1999). Esse foi o entendimento tomado como referéncia também pelo Ministério da
Saude Brasileiro ante as suas abordagens sobre o tema (BRASIL, 2015). Martins (2000)
corrobora com esse conceito acrescentando que o diabetes ocorre pela falta ou ineficacia da
acdo da insulina, que é um hormonio produzido pelo péancreas enddcrino, o que
consequentemente afeta 0 modo pelo qual o organismo utiliza a glicose. Golan (2009) definiu
0 diabetes do mesmo modo e contribuiu com este conceito ao diferenciar o diabetes mellitus
do diabetes insipido, no qual a reabsorcdo renal de agua € inibida devido a desregulacdo da
resposta ao horménio antidiurético, resultando em elevada producéo de urina diluida. Apesar
de ambos apresentarem esse sintoma em comum, ndo existe entre eles relacao etiologica.

Os fatores de risco, tanto genéticos quanto ambientais, associados ou ndo, produzem
alteragdes fisiologicas como inflamacgdo, autoimunidade e estresse metabolico. Essas
alteracBGes provocam a destruicdo das células beta e/ou a sua disfungdo, comprometendo a
sintese e a secrecdo de insulina, resultando na hiperglicemia, que é o fator em comum
caracteristico de todos os tipos de diabetes (Figura 1). A cronicidade da hiperglicemia
provoca complicacbes que estdo categorizadas como distdrbios microvasculares e
macrovasculares e destes resultam doengas cerebrovasculares, cardiovasculares, retinopatias,
nefropatias e amputacdes ndo traumaticas, tanto dos membros inferiores quanto dos
superiores. A primeira causa de mortalidade em individuos com diabetes tipo 2 é a doenca
cardiovascular, enquanto que a retinopatia é o principal motivo de cegueira. Ja a nefropatia é a
principal causa que leva esses individuos a programas de dialises e o pé diabético é o
principal responsdvel por amputagdes dos membros inferiores.  Além desses, ha a
responsabilizacdo do diabetes na influéncia, direta ou indireta, de agravos aos sistemas
musculoesquelético e digestorio, a fungéo cognitiva, a saide mental, bem como a associacao a
diversos tipos de cancer. Uma intervencao terapéutica personalizada e intensiva utilizada na
prevencdo ou no tratamento das complicacdes advindas do diabetes, se bem sucedida, pode
diminuir o risco de morbimortalidade associado a essa patologia (GREGG et al, 2016;
JOHNSTON et al, 2017; SBD, 2017; SKYLER et al, 2017).
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Figura 1 — Fisiopatologia do diabetes
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O tratamento adequado do diabetes depende da correta classificacdo e esta, antes
fundamentada no tipo de tratamento, hoje toma por base a etiologia, tendo por isso caido em
desuso o0s termos diabetes mellitus insulino dependente e diabetes mellitus insulino
independente. Atualmente segue-se a classificacdo proposta em 1998 pela ADA (American
Diabetes Association) e em 1999 pela OMS, que classifica o diabetes em Tipo 1, Tipo 2,
Diabetes gestacional e outros tipos especificos de diabetes (ADA, 2017; SKYLER et al,
2017).

O diabetes mellitus tipo 1 (ou DM1) é uma desordem autoimune mediada por
autoanticorpos circulantes como o antidescarboxilase do acido glutamico (anti-GAD), o anti-
ilhotas, o anti-insulina e 0 antigeno insulinoma “like” que levam a destruicdo das células
responsaveis pela sintese de insulina, as celulas beta, progredindo para um estagio de

deficiéncia completa desse hormonio. Essa deficiéncia € compensada com a administracdo
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diéria de insulina exdgena, garantindo a homeostasia da glicose. Corresponde entre 5 a 10%
do total dos casos de diabetes e subdivide-se em diabetes tipo 1 autoimune ou tipo 1A e
diabetes tipo 1 idiopatico ou tipo 1B. No tipo 1A, a resposta autoimune pode ser
desencadeada por fatores ambientais, bem como pela suscetibilidade genética, e o diagndstico
é confirmado ante a positividade de um ou mais autoanticorpos circulantes. Ao tipo 1B
atribui-se 0s casos nos quais hé a auséncia de detec¢do de autoanticorpos circulantes, mas sem
a exclusdo da insulinoterapia plena (BAEKKESKOV, 1990; LAN, 1996; MS, 2013).

O diabetes mellitus tipo 2 (ou DM2), assim como o diabetes mellitus tipo 1, é um
disturbio poligénico que resulta da associacdo entre predisposicdo genética e fatores
ambientais desfavoraveis, caracterizando-se por resisténcia tecidual a insulina com a
consequente diminuicdo da absorcdo de glicose pelas células. Inicialmente, a compensacao
dessa diminuicdo se da pelo aumento agudo da secrecdo de insulina, o que sobrecarrega 0
pancreas, levando a deterioracdo das células beta, ocorrendo com isso a deficiéncia relativa na
secrec¢do de insulina, instalando no organismo um estado de hiperglicemia que nem sempre é
revertido, mesmo com o uso da terapia antidiabética (SZKUDELSKI, 2012; GUYTON,
2017). Ainda ndo foram definidas etiologias especificas do diabetes tipo 2, contudo € sabido
que ha uma relacdo direta com pessoas obesas ou que apresentam sobrepeso, visto que o
excesso de peso por si provoca resisténcia a insulina. Além disso, mulheres que
desenvolveram diabetes no periodo gestacional, pessoas hipertensas e as que apresentam
dislipidemia, bem como alguns subgrupos étnicos (afro-americanos, americanos indianos,
hispanicos/latinos) estdo mais suscetiveis ao diabetes tipo 2 (ADA, 2017).

Em 2015, no Simposio de Pesquisa promovido pela ADA objetivando definir
abordagens terapéuticas apropriadas com base na fisiopatologia e no estagio da doenca foi
abordado, dentre outros, sobre os determinantes genéticos e ambientais de risco do diabetes
tipos 1 e 2, visto que nestes a perda progressiva de massa e/ou a disfuncao das células beta
resulta em hiperglicemia, que quando ja estabelecida conduz as complicacdes clinicas comuns
a todos os tipos de diabetes, diferenciando-se, contudo na sua progressdo. A caracterizagdo
dos fatores que levam a perda das células beta ou a sua disfuncdo e a definicdo de fenétipos e
gendtipos dos subtipos de diabetes sdo primordiais para a promo¢do de uma terapia
individualizada (SKYLER et al, 2017).

Um tipo pouco conhecido, mas similar ao diabetes tipo 2 é o Diabetes Mellitus
Gestacional (DMG) que ocorre durante a gravidez devido as mudangas inerentes desta, como

as hormonais e as metabolicas, associadas aos fatores genéticos e ambientais. Ja em idade
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fértil, muitas mulheres alcangaram a obesidade, aumentando o risco de desenvolver diabetes
tipo 2. Por varios anos, qualquer quadro de intolerancia a glicose ou mesmo de diabetes tipo 2
ndo diagnosticado, descoberto na gravidez era considerado como DMG sem a consideracéo
dessa condicdo ter antecedido a gravidez. Atualmente, na tentativa de contornar essa
limitacdo, as gestantes diagnosticadas com diabetes no primeiro trimestre sdo classificadas
como tendo diabetes pré-gestacional preexistente, sendo diabetes tipo 2 ou excepcionalmente
diabetes tipo 1. Ja o diabetes diagnosticado pela primeira vez a partir do segundo trimestre de
gravidez é considerado como DMG. Isso porque na gravidez ha a producdo de hormonios pela
placenta contribuindo para um quadro de resisténcia insulinica que perdura nesse periodo.
Mulheres obesas com histérico familiar de diabetes tém maior tendéncia a desenvolvé-lo
quando gravidas. Contudo a tendéncia na maioria dos casos é seu desaparecimento apds o
periodo gravidico. Apesar disso, essas mulheres ficam mais propensas ao desenvolvimento
futuro de diabetes tipo 2 (ADA, 2012; ADA, 2017).

Na classificagdo Outros Tipos de diabetes estdo alocadas as formas monogénicas que a
depender daquilo que provocou a alteracdo glicémica tem-se a apresentacdo clinica. Ha pelo
menos alguns tipos que subdivididos representam os menos comuns de diabetes. Segundo a
Diretriz da SBD (2017) e Maraschin (2010) eles séo:

v' Defeitos genéticos na fungdo da célula beta: abarca dentre outros a forma MODY (do
inglés Maturity-Onset Diabetes of the Young) que se caracteriza, dentre outros, por
apresentar graus variaveis de disfuncdo das células beta, tendo sido identificados
pelo menos 13 subtipos;

v' Defeitos genéticos na a¢do da insulina que ocorre pela mutagdo génica do receptor de
insuling;

v' Doencas do pancreas exocrino resultante de pancreatite ou pancreatectomia ou
carcinoma no pancreas;

v Endocrinopatias pelo aumento de horménios envolvidos na contraregulacdo da
insuling;

v Inducdo por medicamentos que alteram o metabolismo da glicose, diminuindo ou a
secrecdo ou a acdo da insulina;

v' Sindromes genéticas associadas ao diabetes como de Down, Turner, Prader Willi;

<\

InfeccBes como rubéola congénita, citomegalovirus;
v" Formas imunolégicas incomuns que ocorrem devido a anticorpos anti-receptor da

insulina.



21

Duas outras categorias, a glicemia de jejum alterada e a tolerancia a glicose diminuida,
ndo sdo entidades clinicas, mas sdo reconhecidas como condi¢do de pré-diabetes. Ambas sdo
consideradas fatores de risco para o desenvolvimento de diabetes e de doencas
cardiovasculares (SBD, 2015).

2.2 EQUILIBRIO ENERGETICO

O consumo de alimentos oportuniza ao organismo obter e estocar nutrientes
energéticos necessarios ao desenvolvimento das suas funcdes vitais. No jejum, esse estoque é
mobilizado para que ndo se interrompa o fornecimento de energia ao organismo, garantida
principalmente por meio de trés substratos: carboidratos (glicose), lipideos e proteinas. O
processamento desses substratos resulta em trifosfato de adenosina (ATP) que ¢é a forma de
transferéncia de energia dos alimentos para as células, sendo por isso chamado de “moeda”
energética do metabolismo celular (GUYTON, 2011; ORIA; BRITO, 2016).

2.2.1 Glicose

A glicose é um dos combustiveis energéticos indispensaveis para o funcionamento do
organismo, de uso ininterrupto, mas de aquisicdo intermitente por meio da ingestdo de
alimentos. Esse aparente desequilibrio é corrigivel porque geralmente o consumo de
alimentos ocorre em quantidades caloricas acima do necessario. No periodo pés prandial, o
organismo utiliza a glicose na via glicolitica para producéo de energia e armazena o excedente
para uso em periodos de jejum (KAHN et al, 2009). Esse armazenamento se da em forma de
glicogénio no figado, para uso extra-hepatico e no musculo esquelético para consumo proprio.
O glicogénio é um polissacarideo constituido por unidades de glicose unidas por ligacGes a-
1,4. Esse agrupamento € linear, em numero de oito a doze residuos, a partir de onde se bifurca
por meio de ligacBes a-1,6, originando outros dois agrupamentos lineares. Além de
glicogénio, outra forma de estoque da glicose é como triglicerideos no tecido adiposo (DEAN,
2004).

O controle hormonal que induz o nivel glicémico no sangue a homeostase da-se
principal e alternadamente por meio da insulina e do glucagon, em periodos pos prandial e
pos-absortivo (jejum), respectivamente. Esses hormoénios atuam na maioria dos tecidos,
porém mais acentuadamente no figado, pancreas, musculo esquelético e tecido adiposo.
(DEAN, 2004; GUYTON, 2011). O glucagon reverte os efeitos da insulina, e vice versa, e
além dele, outros hormoénios também sdo tidos como contrarreguladores. Sdo eles a

norepinefrina, a epinefrina, os glicocorticoides e 0 hormonio do crescimento. Dessa forma, o
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metabolismo da glicose envolve tanto processos anabodlicos quanto catabdlicos (GOLAN,
2009).

Segundo a ADA, a condi¢cdo de normoglicemia se caracteriza com o valor de glicose
sérica em jejum < 100 mg/dl, todavia esse diverge para menos daquele adotado pela OMS que
é 0 de 110 mg/dl. Ja o estado denominado de pré-diabetes ou risco aumentado para diabetes é
aceito quando no jejum a glicose sérica se enquadra em valores > 100 e < 126 mg/dl;
enguanto que o estado de diabetes estabelecido, esse valor se encontra > 126 mg/dl (WHO,
2016; ADA, 2017). O valor normal da glicose sérica em jejum pela manha, antes do desjejum
é mantido pela producdo de glicose enddgena. Apos a ingestdo de alimentos, esse valor
aumenta para 120 a 140 mg/dl, ocorrendo entdo a necessidade de sua reducéo, pela absorcao
celular tanto para uso imediato quanto para armazenamento. Além da ingestdo de alimentos
(considerando a quantidade e tipo de carboidrato, e as taxas de digestdo e absorcdo), o nivel
da glicose sérica aumenta pela quebra do glicogénio ou pela sintese de glicose hepatica
(GUYTON, 2011).

2.2.1.1 Regulacéo do transporte de Glicose

Por ser uma molécula hidrofilica, a glicose necessita de transportadores que facilitem
sua locomogéo para o citoplasma. Esse transporte € mediado por transportadores de glicose
(GLUTS). Ja se sabe da existéncia de pelo menos doze isoformas que estdo distribuidas em
todo o organismo conforme as especificidades dos tecidos. Isso é possivel porque esses
transportadores apresentam um padrdo de expressao tecidual especifico, apesar de serem
homologos em sua sequéncia priméaria. O GLUT1 e comum a muitos tecidos e se relaciona ao
transporte basal de glicose, independente de insulina. O GLUT2 presente em 6rgdos como o
pancreas carreia a glicose para o interior das células beta, levando ao aumento da
concentracdo intracelular proporcional a concentracdo extracelular desse nutriente. Dessa
forma, junto com a enzima glicoquinase, responsavel pela fosforilagdo da glicose no interior
da célula, é tido como um sensor da presenca de glicose na célula beta; também se encontra
presente nos hepatdcitos, para onde ocorre o influxo da glicose a fim de ser metabolizada, e
na regido basal da célula intestinal e do tdbulo proximal renal, permitindo a reabsorcéo da
glicose para o sangue. A expressdo génica dessa isoforma é inibida na condicdo de
hiperinsulinemia. O GLUTS3, junto com o GLUT1, est4 presente no sistema nervoso central,
para onde se difunde a glicose sérica, independente da presenca de insulina. Dessa forma, nos
periodos em que a glicose proveniente dos alimentos estd escassa e consequentemente nao

ocorre secrecdo de insulina, o organismo produz glicose enddgena que circula no organismo
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para prover os tecidos que a utilizam como principal ou Unica fonte de energia; ndo havendo
nesse caso a competicdo pela captacdo de glicose por tecidos sensiveis a insulina. O GLUT4
encontra-se em tecidos responsivos a insulina, como o cardiaco, o muscular esquelético e o
adiposo, por onde ocorre nesses dois Ultimos, a captacdo da glicose periférica. Diferente das
outras isoformas que independem do sinal insulinico e estdo presentes na membrana, 0
GLUT4 encontra-se em vesiculas citoplasmaticas e tem o seu transporte, fusdo na membrana
plasmatica e acoplamento mediados pelo sinal insulinico. A contracdo muscular estimula a
transcricdo e translocacdo de GLUT4 para a membrana, independente da disponibilidade
insulina, possibilitando o aumento tanto da captacdo de glicose pelo mudsculo mesmo no
periodo pds-exercicio quanto da sensibilidade tecidual insulinica. Dai a recomendacdo de
atividade fisica para individuos com resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 (HAYASHI et al,
1997; TORTORA; GRABOWSKI, 2003; ULDRY; THORENS, 2004; KATZER, 2007;
GUYTON, 2011)

Outro mecanismo de transporte de glicose através da membrana é mediado pelo
cotransportador de sodio-glicose (SGLT) presente na regido apical do intestino delgado e do
tubulo proximal renal, em duas isoformas (SGLT1 e SGLT2). Nesse tipo de cotransporte, a
glicose é absorvida contra uma diferenca de concentracdo possibilitada pelo transportador,
que possui, externamente a membrana, dois sitios de ligagdo, sendo um para cada elemento,
transportando-os a0 mesmo tempo para o interior celular. A energia para esse transporte
provém do gradiente de concentracdo do sodio, que é mais elevado no exterior da célula; esse
gradiente é mantido por uma bomba Na*/K* (GUYTON, 2011).

2.3 PANCREAS

O pancreas é uma glandula constituida por dois tipos principais de tecidos. Um deles é
formado por células exdcrinas que, organizadas em acinos, correspondem a aproximadamente
95% da massa pancredtica e sdo produtoras de enzimas digestivas. O outro tipo que se
encontra disperso no parénquima exocrino sdo as ilhotas de Langerhans, formado por um
aglomerado de células que tém funcdo enddcrina. As ilhotas sdo formadas por pelo menos seis
tipos de celulas distintas entre si morfologicamente, sendo as principais alfa, beta, delta e
células PP. As artérias esplénicas e pancreatico duodenal conduzem o sangue ao pancreas,
enquanto que pela veia porta hepatica ocorre a drenagem venosa, conduzindo ao figado as
altas concentra¢fes de hormonios produzidos no pancreas. As células alfa secretam dentre
outros, o horménio glucagon, e as células beta, insulina; as células delta liberam

somatostatina e as células PP, polipeptidio pancreatico. Nas ilhotas ocorre comunicacdo
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intercelular, de modo que a inibi¢do da secre¢do de alguns hormdnios é feita por outros, a
exemplo da inibicdo da secrecdo de glucagon que ocorre pela liberagdo de insulina (GOLAN,
2009; GUYTON, 2011; ORIA; BRITO, 2016)

2.3.1 Insulina — hormdnio pancreético

A insulina é o principal horménio responsavel pelo armazenamento do excesso de
glicose. Sintetizado nas células beta por estimulo de nutrientes, aminoacidos e lipideos, sua
molécula é constituida de duas cadeias A e B ligadas por pontes dissulfeto. Em condicGes
normais ha sempre um estoque de insulina disponivel que responde imediatamente ao
estimulo, como, por exemplo, um aumento no nivel de glicose sérica. Contudo, a secre¢cdo ndo
cessa por falta de insulina, que permanece com o nivel constante nas células, pois a secre¢éo é
acompanhada da sua biossintese. Desempenha um papel fundamental no aumento da captacéo
periférica de glicose pelos tecidos sensiveis a insulina, como o muscular e o adiposo, no
estimulo a sintese de proteinas, acidos graxos e glicogénio, na inibicdo da degradacdo de
proteinas e acidos graxos, e da producdo glicose endégena (DEAN, 2004; GOLAN, 2009;
GUYTON, 2011; ORIA; BRITO, 2016).

A insulina circulante, com meia vida plasmatica de aproximadamente 6 minutos, se
liga ao receptor de insulina presente nas ceélulas alvo. Exceto a porg¢éo da insulina que se liga
ao receptor de insulina, o restante dela é eliminado pela enzima de degradacéo da insulina
IDE (do inglés, insulin degrading enzyme), também chamada de insulinase presente no figado
e no rim (GOLAN, 2009; GUYTON, 2011).

2.3.1.1 Secrecédo da Insulina

Visto que toda variacdo glicémica é detectada pelas células beta pancreéticas, a
presenca de glicose sérica é o estimulo principal, mas ndo exclusivo, para a secrecdo de
insulina pelo pancreas. Pelo transportador de glicose GLUT2 presente na membrana da célula
beta, a glicose difunde-se a favor do seu gradiente de concentracdo para o citoplasma, onde é
fosforilada em glicose-6-fosfato pela enzima glicoquinase resultando na formacdo de
trifosfato de adenosina (ATP). O aumento da relacdo ATP/ADP promove o blogueio dos
canais de potassio da membrana plasmatica que diminui o efluxo de potéssio, resultando no
acumulo de carga positiva no interior celular, promovendo a despolarizacdo da membrana.
Com isso, ocorre a abertura dos canais de célcio dependentes de voltagem, por onde ocorre 0
influxo deste ion que estimula a fusdo entre a membrana plasmatica com as vesiculas

contendo insulina. O estimulo da secrec¢do de insulina pela inibicdo dos canais de potassio
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sensiveis ao ATP € o mecanismo de agdo dos antidiabéticos orais do tipo sulfoniluréia,
utilizadas no tratamento de pacientes com diabetes tipo 2. O local de acdo desse farmaco € na
subunidade regulatéria do canal de potassio designado de SUR (do inglés, Sulfonylurea
receptor), tendo mais afinidade pela isoforma SUR1; ligando-se a ela, ocorre a inibicdo da
outra subunidade do canal, o KIR6.2 que provoca o fechamento do canal de potassio. Da
afinidade do farmaco com a isoforma SUR1 resulta em mais especificidade de acdo molecular
sobre as células beta. Agentes anti-hipertensivos que agem nos canais de potassio presentes
no musculo liso vascular ndo influenciam na secrecdo da insulina, pois agem com mais
afinidade sobre a subunidade SUR2A do que pela SUR1. As meglitinidas sdo outra classe de
antidiabético oral que, ligando-se ao receptor SUR1 estimulam a liberacdo de insulina.
Contudo essa ligacdo ocorre em regides diferentes do receptor. (DEAN, 2004; GUYTON,
2011; ORIA; BRITO, 2016).

2.3.1.2 Receptor de insulina

O receptor de insulina € uma proteina heterotetramérica, com duas subunidades alfa
extracelulares e duas beta transmembrénicas. As subunidades alfa contém cada uma um sitio
de ligacdo com a insulina e exercem sobre as subunidades beta efeito inibitdrio, removido
apos a ligacdo desse hormoénio a uma ou duas subunidades alfa. J& as subunidades beta
possuem o dominio com atividade tirosina quinase. Apds a remocdo do efeito inibitdrio,
ocorre uma mudanga conformacional no dominio intracelular que resulta na autofosforilacéo
da tirosina quinase e dos residuos de tirosina adjacentes contidos na alca de ativacdo. A
ocorréncia de mutacbes em um dos residuos ou em todos eles causa, respectivamente, a
diminuicdo da magnitude do sinal insulinico ou a inativacdo completa do receptor (PATTI,
1998; LUCHS, 2006; GUYTON, 2011).

2.3.1.3 Sinalizag&o insulinica

Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila em multiplos residuos de tirosina
proteinas que servem como substrato. Dentre essas proteinas estdo um grupo proteico
chamado de substrato do receptor de insulina (IRS), que possui quatro isoformas IRS-1, IRS-
2, IRS-3 E IRS-4, Além da familia de proteinas chamada IRS, ha também outros substratos
proteicos que sdo Shc, Gab-1, p60k Cbl, JAK2 e APS. A maioria desses substratos apds
fosforilados expde sitios de ligacdo que servem como ponto de reconhecimento e ativacao de
pelo menos trés vias como a via do fosfatidilinositol-3-cinase (P13K), a CAP/Cbl e a via da

RAS. A ativacdo dessas vias resulta na translocacdo do GLUT4 para a membrana plasmatica,
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em glicdlise, na sintese de glicogénio, no metabolismo de lipideos, na sintese proteica, na
diferenciacdo, na proliferacdo celular e na inibicdo da apoptose (SAAD et al. 1996; PESSIN;
SALTIEL, 2000). Sendo assim, ndo a insulina, mas o seu receptor por ela ativado é que
promove uma cascata de eventos de fosforilacdo e desfosforilacdo de proteinas. O sinal
insulinico pode ser inibido pela acdo de proteinas fosfatases de tirosinas, as PTPases dentre as
quais se destaca a isoforma PTP1B. Essas proteinas desfosforilam o receptor de insulina e
seus substratos, inativando-os. Outro evento inibitério ocorre quando as proteinas IRSs sdo
fosforiladas em residuos de serina ao invés de tirosina, reduzindo a capacidade do receptor de
insulina de se fosforilar em tirosina, apos ligar-se com esse horménio, resultando em um
feedback negativo caracterizado pela atenuacdo do sinal insulinico, que pode levar a um
quadro de resisténcia insulinica (GUYTON, 2011, ORIA; BRITO, 2016).

2.3.1.4 Resisténcia insulinica

A cascata de eventos desencadeada pela acdo da insulina estimula a captagéo de
glicose sérica e a producéo de glicogénio, do mesmo modo que inibe a quebra de lipideos e de
glicose endogena. A diminuicdo desses efeitos metabdlicos caracteriza uma condicdo de
resisténcia a insulina. Como medida compensatdria para manter a normoglicemia ocorre 0
aumento da sintese e secrecdo desse hormonio, gerando um quadro de hiperinsulinemia. A
incapacidade das células beta na compensacdo da hiperglicemia pode resultar na perda por
apoptose dessas células, que leva a diminui¢do gradativa da producéo de insulina, mantendo o
organismo no estado de hiperglicemia. Por isso, a resisténcia insulinica esta associada ao
diabetes tipo 2, por ser a causa primaria de acumulo de glicose sérica no organismo.
Individuos insulino resistentes evoluem ndo apenas para diabetes tipo 2, mas desenvolvem
também hipertensdo, aterosclerose prematura e dislipidemia, isolada ou conjuntamente, a
depender de fatores ambientais e genéticos. O quadro de resisténcia insulinica anterior a essas
doencas tem sido chamado de obesidade metabdlica, sindrome metabdlica ou sindrome X. O
aumento da sensibilidade a insulina nos tecidos-alvo pode ser auxiliado pelo uso de
tiazolidinedionas e biguanidas, que sdo os chamados sensibilizadores da insulina (DEAN,
2004; GOLAN, 2009; GUYTON, 2011).

2.4 ASPECTOS GERAIS DO METABOLISMO HEPATICO

2.4.1 Figado
O figado € um 6érgdo chave na regulacdo do metabolismo da glicose, devido a sua
capacidade em captar e armazenar a glicose no estado alimentado, e libera-la gradativamente
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nos periodos de jejum e nas atividades fisicas, por exemplo. O sangue do aparelho digestivo é
quase todo drenado para o figado, possibilitando, por este 6rgdo, a remocao de quaisquer
substancias nocivas ao organismo que possam ter sido ingeridas, antes que atinjam a
circulacdo sistémica. Desta forma, ocorre o influxo de grande quantidade de glicose sérica nas
células hepaticas pelo GLUT2, seguindo-se a fosforilacdo que a converte em glicose-6-fosfato
(G6P), ficando assim impedida de sair até que haja a reversao dessa condi¢do. A entrada de
glicose sérica no figado ocorre sem sinalizacdo mediada por insulina, por ser a sua entrada
através do GLUT2. Ainda assim, pelo sistema porta hepatico o figado recebe a insulina
enddgena, recém secretada pelo péncreas, servindo para estimular a agcdo da enzima
glicogénio sintase, resultando no armazenamento imediato da maior parte da glicose
absorvida no intestino delgado apds uma refeicdo (DEAN, 2004; KAHN, 2009; GUYTON,
2011; DE MARIA et al, 2011).

2.4.1.1 Glicdlise

Ja no citoplasma, o uso imediato de parte da glicose ocorre pela via glicolitica, que é
uma via comum a quase todos os tipos celulares, tanto procariontes quanto eucariontes. Em
seguida ao consumo de alimentos, os niveis de insulina aumentam concomitante a diminuicao
do glucagon, estimulando a glicdlise que resulta na liberacdo de energia e na producdo de
outros intermediarios de carboidratos, utilizaveis em outras vias metabdlicas (DEAN, 2004).
Ela pode ser didaticamente compreendida em trés estagios, sendo que do primeiro estagio
resulta a captura e desestabilizacdo da glicose, que origina um composto que pode ser
facilmente clivado em unidades fosforiladas com trés carbonos; nesta etapa ocorre uma
fosforilagdo que é catalisada pela enzima hexoquinase, (Gck, no figado), seguida de uma
isomerizacao, passando para outra fosforilacdo. No segundo estagio, a molécula frutose-1,6-
bifosfato contendo seis carbonos é clivada em dois fragmentos com trés carbonos cada.
Finalmente, os fragmentos de trés carbonos sofrem oxidacdo para piruvato, resultando em
ATP, sendo este o terceiro estagio da glicolise (BERG, 2004).

2.4.1.2 Glicogénese e Glicogenolise

A glicose que excedeu a utilizacdo na via glicolitica é convertida em glicogénio na
maioria dos tecidos, mas principalmente no muscular esquelético e hepatico, através de um
processo chamado de glicogénese. O glicogénio é uma forma de armazenamento que pode ser
facilmente revertida em glicose quando o organismo necessita de energia. E um longo

polimero ramificado de residuos de glicose, que se precipita em forma de granulos, tem alto
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peso molecular e possibilita 0 armazenamento de grandes quantidades de carboidratos sem
que haja a alteracdo da relacdo osmotica entre os liquidos extra e intracelular. Quando a
quantidade de glicose armazenada no figado sob a forma de glicogénio ultrapassa a
capacidade de armazenamento desse 6rgao, entdo o excesso de glicose é convertido em &cidos
graxos (lipogénese), que sdo empacotados sob a forma de triglicerideos, transportados para o
tecido adiposo onde ficam depositados como gordura. Além disso, ao contrario dos acidos
graxos, essa forma de energia é prontamente mobilizavel a glicose, 0 que é necessario em
condic@es de exercicio extenuante (DEAN, 2004; GUYTON, 2011).

As reacgdes quimicas que ocorrem na glicogénese sdo catalisadas por diversas enzimas
no sentido de converter a glicose-6-fosfato (ponto de partida da glicogénese) em glicogénio; a
cadeia de glicogénio é alongada pela enzima glicogénio sintase (Glys2) que se torna ativa ao
ser desfosforilada na auséncia de glicose, seu ativador alostérico; essa enzima pode ser
considerada como um indicador de glicose-6-fosfato (NELSON; COX, 2014).

Ao processo de quebra do glicogénio que ocorre principalmente no figado da-se o
nome de glicogendlise que objetiva liberar glicose para o sangue quando o nivel de glicose
sérica diminui. Esse processo de quebra do glicogénio € constituido de trés etapas: 1)
liberacdo de glicose-1-fosfato a partir do glicogénio, 2) remodelacdo do substrato do
glicogénio e 3) conversdo da glicose-1-fosfato para glicose-6-fosfato. A glicose-6-fosfato
pode ser utilizada como substrato inicial da glicolise ou pode ser processada na via pentose
fosfato ou ainda, ser convertida em glicose livre, apta para ser liberada na corrente sanguinea.
A enzima glicose-6-fosfatase (G6Pase) presente no figado e no rim é necessaria a esse
processo. E uma proteina transmembranica do reticulo endoplasmético (RE) que possui sua
unidade catalitica voltada para o limen do RE e é responsavel por hidrolisar a glicose-6-
fosfato, que passa do citosol para o RE por meio do transportador especifico T1. Os produtos
resultantes, fosforo inorgénico e glicose, provavelmente retornam pelos transportadores T2 e
T3 para o citosol, de onde a glicose deixa o hepatdcito pelo Glut2 presente na membrana
celular. O processo de glicAlise que ocorre no citosol ndo é interrompido pela G6Pase devido
a localizacdo do sitio catalitico dessa enzima. Dessa forma, garante-se a ndo interferéncia
entre esses dois processos (NELSON; COX, 2014).

Liberado entre as refeicdes ou no jejum, o glicogénio sintetizado no mausculo
esquelético depois de degradado é utilizado para suprir as necessidades proprias desse tecido,
pois na auséncia da G6Pase que desfosforila a glicose-6-fosfato, ndo é possivel fornecer

glicose ao sangue; enquanto que aquele que é sintetizado e degradado no figado € util para
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manter os niveis de glicose no sangue, atendendo a necessidade de outros tecidos exaurindo-
se, contudo no periodo entre 12 a 24 horas (DEAN, 2004; GUYTON, 2011; NELSON; COX,
2014).

2.4.1.3 Gliconeogénese

No periodo entre as refeigdes, no jejum prolongado ou apds exercicios vigorosos, o
estoque de glicogénio se esgota. Nesses periodos o organismo se adapta sintetizando glicose a
partir de precursores nao carboidratos; esse processo € chamado de gliconeogénese. Dessa
forma, o fornecimento de glicose a érgdos que a utilizam como principal ou Unica fonte de
energia ndo € interrompido. Os precursores utilizados nesse processo que ocorre
principalmente no figado e, em menor extensdo no rim e intestino delgado, sdo lactato,
glicerol e alguns aminoacidos; esses precursores ou sao primeiro convertidos a piruvato como
ocorre com o lactato ou entram posteriormente na via, como alguns aminoacidos no
intermediario oxaloacetato, e o glicerol no intermediario dihidroxiacetona fosfato (BERG et
al, 2004; NELSON; COX, 2014).

As vias glicolitica e gliconeogénica ndo sdo idénticas e nem opostas, apesar do
compartilhamento de vérias etapas, pois na glicdlise a glicose € convertida em piruvato, na
gliconeogénese o piruvato é convertido em glicose. A gliconeogénese compreende dez etapas
das quais sete sdo reversiveis inversas a glicolise enquanto que as outras trés sdo etapas ndo
comuns, irreversiveis, catalisadas por enzimas ndo utilizadas na glicélise, sdo as chamadas
reacdes de contorno (Quadro 1) exclusivas da gliconeogénese, que ocorrem por meio de
quatro reacdes alternativas (HARVEY et al, 2012; NELSON; COX, 2014).
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Quadro 1 - Dez reagdes enziméticas da gliconeogénese, das quais sete sdo comuns a glicolise
e as demais sdo exclusivas da gliconeogénese (marcadas em azul).

Etapas da via gliconeogénese

1 | Piruvato + HCOsz + ATP —» oxaloacetato + ADP + Pi

2 | Oxaloacetato + GTP > fosfoenolpiruvato + CO, + GDP

3 | Fosfoenolpiruvato + H,O = 2-fosfoglicerato

4 | 2-Fosfoglicerato =» 3-fosfoglicerato

5 | 3-Fosfoglicerato + ATP <= 1,3-bifosfoglicerato + ADP

6 | 1,3-Bifosfoglicerato + NADH + H* <> gliceraldeido-3-fosfato + NAD* + Pi

7 | Gliceraldeido-3-fosfato + dihidroxiacetona-fosfato & frutose-1,6-bifosfato

8 | Frutose-1,6-bifosfato —» frutose-6-fosfato + Pi

9 | Frutose-6-fosfato > glicose-6-fosfato

10 | Glicose-6-fosfato + H,O —p glicose + Pi

Fonte: Adaptado de Nelson; Cox, 2014

A primeira reacdo contorna a irreversibilidade da conversdo de fosfoenolpiruvato em
piruvato, na glicdlise. Na gliconeogénese o piruvato é carboxilado produzindo oxaloacetato,
que é convertido a fosfoenolpiruvato pela enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK).
Essa enzima se apresenta em duas isoformas (codificadas por genes separados nos
cromossomos nucleares), a PEPCKL1 encontrada no citosol e a PEPCK2, na mitocondria. Com
isso, 0 oxaloacetato pode ser convertido a fosfoenolpiruvato tanto na mitocondria, local de sua
producdo, quanto no citosol, para onde ele deverd ser transportado e entdo convertido; o
fosfoenolpiruvato entdo segue para as reacdes glicoliticas inversamente, até frutose-1,6-
bifosfato (HARVEY et al, 2012; NELSON; COX, 2014).

A segunda reacdo de contorno é catalisada pela enzima frutose-1,6-bifosfatase que por
hidrolise irreversivel da frutose-1,6-bifosfato converte-a em frutose-6-fosfato (HARVEY et
al, 2012).

Na terceira e ultima reacdo de contorno ocorre a formacdo de glicose livre a partir da
desfosforilacdo da glicose-6-fosfato pela enzima G6Pase no RE. Contudo essa etapa de
desfosforilacdo da glicose-6-fosfato s6 ocorre em tecidos como o hepético e o renal, visto
serem fornecedores de glicose para suprir outros Orgdos. Nos tecidos como o muscular

esquelético que supre apenas as suas proprias necessidades, ndo ocorre essa desfosforilacdo
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pela auséncia da enzima G6Pase; para esses tecidos a gliconeogénese vai até o intermediario
glicose-6-fosfato (NELSON; COX, 2014).

2.5 ASPECTOS GERAIS DO METABOLISMO RENAL DA GLICOSE

Assim como o figado, é através de regulacdo neuro-hormonal que o rim participa da
manutencdo da homeostase da glicose, que é influenciada por fatores fisicos e bioquimicos,
pois a depender do fluxo sanguineo e da localizagdo especifica de determinados
transportadores e enzimas é que ocorre 0 metabolismo da glicose em diferentes regides do rim
(CERSOSIMO, 2004).

No rim, um sistema de cotransporte ativo de sodio e glicose em condi¢Bes normais
reabsorve para o interior da célula a glicose filtrada pelo glomérulo, devolvendo-a para a
circulacdo sistémica e impedindo que ela seja excretada pela urina. Isso € uma resposta
adaptativa renal para a conservacdo de energia. Esse cotransportador de sodio e glicose
chamado de SGLT ¢é codificado por genes pertencentes a familia SLC5 que é composta por
doze genes, sendo que as isoformas SLC5A1 e o SLC5A2 codificam os cotransportadores
SGLT1 e SGLT2, respectivamente (5,51/5,53) ambos expressos no Iimen do tabulo proximal
renal, contudo o SGLT2, que esta localizado no seguimento S1, é um transportador de glicose
com baixa afinidade, mas alta capacidade de carreamento, sendo responsavel pela reabsorcao
de 90% da glicose filtrada pelo rim. J& 0 SGLT1 encontra-se nos seguimentos S2 e S3, possui
alta afinidade, baixa capacidade de transporte e realiza o cotransporte da glicose remanescente
do seguimento S1. (HEDIGER et al, 1989; NEUMILLER, 2010). No diabetes tipo2, quando a
hiperglicemia ultrapassa o limiar de reabsorcéo do tabulo renal (superior a 180 mg/dl), ocorre
a excrecdo da glicose, condicdo denominada de glicostria (GUYTON, 2011; OWEN, 1969).

O rim também participa do processo de gliconeogénese utilizando como principal
substrato, aminoacidos provenientes do musculo. No jejum inicial, a glicose liberada pela
gliconeogénese renal é de aproximadamente 5 a 10% do total de glicose circulante, menor do
que a liberacdo hepatica, contudo apds um jejum prolongado esse valor chega a 50% (DEAN,
2004).

2.6 TRATAMENTO DO DIABETES

2.6.1 Terapias de referéncia no tratamento da diabetes

Segundo Skyler (2017) a qualidade de vida do individuo com diabetes, bem como a
prevencdo das complicacdes cronicas causadas por essa doenga depende de um controle da
glicemia que inclui ado¢do de habitos saudaveis, manutencdo de peso ideal e uso de agentes
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hipoglicemiantes. O uso destes depende das caracteristicas individuais como, por exemplo,
idade, da fisiopatologia, dos efeitos colaterais, da interacdo entre medicamentos, do
mecanismo de acdo, do custo, dentre outros. Esses agentes estdo didaticamente divididos em
classes que os caracterizam conforme sua agao no organismo. As classes mais comuns sdo:

Sensibilizadores: auxiliam no tratamento por diminuir a resisténcia tecidual a insulina
e melhorar agéo dela no metabolismo da glicose. Nesta classe estdo as biguanidas das quais a
Unica atualmente disponivel é a metformina que age principalmente no figado, inibindo a
gliconeogénese e a glicogendlise, e estimula a glicogénese, e nos tecidos periféricos
dependentes de insulina, sua acdo ocorre pela captacdo da glicose periférica; exerce acdo no
metabolismo lipidico e no endotélio. Desconfortos como ndusea, diarreia e dor abdominal s&o
efeitos adversos comuns; ndo provoca hipoglicemia por ndo aumentar os niveis de insulina
plasmatica. E contraindicada para individuos com comprometimento da filtracdo glomerular;
exceto em situacdes de contraindicagdes, a recomendacédo atual é a de uso inicial em todos os
pacientes (BAILEY, 1996; SILVEIRO; SATLER, 2015).

Secretagogos: é a classe mais utilizada, representada pelas sulfoniluréias e glinidas; a
recomendacédo das sociedades medicas € que 0 uso desses agentes deve ser posterior a outra
classe: dos sensibilizadores, como a metformina. Como bem descrito pelo nome, o0s
secretagogos agem nas células beta estimulando a secregdo de insulina, tanto no estado pés
prandial quanto no jejum. Por esse ultimo motivo, complicagbes como hipoglicemia estéo
associadas aos secretagogos. Ha ainda a possibilidade de ganho de peso resultado dos efeitos
anabdlicos da insulina e da tentativa de prevencdo da hipoglicemia (SILVEIRO; SATLER,
2015).

Inibidores da enzima alfa-glicosidase: esta enzima esta presente no intestino delgado e
é responsavel pela quebra de oligossacarideos em monossacarideos. Quando essa enzima €
inibida, ocorre um retardo na velocidade de absor¢do dos monossacarideos, diminuindo a
elevacdo da glicose pds prandial. Comparado aos outros agentes orais, os inibidores da alfa-
glicosidase tém uma intensidade diminuida sobre o controle glicémico (LAUBE, 2002).

Inibidores do cotransportador de sodio-glicose (SGLT2): a glicose filtrada no rim é
reduzida pela inibicdo do cotransportador SGLT2 localizado no tubulo proximal renal,
resultando na excrec¢do da glicose que seria reabsorvida. Esse controle independe da secrecdo
e da agdo da insulina, com risco diminuido de hipoglicemia e o favorecimento da perda de

peso. Podem ser utilizados como monoterapia ou terapia complementar e adicionalmente
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apresentam o beneficio de diminuicdo da hemoglobina glicada (ABDUL-GHANI,
DEFROZO, 2008; STORGAARD, 2016; WHALEN, 2015).

Agonistas do receptor de GLP-1 e Analogos do horménio GLP-1: o horménio incretinico
GLP-1 (do inglés, Glucagon-like peptide-1) apresenta efeito estimulante sobre a secrecdo de
insulina e inibitorio sobre a do glucagon. E responsavel pelo efeito incretinico que se refere ao
estimulo de aproximadamente 50% da secrecdo total de insulina pancreatica no periodo pos
prandial, efeito esse diminuido em individuos com diabetes. Como possui meia vida
plasmatica curta, esse hipoglicemiante ¢ administrado por via endovenosa, sendo por isso
classificado como medicamentos injetaveis ndo insulinicos (OIRA; BRITO, 2016).

Inibidores da enzima DPP-4: a enzima DPP-4 (dipeptidil peptidase) tem por funcdo
inibir a acdo dos horménios incretinicos. Diante disso, 0s hipoglicemiantes inibidores dessa
enzima permitem a ndo interrupcdo do efeito incretinico, resultando em continuidade da
secrecdo de insulina. Por esse fato, sdo Uteis ao tratamento de pacientes com intolerancia a
glicose ou diabetes. Eventos hipoglicémicos ndo estdo associados ao uso dos inibidores da
DPP-4 porque seu efeito é dependente de glicose, por outro lado recentemente ha o registro de
fortes dores nas articulacbes dos que utilizam esse antidiabético (OIRA; BRITO, 2016;
TARAPUES et al, 2013).

2.6.2 Plantas medicinais com efeito hipoglicemiante
O uso de produtos naturais, como as plantas medicinais, ¢ base para o tratamento de
diversas doencas. A respeito desse tipo de plantas, a OMS estabeleceu o0 seguinte conceito:
“todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substincias que podem ser
utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semissintéticos”
(OMS, 1998). Para muitas pessoas, as plantas medicinais sao a principal alternativa, quando
ndo a Unica fonte de tratamento, por questdes econémicas e/ou geograficas que facilitam o
acesso a elas em detrimento aos medicamentos de referéncia. Essa atracdo ocorre também
pela aceitacdo cultural, passada entre as geragdes, aumentando a confianga em Sseu uso
(BENZIE; WACHTEL-GALOR, 2011; WHO, 2013; VEIGA JUNIOR et al, 2005).
Entretanto, esse conceito de inocuidade dos produtos naturais ndao é verdadeiro. Dados
consistentes e definitivos quanto a identificacdo da planta, parte dela a ser utilizada, doses
terapéutica e letal, mecanismo de acdo, efeitos adversos, dentre outros, sdo indispensaveis ao
uso seguro e eficaz (HUO et al, 2003; SAID et al, 2002).
Para isso, muitas instituicdbes de pesquisa em todo o mundo investem no

desenvolvimento de profissionais com o conhecimento sobre medicina tradicional, a exemplo
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de paises como Africa do Sul, Tanzénia e Republica Democratica do Congo que incluem a
matéria Medicina Tradicional no curriculo dos cursos de farmacia e medicina. Ademais,
muitos dos Estados-membros ligados a OMS possuem institutos nacionais de pesquisa em
medicina tradicional e complementar (OMS, 2013). No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou a Resolugdo RDC n° 26 de 13 de maio de 2014 que
rege a criagdo da Classe de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira. Também langou em 2017
a primeira edi¢cdo do Memento Fitoterapico da Farmacopeia Brasileira; uma obra que retne 28
monografias alicergadas em evidéncias cientificas contendo informagdes a respeito do uso e
eficdcia de 71 plantas medicinais, objetivando orientar a prescricdo de plantas medicinais e
fitoterapicos. Diante disso, é evidente o crescimento de pesquisas envolvendo o estudo
quimico e farmacologico de plantas medicinais, a fim de desmistificar a ideia de que “por ser
natural, ndo apresenta riscos”, determinar com precisdo suas propriedades terapéuticas e
possibilitar o tratamento de diversas doencas com o uso de medicamentos derivados de
plantas medicinais. Um exemplo classico é o da metformina, uma biguanida largamente
utilizada para o tratamento de DM2, ovario policistico e obesidade, e que foi produzida a
partir de estudos da planta Galega officinalis empregada desde a Idade Média no tratamento
de polidria, um dos sintomas indicativo de diabetes. Outra classe de antidiabético oral, os
inibidores do cotransportador de sddio e glicose SGLT2, também foi derivada de plantas
medicinais; isso ocorreu no inicio do século XIX, quando da raiz da macieira foi identificada
a florizina, estimulante de poliuria e glicosuria, que resulta na diminuicdo da glicemia
(BRASIL, 2017; BENZIE; WACHTEL-GALOR, 2011; SDB, 2017; WITTERS, 2001).

No Brasil, algumas plantas medicinais séo popularmente conhecidas por seu potencial
antidiabético. Destas, algumas estdo citadas, mas ndo recomendadas, na Diretriz da SBD,

publicada em 2017 e séo elas:

e A Bauhinia variegata, popularmente conhecida como pata-de-vaca referindo-
se ao formato da sua folha com similaridade a uma pata de vaca. Em 2006,
Azevedo et al estudando a folha da pata-de-vaca identificaram uma proteina
com massa molecular semelhante a insulina bovina, e por meio de testes
adicionais descobriram que a referida proteina apresentou atividade similar a
insulina suina comercialmente vendida.

e A planta medicinal Cissus sicyoides conhecida como insulina, ou anil-trepador,
uva-brava ou cipo-pucé é utilizada no tratamento da diabetes, por isso recebeu

0 nome de insulina vegetal. Apesar disso, ndo h& nenhuma relagdo entre essa
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planta e a insulina produzida pelo pancreas. Estudos ja feitos com a insulina
vegetal sdo em sua maioria brasileiros, sendo o primeiro deles realizado por
Beltrame et al (2001) da Universidade Estadual de Maringa; nesse estudo nédo
houve a promocéo de efeitos hipoglicemiantes. Ja outras pesquisas realizadas
por Pepato et al (2003) e Viana et al (2004), apontam o contrario, ou seja, a
insulina vegetal apresentou atividade hipoglicemiante. Um estudo clinico
realizado por Santos et al (2008) da Universidade Federal da Paraiba avaliou
individuos pré-diabéticos e outros com diabetes que foram tratados com o cha
da insulina vegetal por uma semana. Apesar da diminuicdo do nivel de glicose
dos individuos pré-diabéticos, o0 mesmo néo foi verificado nos diabéticos; por
isso, 0s autores concluiram que os reais efeitos no tratamento da diabetes por
insulina vegetal necessitam de confirmacdo por meio de outros estudos.

¢ O fitoterapico cha verde utilizado no tratamento da obesidade tem servido de
base para o tratamento da diabetes. Contudo, duas metanalises foram
realizadas, sendo uma delas em 2014 por Wang et al avaliando os efeitos do
cha verde em parametros glicémicos (Teste oral de tolerancia a glicose e
hemoglobina glicada) de pacientes com risco aumentando para desenvolver
diabetes, e a outra feita em 2016 pela equipe de Li, avaliando o mesmo efeito,
mas em pacientes diabéticos. As duas metanalises apresentaram 0 mesmo
resultado, qual seja: nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi
encontrada.

Além dessas plantas medicinais, algumas espécies do género Baccharis apresentam
potencial antidiabético, como por exemplo, a B. trimera, que é popularmente conhecida no
Brasil como carqueja (OLIVEIURA et al., 2005). Ha ainda a B. articulata que em estudos
com roedores apresentou acdo anti-hiperglicémica; esta espécie é constituida por um alto teor
de flavonoides que Ihe conferem potencial antioxidante (KAPPEL, et al., 2012).

Atualmente muitas plantas ja tém definidos seus componentes organicos (metabdlitos),
bem como os seus respectivos mecanismos de acdo. Alguns desses metabolitos como taninos,
terpenos, alcaloides e flavonoides apresentam efeito antidiabético, todavia, faltam estudos
clinicos que avaliem esses efeitos em humanos, pois a maioria das pesquisas realizadas in vivo
por meio de modelos animais relata o efeito antidiabético de diversas plantas medicinais sem,
contudo apresentar as informacGes necessarias que possibilitem o teste clinico, a validacdo e o
uso terapéutico (MAZID et al, 2011; SDB, 2017).
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Dentre essas substancias que apresentam acgdo antidiabética, os flavonoides presentes
nas plantas como metabdlitos secundarios desempenham atividades de protecdo contra
agentes oxidantes, pigmentacdo de frutos e flores e regulacdo do crescimento vegetal. Apesar
de ndo serem sintetizados na espécie humana, interagem sobre o sistema biol6gico dessa
espécie (LOPES et al, 2010). S&o relativamente estaveis e isso lhes proporciona resisténcia
contra oxidagédo, altas temperaturas e variacdes de acidez (KUMAR; PANDEY, 2013).
Segundo Machado et al (2008), a sua estrutura quimica basica, o flavilium, que é o precursor
inicial de todas as classes de flavonoides, é constituida por 15 carbonos que estdo arranjados
em dois anéis aromaticos (0s benzenos), interligados a uma estrutura heterociclica central (o
pirano). Essa estrutura admite modificagdes quimicas através de hidroxilacdo, metilacdo,
glicosilacdo, hidrogenacdo, malonilacdes e sulfatacdes, que originam novos arranjos
estruturais com diferentes atividades bioldgicas, que resultam em uma grande variedade de
classes de flavonoides, como por exemplo, as que estdo listadas no quadro 2.

Quadro 2 — Principais classes de flavonoides com os seus principais representantes e fontes

Classes Principais representantes Fonte
o Cianidina, delfinidina,
Antocianinas o Frutas, flores
peomidina

Catequinas, epicatequinas, o
o Frutas, chas, lGpulo, nozes,
Flavanas luteoforol, proceanidinas, )
_ agua de coco
theaflavinas

Flavonas Hesperidina, naringerina Frutas citricas

B Quercetinas, rutinas,
Flavonois o B Frutas, folhas
micertinas, camferois

Isoflavonoides Daidzeina, genisteina Legumes (s0ja)

Fonte: Adaptado de Lazary 2010

Tanto dos arranjos estruturais dos flavonoides como da combinagéo entre a estrutura
quimica deles com a de outras substancias, como por exemplo, o0s terpenos, sdo determinados
0 papel desempenhado nas plantas pelos flavonoides e o seu potencial medicinal, quando
presente. Muitas acOes terapéuticas dos flavonoides ja foram descritas partindo de

experimentos laboratoriais, principalmente com roedores (Quadro 3). Em humanos, os relatos
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literarios sdo tidos por muitos especialistas como inconclusivos, devido, dentre outros, da néo

confirmacéo epidemiol6gica da correlacdo entre o consumo de flavonoides com os beneficios
a salde (RODRIGUES et al, 2015).
Quadro 3 — Acdes terapéuticas de alguns flavonoides

Flavonoide

Acado terapéutica

Fonte

Quercetina e
Caempeferol

(associados)

Potencial anti-inflamatério pelo
envolvimento na proliferacdo de
linfocitos T, pela producdo de
citocinas pré-inflamatorias como
as TNF-ae IL-1

Todorova e Trendafolova
(2014)

Quercetinas

Acéo vasodilatadora

Pirie et al (2014);
Sheuder et al (2014)

Isoflavonoides

Potencializacdo da agdo de
enzimas que revisam o0 DNA
(polimerase); inibicdo da

promocéo de tumores

Yang et al (2013); Yan et al
(2014)

Isoflavonoide

(Daidzeina)

Protecdo e regeneracdo de

antioxidantes primarios (acido
ascorbico, tocoferol e -caroteno);
inibicdo das reacOes oxidativas
deletérias aos tecidos; inibicdo de
enzimas envolvidas na

carcinogénese

Brewer et al (2014); Ma
(2014); Pan et al (2013);
Pericleous et al (2014)

Isoflavonas (aquelas
consideradas
fitoestrdgenos)

Efeitos benéficos nos distlrbios

de p6s menopausa

Pericleous et al (2014)

Isoflavonas

Reducdo da lipogénese e

aumento da lipolise

Torrezan et al (2008)

Antocianidinas

Aumento da secrecdo de insulina;
diminuicio da apoptose e
promogdo da proliferagdo das
células beta pancreaticas;

regulacéo do metabolismo

Babu et al (2013)
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hepatico da glicose; reducdo da

resisténcia tecidual a insulina

2.7 REAC}AO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL UTILIZADA NA
INVESTIGACAO MOLECULAR DOS EFEITOS DE PLANTAS MEDICINAIS

Pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase, comumente conhecida como PCR
(do inglés, Polymerase Chain Reaction), ocorre, in vitro, a deteccdo e a amplificagdo de uma
sequéncia alvo presente nos acidos nucleicos chamada de amplicon (TYRREL, 1997). Essa
técnica é realizada por meio de um equipamento chamado de Termociclador que, pela sua
variacdo interna de temperatura, viabiliza a desnaturacdo da fita dupla de DNA, seguida da
selecdo de fragmentos especificos e posterior amplificacdo desses fragmentos, pela sua
restauracdo a fita dupla. O amplicon € determinado pela presenca de sequéncias iniciadoras do
processo de sintese, os primers, sendo um o primer forward e o outro, o reverse. Os primers
sdo oligonucleotideos de DNA de fita simples, que se acoplam complementarmente a uma
regido especifica do DNA molde quando ja desnaturado, delimitando-a e amplificando-a, pela
acdo da enzima polimerase termoestavel Taq (abreviacdo derivada de Thermus aquaticus,
uma bactéria isolada de fontes termais) que acrescenta a regido, nucleotideos complementares
a fita simples em uma extensdo compreendida entre os primers forward e reverse. Dessa
forma, a regido amplificada torna-se progressivamente mais abundante que o DNA inicial,
possibilitando sua posterior utilizacdo atraves de sequenciamento, genotipagem ou clonagem
(SANTOS et al, 2014). Ha que se considerar que, tanto a ligacdo do par de primers na fita
molde simples quanto a amplificacdo da regido delimitada por esse par de primers sdo regidas
pelo principio da complementariedade nucleotidica, sendo as bases adenina-timina ligadas
entre si por duas pontes de hidrogénio e citosina-guanina, ligadas por trés pontes de
hidrogénio, o que torna essa ligacdo mais forte que aquela (GIBAS et al, 2001). Apds a
obtencdo do amplicon, sua visualizagdo ocorre por meio de outra técnica, a eletroforese, por
onde se avalia a quantidade e o tamanho do produto alvo, através da sua comparacdo com o
tamanho de uma sequéncia-padrdo de concentracdo pré-determinada. Por isso se diz que a
PCR é uma técnica que resulta em analise do tipo qualitativa e semi-quantitativa, ja que a
quantidade de pares de bases observada ap6s a amplificacdo pode ser comparada visualmente
com um marcador com quantidade conhecida e a partir disso, se inferir a quantidade
aproximada de DNA presente apds a amplificacdo por comparacdo da luminescéncia das duas

amostras. Contudo, por ser a eletroforese uma analise que ocorre somente apds o término da
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reacdo de PCR, torna-se imprecisa a determinagdo da quantidade inicial de &cido nucleico
(YUNG-SHARP; KUMAR, 1989).

A quantidade de transcrito de um determinado alvo pode ser quantificada
indiretamente a partir de amostras de RNA, sendo necessaria nesse caso, a transcrigao reversa,
que resulta no DNA complementar (cDNA) pela acdo da enzima transcriptase reversa; o PCR
com a utilizacdo deste tipo DNA molde é denominado RT-PCR (do inglés Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction, ou amplificacdo em cadeia da polimerase da
transcricdo reversa) e a analise desse produto ocorre por PCR em tempo real (VALASEK;
REPA, 2005).

2.7.1 PCR quantitativa em tempo real

Do desdobramento evolutivo da PCR foi criada a PCR quantitativa em tempo real
(gQPCR), que permite o monitoramento em tempo real da amplificacdo dos &cidos nucleicos,
sendo isso conseguido pela presenca de compostos quimicos, que emitem fluorescéncia de
maneira diretamente proporcional a quantidade do produto amplificado. Destarte, ao final da
reacdo, diferente da PCR convencional, ndo se faz necessario o pds-processamento do
material amplificado para avaliar o resultado, aumentando a rapidez de sua obtengdo. Outra
diferenca esta no tipo do Termociclador, que na gPCR em tempo real possui um sistema 6tico
que capta a fluorescéncia emitida no processo de amplificacdo; o aparelho é conectado a um
computador contendo um software especifico para a leitura e analise das informacdes
emitidas durante a reagdo (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004). Por meio dessa técnica pode-se
determinar indiretamente a quantidade de RNA, que resulta em saber o quanto um gene esta
sendo expresso (ou inibido), possibilitando a investigagdo molecular dos mecanismos
fisiopatoldgicos, o desenvolvimento de respostas terapéuticas, dentre outros (VALASEK;
REPA, 2005).

Os compostos quimicos fluorescentes que possibilitam a deteccdo do produto
amplificado estdo divididos em duas categorias, conforme sua forma de acdo, sendo estes 1)
corantes intercalares, que se ligam a fita dupla de DNA recém amplificada e 2) sondas de
sequéncia especifica, que € homologa a regido da sequéncia a ser amplificada definida por
primers (KUBISTA et al, 2006; HIGUCHI et al, 1993). O sinal de fluorescéncia
logaritimizado est4 relacionado com a quantidade inicial de RNA, sendo a partir disso,
estabelecida a linha do threshold, que é determinada dentro da faixa onde a deteccdo de
fluorescéncia cresce de maneira exponencialmente constante, ou seja, acompanhando a
amplificacdo do produto alvo (LOBO; LOBO, 2014).
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Segundo VALASEK e REPA (2005) reacdo de gRT-PCR esté dividida nas fases: fase
exponencial, fase de crescimento linear e fase estacionaria.

v Fase exponencial: onde ocorre a deteccdo das amplificacdes, sendo determinado o
limiar de detecgéo (Threshold).

v' Fase de crescimento linear: diminuicdo da eficiéncia, com menor disponibilidade de
reagentes, devido ao seu consumo durante as amplificacGes.

v Fase estacionaria: devido ao esgotamento dos reagentes, ocorre a estagnacdo da
reacao.

Outros conceitos importantes, inclusive para a interpretacdo dos resultados, se referem
a andlise do gréafico, sendo esses (LOBO; LOBO, 2014):

v’ Baseline: determinada pelos primeiros ciclos, onde ndo ha emissao de fluorescéncia.

v Threshold: E um valor selecionado arbitrariamente pelo software dentro da fase
exponencial de acordo com a baseline.

v'Cycle Threshold (Ct): é o ciclo onde ocorre 0 cruzamento entre a curva de
amplificacdo e a linha do Threshold, ou seja, o ciclo quando a fluorescéncia atinge o valor
determinado pelo Threshold.

A quantificacdo génica pode ocorrer através de dois métodos 1) quantificacdo
absoluta, por curva padréo e 2) quantificacdo relativa, pela comparacdo do Ct (HIGUCHI et
al, 1993).

Pela quantificacdo absoluta se obtém o nimero absoluto de cépias do gene alvo ao se
comparar o resultado com uma curva padrdo contendo valores predeterminados, podendo ser
atil na investigacdo, por exemplo, da carga viral, onde é necessario o nimero absoluto de
amplicons. Na quantificagdo relativa, o resultado se d& ao comparar a expressdo génica, de um
grupo exposto a um tratamento com outro grupo ndo exposto (grupo controle). E usada nas
situacOes nas quais é desnecessario determinar o nimero absoluto de amplicons, por exemplo,
ao se dizer que um determinado tratamento estimulou (ou inibiu) 2,5 vezes a expressdo de um
gene pode ser suficientemente tdo relevante quanto dizer que houve aumento (ou diminuicao)
da expressao génica de 1000 para 2500 copias por células (ZARLENGA; HIGGINS, 2001).

A comparacdo entre a expressao génica do tratamento e controle deve ser antecedida
de normalizacdo que é feita por um gene enddgeno, também chamado de normalizador ou
housekeeping ou gene de referéncia. O gene enddgeno codifica proteinas estruturais da célula
(gene constitutivo) sendo o gene da proteina B-actina, que constitui o citoesqueleto, um

exemplo desse tipo de gene. Utilizado como controle interno, serve para corrigir as diferencas
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na quantidade inicial de RNA decorrentes de diferencas minimas na quantidade de tecido
inicial e/ou eficiéncia da transcricdo reversa entre as amostras. Esta normalizacdo € obtida
pela comparacdo dos resultados da expressdao do gene de interesse com a do gene enddgeno e
isso é viavel porque, ante ao tratamento para investigar a expressao do gene de interesse, 0
endogeno ndo sofre variacdo significativa a nivel transcricional, ou seja, sua expressao
permanece estavel (CZECHOWSKI et al, 2005; PAOLACCI et al, 2009). Contudo, antes que
seja feita a normalizacdo da sequéncia alvo, o tanto o gene alvo quanto o controle enddgeno
devem passar por processo de validacdo que avalia sua estabilidade de amplificacédo
(GUTIERREZ et al, 2008) pela construcdo de uma curva de padrdo utilizando diferentes
concentracGes, onde é avaliada a linearidade e a inclinacdo da reta (APPLIED
BIOSYSTEMS, 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho esta inserido em uma pesquisa intitulada Desenvolvimento
Nanobiotecnolégico e Estudos Fitoquimicos com Espécies Vegetais, aprovada pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA) — Unifap sob o protocolo n° 002A22012.

3.1 COLETA DO MATERIAL PARA ANALISE

Os tecidos utilizados para analise foram retirados de ratos, machos, pesando entre 300-
350g, aclimatados no Laboratério de Pesquisa em Farmacos da Universidade Federal do
Amapa, onde se conduziu o experimento. Do inicio ao fim do tratamento dos animais foram
registradas informacdes quanto ao peso corpdreo, ingestdo alimentar e hidrica.

Para a indugdo ao diabetes experimental, os animais receberam aplicacdo
intraperitoneal de aloxano (65 mg/kg), tendo sido esse procedimento repetido apds 3 dias.
Apos a inducdo do diabetes experimental foram incluidos no experimento os animais que
apresentaram o valor da glicemia > 250 mg/dl™. Assim, os animais diabéticos foram
aleatoriamente subdivididos em trés subgrupos, a saber:

e Rato diabético ndo tratado a com nanodispersdo de fracdo flavonoidica de B.

reticularia (n = 6): grupo controle do experimento.

e Rato diabético tratado com nanodispersdo de uma fragdo flavonoidica de B.
reticularia (n = 5): o tratamento com a nanodispersdo flavonoidica de B.
reticularia

e Rato diabético tratado com veiculo da nanodispersdo de uma fracao flavonoidica
de B. reticularia (n = 6)

Para a analise molecular foram retiradas, por animal, trés amostras de figado e de

pancreas, € uma de cada rim, imediatamente ap0s a eutanasia dos animais. Os tecidos, de até
50 mg, foram imediatamente imersos em 1ml de RNALater da Ambion® e estocados a -20°C

até o processamento.
3.2 ENSAIOS COM ACIDOS NUCLEICOS

3.2.1 Extracdo de RNA

A extragdo de RNA foi realizada com base no método de Trizol, da Invitrogen®,
seguindo as instrucdes do fabricante. O material, previamente conservado em RNALater
(Ambion™), foi adicionado em 1ml de Trizol e entdo macerado com pistilos estéreis. Apds

incubacdo em temperatura ambiente por 5 minutos foi adicionado 200ul de cloroférmio a
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amostra seguida de agitacdo manual por 15 segundos, sendo novamente incubado por 2,5
minutos em temperatura ambiente, foi centrifugado a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C, o que
resultou na separacao das fases, ficando na regido superior do tubo a fase aquosa contendo
RNA; DNA e proteinas na interfase e na regido inferior do tubo, a fase organica contendo
lipideos e fenol/cloroférmio.

A fase aquosa foi recuperada para um novo tubo no qual foi adicionado 500ul de
Isopropanol a 100%, agitado por vértex e mantido por 10 minutos em temperatura ambiente.
A solucdo foi conduzida a nova centrifugacdo a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C e ao final foi
desprezado o sobrenadante ficando apenas o pellet de RNA.

O pellet de RNA foi lavado com 1ml de Etanol a 75% a -20°C e, ap6s uma breve
agitacdo por meio do vortex, foi centrifugado a 7.500 x g, por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi desprezado e por 5 minutos o tubo foi mantido aberto em temperatura
ambiente para evaporacdo dos residuos de etanol. O pellet de RNA foi ressuspenso em 30pl
de &gua para injecdo e entdo armazenado por no maximo 30 dias a -20°C até a sua transcricdo

reversa para sintese de DNA complementar.

3.2.2 Sintese de DNA complementar — Transcricdo Reversa (do inglés Reverse
Transcription, RT)

A partir do RNA total extraido das amostras foi realizada a sua transcricdo reversa
(RT) com a enzima Transcriptase Reversa MMulv (Applied Biosystem®), resultando na
sintese do DNA complementar (cDNA). Para testar a eficiéncia na transcricdo reversa das
amostras foi produzido o controle negativo (RT"), para o qual todo procedimento padréo foi
realizado sem a adicdo da enzima Transcriptase Reversa.

Para a RT foram utilizados os reagentes da Invitrogen®. Cada amostra foi preparada
com 1ul de Random Primer Hexamero a 0,2 pg/pL, 1pl de dNTPs a 20 uM de cada
nucleotideo (solucdo contendo os quatro desoxinucleotideos dATP, dTTP, dGTP e dCTP) e
6ul de agua para injecdo e 2ul de RNA. Apos a incubagdo por 5 min a 65°C no Termociclador
modelo LifeECO da BIOER® Technology, o material foi imediatamente resfriado em 0°C.

Em seguida, houve a adicdo de 2ul de Buffer 10X, 1ul da enzima Transcriptase
Reversa 7ul de &gua para injecdo em apenas um dos microtubos, diferente do RT", que
recebeu 2ul de tampéo Buffer 10X BioLabs® e 8ul de gua para injecdo, totalizando o volume
final com 20ul, em cada microtubo. A amostra foi novamente para o Termociclador sendo

processado com a programacdo em 25°C a 5 minutos, 42°C a 60 minutos e 65°C a 20 minutos.
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Por fim foi conservado a -20°C até o processamento pela Técnica de Reacdo em Cadeia da

Polimerase em Tempo Real.

3.2.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real (do inglés, Real
Time Quantitative Polymerase Chain Reaction, RT-gPCR)

A quantificagdo relativa do cDNA foi realizada pela técnica RT-gPCR com o
equipamento Real Time PCR System 7500 (Applied Biosystems), usando-se como sistema de
deteccéo da fluorescéncia o Power SYBR Green 2x, da Applied Biosystems, em 45 ciclos.

As reacdes foram realizadas em placas de 96 pocos, tendo em cada po¢o o volume
final de 25ul, resultado de 12,5ul de Sybr Green, primer dos genes alvo, sendo 1,0ul do
forward e 1,0ul do reverse, ambos a 10nM, 5,5ul de agua para injecdo e 5,0ul de cDNA
diluido 10X. Exceto a agua para injecdo, os reagentes utilizados foram da Applied
Biosystem®.

Como alvos, foram selecionadas enzimas-chaves do metabolismo de glicose que
pudessem de alguma forma, interferir nos niveis glicémicos por meio de alteracbes na
expressao génica. A analise das amostras de figado se restringiu as enzimas Fosfoenolpiruvato
Carboxiquinase-1 (PEPCK-I), Frutose-1,6-bifosfatase-1 (FBP-I) e Glicose-6-fosfatase (G-6-
Pase). No pancreas foi analisada a expressdo do gene da Insulina (Ins), tanto da insulina-1
quanto da insulina-2 e no rim, do gene Slc5a2 referente ao cotransportador de sodio/glicose
SGLT2.

3.3 TECNICA DE REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL

3.3.1 Desenho de primers

Para essas analises, foram desenhados primers, forward e reverse, (Quadro 4) pelo
programa CLC Genomics Workbenck® (versdo 3.6.5), alinhando as sequéncias do genoma
com as sequéncias especificas de RNA mensageiro (MRNA) de cada alvo, ambas exportadas
do banco de dados do GenBank. Apds o “pareamento” entre o genoma e a sequéncia do
MRNA especifica, foram feitas as marcacdes dos éxons de cada gene alvo. A partir disso,
foram selecionadas regides para a producdo do primer. Os critérios utilizados para essa
escolha foram, sempre que possivel, regides de juncdes entre dois éxons, de forma a se evitar
a amplificacdo inespecifica a partir de contaminagfes por DNA genémico residual nas
amostras, e, quando possivel, incluindo regides que possibilitassem corte por meio de enzima
de restri¢do. Outros parametros como primers que gerassem amplicons com tamanho de 100 a

200 pares de base, temperatura de dissociacdo proxima ao intervalo de 55°C a 60°C e
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porcentagem de pares de bases GC com o minimo de 40% e o maximo de 60%. O gene da
proteina beta-actina foi utilizado como normalizador dos resultados. O primer especifico para

esse gene foi descrito por Silvares (2016).

Quadro 4 — Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores utilizados para cada enzima alvo,
com a temperatura de Melting tedrica, temperatura de associacdo usada para cada par e codigo
de acesso GenBank da sequéncia utilizada para o desenho do iniciador.

Nome do Gene (Sigla) Sequéncia (5°- 37) Temperat. GenBank
Melting
Gene normalizador (F) CCACCCGCGAGTACAACCTTCTT 55°C
beta-actina (Bact) (R) GAAGCCGGCCTTGCACATGCC 55°C .
Fosfoenolpiruvato (F) CATTATTGACCCCGCCTG 57,09°C
carboxiquinase 1 NM_198780.3
(R) TGACCTTGCCCTTATGCT 56,83°C
(PEPCK1)
Frutose-1,6-bifosfatase | (F) AATGAGCCTTCGGAGAAA 54,61°C
NM_012558.3
(FBP1) (R) CCACCAAAATGAATTCTCCA 55,84°C
Glicose-6-fosfatase (F) AGGAAAGAATGAACGTGC 55,62°C
NM_013098.2
(G6Pase) (R) CTGTCCAAAAAGAATCCACT 55,21°C
(F) GCAAGCAGGTCATTGTTC 56,27°C NM_019129.3 —
Insulina Ins1
(Ins) (R) GTTTGACAAAAGCCTGGG 56,92°C NM_019130.2 —
Ins2
Cotransportador de (F) TTGTTGTGAAGCTCATGC 56,39°C
sodio/glicose NM_022590.2
(R) CTGCCACAATGAACACCA 56,36°C
(Slc5a2)

3.3.2 Curva padrao

O teste de eficiéncia dos primers foi feito por meio de uma curva padréo, a partir de
cinco dilui¢Bes 1:5 de cDNA de figado e pancreas de rato, e diluicdes 1:3 de cDNA de rim de
rato. Todas as diluicdes foram testadas em triplicata, considerando-se curvas aceitaveis
aquelas com coeficiente de determinagdo (R%) maior ou igual a 0,99 para curva com triplicatas
de amostras em 5 diluicdes diferentes e com valores de eficiéncia aceitaveis aqueles
compreendidos no intervalo entre 90% a 110%, a partir da avaliacdo da inclinacdo e da
linearidade da curva. A diferenca entre os valores de eficiéncia entre o gene alvo e gene

normalizador também n&o pode ficar acima de 5% para as duas curvas.
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A amplificagdo das dilui¢bes foi realizada em reagdo com 12,5ul de SYBR Green
(Applied Biosystems); 1ul de primer forward e 1ul do reverse (10uM cada um); 5,5ul de
agua de injecéo e 5ul de cDNA diluido 1:5 em triplicata. A reacdo ocorreu no Termociclador
com ativacdo da enzima em 50°C por 5 minutos, seguida de desnaturacéo inicial a 95°C por
10 minutos. Foram realizados 45 ciclos de amplificacdo, constituidos de desnaturacdo a 95°C
por 15 segundos, associagdo de primers em temperatura especifica para cada par de primer
por 15 segundos e extensdo a 60°C durante 60 segundos. Para confirmar a especificidade do

produto da PCR houve a andlise da curva de dissociacdo (curva de Melting).

3.3.3 Quantificacdo relativa do mMRNA

A linha de Threshold, estabelecida dentro da faixa onde a fluorescéncia emitida é
detectada pelo equipamento com crescimento exponencial entre as diferentes amostras, foi
estabelecido e o ciclo no valor do Threshold (C:) foi determinado para todas as amostras
individualmente, permitindo a correcdo das falhas técnicas entre as amostras através do
calculo da diferenca entre os Cis do gene-alvo e do normalizador (ACt). Com 0s resultados
normalizados (ACt), tanto do grupo controle quanto do tratado foi calculada a diferenca entre
ACt dos animais tratados e o ACt dos animais ndo tratados, resultando no Delta Delta Ct
(AACt = ACttratado - ACtcontrole). Com o AACt foi possivel quantificar relativamente a expressao
do gene alvo entre amostras de diferentes tratamentos, utilizando-o na equagdo 244¢
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média e desvio padrao da média. As comparacGes
entre os resultados foram submetidas a teste t de Student entre a média dos valores das
amostras tratadas e ndo tratadas, e foi considerado e o nivel de significancia p<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DESENHO DOS PRIMERS

Exceto o normalizador beta-actina, os primers para a investigacao dos alvos PEPCK1,
FBP1, G6Pase, Insulina e SGLT2 foram desenhados especificamente para esta pesquisa.
Dessa forma, a escolha das opgdes de primers oferecidas pelo programa CLC Workbench se
baseou nagueles que foram desenhados em regides compreendidas entre dois éxons, para
evitar a amplificacdo de produto proveniente de contaminagdo por DNA gendmico e/ou nos
que determinassem amplicons que possibilitassem cortes por enzimas de restricdo. Assim, as
especificacOes de cada primer estdo descritas no quadro 5, seguido das ilustragdes do desenho

de cada primer (Figura 2).

Quadro 5 - Especificidades de cada primer escolhidas na etapa de desenho dos primers

Primer Amplicon Juncéo de Exons | Enzima de Restricdo | Representacio

PEPCK1F - _

182pb PsTI Figura 2A
PEPCKI1R Sim
FBP1F

157pb - PsTI e EcoRlI Figura 2B
FBP1R
G6PaseF - )

242pb i BamHlI e Sall Figura 3C
G6PaseR Sim
InsulinaF Sim .

104pb - Figura 2D
InsulinaR -
SGLT2F )

201pb - EcoRV Figura 2E
SGLT2R
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Figura 2 — Desenhos dos primers para amplificacdo das enzimas PEPCK-I, FBP-I e G6Pase,
do horménio insulina e do cotransportador renal SGLT2, demonstrando os éxons do mRNA
(verde), a regido de cada primer (cinza) e dentro dela, a sequéncia especifica do primer
(vermelho), e ainda as enzimas de restrigdo e seus respectivos pontos de corte. (A) primers da
PEPCKZ1; (B) primers da FBP1; (C) primers da G6Pase; (D) primers da Insulina e (E)
primers do SGLT2.

A

PEPCK |

GCTGGCAGCATGGGGTGTTTGTAGGAGCTGCCATGAGATCAGAGGCCACCGCTGCTGC. GCATAAGGGCAAGGTCATCATGCACGACCCCTT
CGACCGUCGUACCCCACAAACAUCCUCGACGGUACUCUAGUCUCCGGUGGCGACGACGUC GUACGUGCUGGGGAAG

Rev primer Reverse primer region

PEPCK |

B

Forward primer region Fwd primer
B — . . .
I I |
_— AACCATCTTTGGCATTTACAGAAAGACATCTOLT ATGCTCTGCAGCCAGGCAGGAACCTOOTOOCAGCAGSC TATGCACTE TATGOCAGCGCCAL

UGGUAGAAACCGUAAAUGUCUUUCUGUAGACGAUUACUCGGAAGCCUCUUUCUACGAGACGUCGEUCCEUCCUUGGACCACCEUCEUCCEAUACGUGAGAUACCEUCGCGGUS

] ]

| I |
CATGTTGGTCCTGGCCATGAATTETGGCGTCAACTGCTTCATGL TGGACCCGTCCAT TGGAGRATTCATTTTGGTGE
GUACAACCAGGACCGGUACUUAACACCOCAGUUGACGAAGUACGACCUGEECAGGY

FBPI
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CCACGACTTTGGGATCCAGTCGACTCGCTACCTCCAAGTGAATTACGAAGACTCCCAGGACTGGTTTGTCTTGGTGTCTGTGATCGCTGACCTCAGGAACG
UACCUCCUUUCUUACUUGCACGAGGUGCUGAAACCCUA A ACUUAA UGAGGGUCCUGACCAAACAGAACCACAGACACUAGCGACUGGAGUCCUUGE

GGAAGAUACAGGAGAAAGGGUAGACCAAGGUGUAAGUUCUCUGACACCCGUAGUUAGAGGAGACCCACCGUCACCAACCUCUGACCAAGUUGGAGCAGAAAY

Reversa peimer region’
Rev primer

Exon Exon
\ ;L

o CAACATGGCCCTGTGGATGCGCTTCCTGCCCCTGCTGGCCCTGCTCGTCCTCTGGG
nsulin ]
) . AGCCCAAGCCT GCACCTTTGTGGT
nsulin

UCGGGUUCGGAC CGUGGAAACACCA

|Fwd primer

_(Forward primer region

saT2 CAATGGTCTGCGTGGACTCATGCTGGCAGTCATGCTGGCCGCCCTCATGTCTTCTCTAGCGTCCATCTTTAACAGCAGCAGCACACTCTTCAC
CGAACAACACUUCGAGUACGGGUUACCAGACGCACCUGAGUACGACCGUCAGUACGACCGGCGGGAGUACAGAAGAGAUCGCAGGUAGAAAUUGUCGUCGUCGUGUGAGAAGUG
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4.2 VALIDAQAO DOS PRIMERS

O processo de validagdo dos primers foi realizado por experimentos de curva padréo,
pela qual se avaliou a eficiéncia de amplificacdo deles. Foram seguidas as recomendacdes da
Life Technologies®, fabricante do equipamento utilizado para o processamento das amostras,
que determina o valor de R2> 99,0 e de eficiéncia o intervalo entre 90 a 110%. Esse processo
resultou em trés graficos: 1) grafico da curva padrdo, 2) plot de amplificacdo e 3) grafico da
Curva de Melting.

O primer da beta-actina (gene normalizador) foi o primeiro a ser validado utilizando
RNA extraido a partir de figado de rato. Assim, o grafico da curva padrdo desse primer
apresentou o valor de R? igual a 99,6 e de eficiéncia 95% (Figura 3A), ou seja, aceitaveis
segundo a referéncia do fabricante.

No plot de amplificacdo se observou os valores do ciclo onde ocorreu a deteccédo da
fluorescéncia, o que possibilitou avaliar a constancia espacial entre as diluicdes e entre as
triplicatas de cada diluigdo, ambos resultantes da eficiéncia no preparo das dilui¢des (Figura
3B).

Pelo grafico da curva de Melting foi avaliada a especificidade do produto, sendo que a

presenca de um unico pico demonstrou a amplificacdo de um produto Unico (Figura 3C).

Figura 3 — (A) Curva padrdao de amplificacGes por PCR em tempo real do primer do gene da
beta-actina, em 5 concentracGes diferentes (diluicdo seriada de 1:5 com cDNA de figado) de
cDNA obtido a partir de transcricdo reversa de mMRNA extraido de figado de ratos. (B) Plot de
amplificacdo demonstrando a constancia espacial entre as trés repeticdes técnicas e entre as
cinco diluicdes. (C) Grafico da curva de Melting com pico Unico indicando a amplificacdo de
um produto especifico.
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Melt Curve

Derivative Reporter (-Rn)

A partir da validacdo do primer da beta-actina, a mesma metodologia foi utilizada para

todos os primers, conforme o0s seus tecidos alvos, sendo estes figado ou pancreas ou rim. Os

resultados obtidos da curva padréo desses primers foram entdo comparados com os da beta-

actina, para se avaliar a linearidade e a inclina¢do da curva da beta-actina com a de cada

primer alvo. A partir disso, esses primers foram tidos como aceitaveis ou néo, dependendo da

aproximacéo ou do afastamento dos valores de R? e eficiéncia, que estdo elencados na Tabela

1, seguida dos graficos de Curva Padrdo (Figura 4), Plot de Amplificacdo (Figura 5) e Curva

de Melting (Figura 6) de cada primer.

Tabela 1 — Valores de R? e Eficiéncia dos primers obtidos pela curva padrdo de cada primer

conforme seu tecido-alvo.

Tecido Primer R? Eficiéncia (%)
PEPCK-I 99,0 90,2
Figado FBP-I 99,9 90,2
G6Pase 99,2 102,1
Pancreas Insulina 99,9 91,8
Rim SGLT2 99,2 90,2




52

Figura 4 — Curvas Padrdo de amplificagdes por PCR em tempo real utilizando-se os primers
dos genes (A) PEPCK-I, (B) FBP-I, (C) G6Pase, (D) Insulina e (E) SGLT2, a partir de cinco
concentracOes diferentes de cDNA (diluicBes seriadas de 1:5 com cDNA de figado e
pancreas; e 1:3 com cDNA de rim) obtido por transcrigdo reversa de mRNA extraido de
figado (A, B e C), pancreas (D) ou rim (E) de rato (Rattus norvegicus), demonstrando 0s
valores de R? e eficiéncia.
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Figura 5 — Plot de amplificac&o dos primers dos genes (A) PEPCK-I, (B) FBP-I, (C) G6Pase,
(D) Insulina e (E) SGLT2, a partir de cinco concentracBes diferentes de cDNA (diluicdes
seriadas de 1:5 com cDNA de figado e pancreas; e 1:3 com cDNA de rim) obtido por
transcricdo reversa de mRNA extraido de figado (A, B e C), pancreas (D) ou rim (E) de rato
(Rattus norvegicus), demonstrando a constancia espacial entre as réplicas técnicas e as cinco
diferentes diluices.
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Figura 6 — Curva de Melting dos amplicons dos genes (A) PEPCK1, (B) FBP1, (C) G6Pase,
(D) Insulina e (E) SGLT2, a partir de cinco concentracBes diferentes de cDNA (diluicdes
seriadas de 1:5 com cDNA de figado e pancreas; e 1:3 com cDNA de rim) obtido por
transcricdo reversa de mRNA extraido de figado (A, B e C), pancreas (D) ou rim (E) de rato

(Rattus norvegicus), demonstrando pico Unico indicativo de amplificacdo de produto
especifico.
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4.3 QUANTIFICACAO RELATIVA DA EXPRESSAO GENICA

4.3.1 Analise de mRNA de figado

A acdo antidiabética dos flavonoides, sua caracterizacdo, melhor biodisponibilidade,
dentre outros tém sido largamente pesquisados e os resultados séo promissores. Por exemplo,
na regulacdo do metabolismo da glicose ja foram identificados muitos alvos como as enzimas
glicoquinase (GCK), glicose-6-fosfatase (G6Pase), frutose-1,6-bifosfatase (FBP-1),
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), glicogénio fosforilase (GP). Dentre 0s
flavonoides que exercem agédo sobre as enzimas cita-se:

e A naringina e a hesperidina que inibiram a expressdo génica da PEPCK1 em
ratos diabéticos (JUNG et al, 2006).

e A rutina quando administrada oralmente por 45 dias em ratos diabéticos
diminuiu a glicemia pela inibicdo da FBP1 e G6Pase (PRINCE;
KAMALAKKANNAN, 2006).

e A quercetina e antocianidinas inibiram de maneira significativa a GP
(JAKOBS et al, 2006);

e A EGGG (Epigalocatequina galato) diminuiu a expressao da PEPCK1
mediada por PI3K e estimulou a expressdo da glicoquinase em ratos diabéticos
(ANTON et al, 2007; WOLFRAM et al, 2006).

Uma pesquisa realizada por Henriques (2017) avaliou por PCR em tempo real a
expressao génica das enzimas PEPCK1 e G6Pase, utilizando camundongos com diabetes
induzida por estreptozotocina tratados durante 14 dias com o extrato bruto de Bauhinia
holophyla na dose de 400 mg/kg. Como resultado obteve a diminui¢do da expressdo génica
dessas enzimas em comparagdo ao grupo de diabéticos tratados com salina.

A enzima G6Pase esta envolvida no processo de glicélise, bem como no processo de
gliconeogénese e nesse, junto com as enzimas PEPCK1 e FPB1 sdo reguladores chave. A
expressao e as atividades dessas enzimas séo reguladas pelo glucagon, o qual tem suas acgoes
inibidas pela insulina. Contudo em pessoas com resisténcia a insulina ou diabetes, nas quais a
acdo da insulina estd diminuida, a inibicdo da producdo de glicose enddgena fica
comprometida, resultando na permanéncia da atividade destas (dentre outras) enzimas, que
contribuem para 0 aumento da glicemia sérica, tanto no jejum quanto no estado p6s prandial,
dificultando ainda mais o seu retorno a normalidade e isso é o que justifica a busca por

agentes terapéuticos inibidores dessas enzimas ou que ativem seus inibidores no organismo,
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como a proteina quinase ativada por AMP (AMPK) que é o provavel alvo terapéutico da
metformina (ANTUNES; BAZOTTE, 2015; TILG; MOSCHEN, 2008; WU et al, 2004).
Realizamos a comparacéo entre os valores de média e de desvio padrdo entre o grupo
diabético ndo tratado (DNT) e o diabético tratado (DT), os quais estdo apresentados na figura
7, obtidos na andlise das amostras de figado, utilizando os primers especificos para as
enzimas PEPCK1, G6Pase e FBP1, demonstrando que o desvio da média foi grande mesmo
com a retirada dos outliers, que sdo agquelas amplificacdes nas quais o valor do threshold foi
desigual ao seu grupo de réplicas técnicas. Ndo houve diferenca significativa (p>0,05) na
expressdo génica dessas enzimas nesses dois grupos. Assim, sugerimos aumentar o nimero de
réplicas bioldgicas para um estudo mais aprofundado, visto que o grande desvio pode ser
reflexo das variacbes fisiologicas entre os animais dentro de cada tratamento, o0 que
dificultaria a observacéo de diferencas significativas entre os tratamentos.
Figura 7 — Gréafico da quantificacdo relativa (log2RQ) em funcdo do grupo diabético ndo
tratado (DNT, com N = 6) e do diabético tratado (DT, com N = 5), determinando o valor da
média (barra) e do desvio padrdo (linha), a partir do processamento de amostras de figado

para avaliar a expressdo génica das enzimas fosfoenolpiruvato carboxiquinase 1 (PEPCK1),
Glicose-6-fosfatase (G6Pase) e frutose-1,6-bifosfatase (FBP1).
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4.3.2 Analise de MRNA de pancreas

A insulina medeia a inibicdo das vias metabolicas de degradacdo do glicogénio e de
sintese de glicose endogena, ativadas pelo horménio glucagon. Em condicGes de resisténcia
insulinica, o tecido muscular tem diminuido a captacéo, a utilizacdo e o armazenamento de
glicose. O tecido hepético tem aumentado a producdo excessiva de glicose hepatica,
contribuindo para a hiperglicemia nos periodos pds prandial e jejum (BASU et al, 2013;
CHUNG et al, 2014).

O controle inicial da resisténcia insulinica ou do diabetes abarca uma mudanca no
estilo de vida, como a adogdo de dieta saudavel e exercicios fisicos regulares. Mas em muitos
casos a reducéo da hiperglicemia ocorre por meio de terapias medicamentosas, dentre as quais
estdo as classes de sensibilizadores e de secretagogos (FERREIRA; CAMPOS, 2014).

Tratamento opcional tem sido buscado por meio de produtos nutracéuticos, que
combinam nutrientes e farmacos definindo-se como “qualquer suplemento ndo téxico de
extrato de alimentos que tenha beneficios de saude cientificamente comprovados para o
tratamento e a prevengédo de doenga”; a exemplo desses tém-se os flavonoides (WILLIAMS;
GRAYER, 2004) que variam em numero nas plantas, a depender da espécie, do 6rgdo, fase
de desenvolvimento e condi¢Ges ambientais (DEBEAUJON et al, 2001), e nos alimentos
conforme o preparo e processamento (EWALD et al, 1999).

Uma revisdo de literatura realizada por Valle (2016) analisou o efeito dos flavonoides
na resposta glicémica e insulinémica, a partir de 29 artigos com o tema flavonoides e absorcao
de carboidratos, sendo que desses, sete foram realizados em humanos (saudaveis e diabéticos
tipo 2) e os demais em ratos (normais/hiperglicémicos ou diabéticos induzido ou por drogas
ou pelo consumo de dieta rica em gordura). Dos diversos efeitos produzidos pelos flavonoides
como resultados encontrados nos 29 artigos, em quatro deles foi descrito o aumento da
secrecdo de insulina e em trés foi relatado a diminuicdo da resisténcia a esse hormonio. A
partir desses e dos outros artigos avaliados, Valle concluiu que os flavonoides influenciam na
biodisponibilidade dos carboidratos e na homeostasia da glicose, seja na forma isolada ou pela
ingestdo de extratos de plantas ou frutas que os contenham, devido aos efeitos
hipoglicemiantes pelo aumento da sensibilidade insulinica e/ou pela inibicdo intestinal da
absorcdo de glicose, tanto em humanos quanto em ratos.

Nagao e colaboradores (2008) avaliaram individuos com diabetes tipo 2 e a partir de

intervencdo oral de uma bebida rica em catequina, um polifenol presente no cha verde,
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verificaram por anélise bioquimica do sangue que houve, dentre outras melhoras, o aumento
dos niveis de insulina desses individuos.

A média e o desvio padrdo do grupo diabético ndo tratado foram comparados com 0s
do grupo diabético tratado com a nanodispersdo de B. reticularia (figura 8) para se avaliar a
expressdo génica da insulina, a partir de amostras de pancreas. O desvio da média foi grande e
ndo houve diferenca significativa (p>0,05) na expressdo do gene da insulina.

Figura 8 — Gréfico da quantificagdo relativa (log.RQ) em funcdo do grupo diabético ndo
tratado (DNT, com N = 6) e do diabético tratado (DT, com N = 5), determinando o valor da
média (barra) e do desvio padrdo (linha), a partir do processamento de amostras de pancreas
para avaliar a expressao génica da insulina (INS).
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4.3.3 Anélise de mRNA do rim

Diminuir a reabsorcdo renal de glicose pela inibicdo do cotransportador de sodio e
glicose SGLT2 é o mecanismo de a¢do dos chamados inibidores do SGLT2, resultando na
diminuicdo do limiar de reabsorcdo, no aumento da excrecéo de glicose e na reducdo de seu
nivel plasmatico, sem causar hipoglicemia (SCHEEN, 2015; CEFALU; RIDDLE, 2015).
Nesse sentindo, sdo desenvolvidas pesquisas com plantas medicinais que, dentre outras vias,
também atuem por esse mecanismo.

Li e colaboradores (2006) realizaram uma pesquisa tratando coelhos e ratos diabéticos
com o flavonoide naringenina, resultando na inibicdo tanto da captacao de glicose no intestino
quanto da sua reabsorcdo no rim. A partir disso, concluiram que o mecanismo de a¢do da
naringenina foi o bloqueio do cotransportador de sddio/glicose SGLT.

Sato e colaboradores (2007) realizaram um estudo com o extrato metandlico de
Sophora flavescens e a partir dos resultados concluiram que houve inibicdo do
cotransportador de sddio/glicose SGLT. Apo6s isolarem nove flavonoides: maackiaina,
pterocarpina, variabilina, formononetina, kurarinona, kushenol, sophoraflavanona e
kuraridina, testaram o potencial inibitorio de todos eles sobre SGLT. Quatro desses
flavonoides (kurarinona, kushenol, sophoraflavanona e kuraridina) inibiram fortemente os
cotransportadores SGLT1 e SGLT2. Também observaram que os flavonoides com grupo
hidroxila tendem a inibir mais fortemente 0 SGLT2 do que o SGLT1. Concluiram a respeito
da necessidade de investigacdo desses flavonoides como opgdo para 0 desenvolvimento de
novos inibidores do cotransportador SGLT2.

O Acer nikoense é uma planta medicinal utilizada no Japdo para tratar disturbios
hepaticos e doencas oculares (NAGAI et al, 1978). Em 2010, Morita et al avaliaram quatro
compostos isolados da casca dessa planta e dezesseis derivados relacionados na atividade
inibitéria de SGLT. Diarrepanoides ciclicos e a acerogenina A e B apresentaram inibicéo
acentuada para ambos SGLT1 e SGLT2. Outros compostos isolados ndo apresentaram
inibicdo suficiente. A partir desses e de outros resultados obtidos nesse estudo, conclui-se a
respeito desses compostos isolados e de seus derivados que a posi¢éo e/ou da presenca de um
grupo hidroxila nas posi¢des C-9 ou C-11, bem como a sua estereoquimica, podem néo estar
relacionadas a inibig&o dos cotransportadores.
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Do resultado da quantificacdo relativa do cotransportador de sodio e glicose SGLT?2
realizada em amostras de rim foi feito a comparacdo da média e do desvio padrdo do grupo
diabético ndo tratado com o grupo diabético tratado (figura 9). O desvio padrdo da media foi
grande e ndo houve diferenca significativa (p>0,05, teste t de Student) na expressao génica do
cotransportador SGLT2, tanto no grupo controle quanto no tratado.

Figura 9 — Grafico da quantificagdo relativa (log2RQ) em funcdo do grupo diabético ndo
tratado (DNT, com N = 6) e do diabético tratado (DT, com N = 5), determinando o valor da

média (barra) e do desvio padrdo (linha), a partir do processamento de amostras de rim para
avaliar a expressdo génica do cotransportador de sodio e glicose (SGLT2).

RQ vs Biological Group

log2 RQ

DT
DNT

Biological Group

S6LT2

4.4 ACAO ANTIDIABETICA DAS PLANTAS

Os efeitos benéficos das frutas e hortalicas ndo se restringem a presenca das vitaminas,
das fibras e dos minerais, mas também de outros compostos dentre 0s quais estdo 0s
flavonoides, amplamente estudados por modular respostas fisiologicas. Exercem, por
exemplo, influéncia na biodisponibilidade dos carboidratos e na homeostasia da glicose,
sendo por isso fontes alternativas ao tratamento de doencas como o diabetes (CAZAROLLI et
al, 2008).

Além das enzimas hepaticas, da insulina e do cotransportador de sodio e glicose,
outras moléculas sdo responsivas aos flavonoides, dentre os quais estdo os transportadores do
tipo GLUT. A acdo dos flavonoides em musculo soleo se da tanto pelo aumento na expressao
génica do GLUT4 (LIU et al, 2006) quanto pela captacdo in vitro de glicose (UEDA et al,
2008); pela ativacdo do GLUT4 via PI3K (LEE et al, 2010); pelo estimulo da expressdo e
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translocacdo do GLUT4 em musculo esquelético (ONG et al, 2011) e em tecido adiposo (WU
et al, 2004).

Outro mecanismo de acdo dos flavonoides que gera efeito hipoglicemiante se
relaciona a inibigdo das enzimas a-glicosidase e a a-amilase, que atuam na degradacdo e na
limitacdo da digestdo dos carboidratos, respectivamente, e isso diminui a absor¢éo da glicose.
Além desse, hé ainda a inibicdo do cotransportador de sddio e glicose SGLT1 presente no
epitélio intestinal. Ou seja, a inibicdo de enzimas e transportadores que possibilitam a quebra
e a absorcdo de glicose sdo formas que limitam sua entrada excessiva no estado pés prandial
(WILLIAMSON, 2013).

Uma pesquisa com uma nanodispersdo de Baccharis reticularia, a partir de um ensaio
de inibicdo da enzima a-amilase, obteve como resultado uma inibicdo da referida enzima,
quando utilizada na concentragdo > 1mg/ml. Outro resultado dessa pesquisa foi 0 isolamento
dos seguintes flavonoides: apigenina, diosmetina, eriodictiol, hispidulina, naringenina,
nepetina e patuletina (D"HAVELOOSE; CRUZ, 2017). Além da B. reticularia, outras
espécies desse género sdo utilizadas como antidiabéticos (ZDERO et al, 1989).

Hocayen e colaboradores (2016) utilizaram como suplementacdo cronica o extrato
metandlico de Baccharis dracunculifolia em ratos com obesidade induzida por glutamato
monossodico e avaliaram pardmetros bioquimicos, a atividade antioxidante, a totalidade de
compostos fendlicos e a secre¢do insulinica pelas ilhotas pancreaticas. Como resultados,
encontraram o aumento em 30% da concentracdo sérica de insulina, em 33% da sua secre¢édo
e o efeito protetor sobre a perda de massa celular das ilhotas pancreaticas.

Efeitos anti hiperglicémico e de aumento na secrecdo da insulina foram reportados por
um estudo com ratos hiperglicémicos utilizando o extrato bruto e n-butanol, e fracOes
residuais aquosas de Baccharis articulata. Os alvos investigados foram: niveis séricos de
glicose, secrecao de insulina, conteddo de glicogénio hepatico e muscular e a agdo in vitro,
tanto na atividade da dissacaridase intestinal quanto na glicagdo da albumina. Dentre outros
resultados, o estimulo da secre¢do de insulina e 0o aumento do conteddo do glicogénio
hepatico e muscular resultaram da ingestdo oral da fracdo n-butanol, que segundo o proprio
estudo, contém alta concentracdo de flavonoides, contudo ndo houve o isolamento destes
(KAPPEL et al, 2012).
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5 CONCLUSAO

Os resultados relativos ao desenho dos primers foram satisfatorios, visto que todos
eles apresentaram especificidade, boa reprodutibilidade, opcbes de tratamento do amplicon
com enzimas de restricdo e eficiéncia/R? dentro do preconizado para esse tipo de ensaio. Por
conseguinte, esses primers poderdo ser utilizados em outros estudos que objetivem investigar
a expressao génica desses alvos, contribuindo para 0 aumento das opcdes de pesquisa
molecular destes. Quanto a investigacdo molecular do mecanismo de a¢do da nanodispersédo
da fracdo flavonoidica de B. reticularia utilizada para o tratamento experimental de ratos com
diabetes induzido por aloxano, ndo houve o seu estabelecimento em nenhum dos tecidos
analisados, por meio dos cinco alvos: as enzimas hepaticas fosfoenolpiruvato carboxiquinase-
1, frutose-1,6-bifosfatase-1 e glicose-6-fosfatase; o hormonio pancreatico insulina; e
cotransportador renal de sodio-glicose SGLT2. Diante disso, sugere-se a continuagdo da
investigacdo molecular a partir da busca de outros alvos, utilizando inclusive 0s mesmos
tecidos e metodologia, considerando, contudo, as adequagdes necessarias que assegurem a

amplificacdo dos novos alvos.
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