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Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Farmacologia
Universidade Federal de Santa Maria

EFEITO DA CASCA DE JABUTICABA (Myrciaria jaboticaba (Vell.) Berg.) SOBRE
ESTRESSE OXIDATIVO E RESPOSTA INFLAMATORIA EM MODELO DE
DIABETES MELLITUS TIPO 2 EM RATOS

AUTORA: ANDREIA QUATRIN
ORIENTADOR: TATIANA EMANUELLI
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 14 de marco de 2014.

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma doenca multifatorial caracterizada principalmente por
desordens metabdlicas relacionadas a insulina. A hiperglicemia € uma das causas da geracao
excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs) que leva ao estresse oxidativo. Além disso,
0 DM2 esta associado a aumento da resposta inflamatoria. H& uma intensa busca por novos
medicamentos terapéuticos, pois 0s medicamentos sintéticos utilizados atualmente apresentam
efeitos adversos e tem sua eficacia reduzida ao longo do tempo de uso. O pd de casca de
jabuticaba (JAB) (Myrciaria jaboticaba (Vell.) Berg.) apresenta alta capacidade antioxidante
e acdo anti-inflamatdria devido a presenca de polifenois. O objetivo deste trabalho foi avaliar
o potencial do JAB em prevenir alteracdes bioguimicas, estresse oxidativo resposta
inflamatéria e dano pancreatico em modelo de DM2 induzido por dieta hipercaldrica e
administracdo Unica de estreptozotocina (STZ, 35 mg/kg) em ratos Wistar. Apos inducdo do
DM2, em vez de agua potavel, os animais receberam veiculo (dgua acrescida de 0,5% de
carboximetilcelulose) ou JAB em 2,7 (JAB-1), 5,4 (JAB-II) e 10,8 (JAB-III) g/L (equivalente
a 0,07, 0,14 and 0,28 g antocianinas/L, respectivamente). Apos 8 semanas de tratamento 0s
animais foram mortos para avaliar a glicemia, insulinemia, estresse oxidativo e marcadores
inflamatorios avaliados no soro, além da atividade das enzimas antioxidantes avaliadas no
sangue total e as alteracGes histoldgicas no tecido pancreatico. O aumento da glicemia e dos
niveis de frutosamina, resisténcia a insulina e gordura epididimal foram observados em ratos
com DM2, além da reducdo do numero e area das ilhotas pancreaticas. Todas as doses do JAB
preveniram o aumento da glicemia ao longo do tempo, enquanto que JAB-111 também reduziu
os niveis de glicemia final, frutosamina e a resisténcia a insulina. JAB-1 e JAB-II preveniram
0 ganho de peso corporal ao longo do experimento, enquanto que JAB-I também reduziu a
quantidade de gordura epididimal. Além disso, JAB-I e JAB-I1l aumentaram a area das ilhotas
pancredticas dos ratos diabéticos. Adicionalmente, os tratamentos JAB-1I e JAB-111 reduziram
os niveis de LDL oxidada, enquanto que o tratamento JAB-II também reduziu a oxidagédo
proteica em ratos diabéticos. O tratamento com JAB também preveniu a redugdo nas
atividades das enzimas glutationa peroxidase, catalase e tiorredoxina redutase nos ratos
diabéticos, mas ndo alterou a reducdo na atividade da superéxido dismutase. Apenas 0
tratamento JAB-III preveniu o aumento dos marcadores inflamatorios (IL-6, IL-1 e TNF-a)
induzidos no diabetes. Estes resultados sugerem que JAB poderia ter um efeito benéfico
contra o diabetes, reduzindo a hiperglicemia, a resisténcia a insulina, estresse oxidativo e
resposta inflamatoria, além de diminuir o dano pancreatico.

Palavras-chave: Jabuticaba. Diabetes. Resisténcia a insulina. Inflamacéo. Estresse oxidativo.
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EFFECT OF JABOTICABA (Myrciaria jaboticaba (Vell.) Berg.) ON THE OXIDATIVE
STRESS AND INFLAMMATORY RESPONSE IN TYPE 2 DIABETES MELLITUS IN
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Type 2 diabetes mellitus (DM2) is a multifactorial disease mainly characterized by metabolic
disorders related to insulin. Hyperglycemia is one of the causes of excessive generation of
reactive oxygen species (ROS) leading to oxidative stress. In addition, DM2 is associated
with increased inflammatory response. There is an intensive search for novel therapeutic
drugs because the synthetic drugs currently used have side-effects and have their effectiveness
reduced along the time of use. The jaboticaba (Myrciaria jaboticaba Vell Berg) peel powder
(JAB) exhibit high antioxidant capacity and anti-inflammatory action due to the presence of
polyphenols. The aim of this study was to evaluate the potential of JAB to prevent
biochemical changes, oxidative stress, inflammatory response and pancreatic damage in a
DM2 model induced by high-fat diet and a singular injection of streptozotocin (STZ; 35
mg/kg) in Wistar rats. After DM2 induction, instead of drinking water, the animals received
vehicle (water containing 0.5% carboxymethyl cellulose) or JAB at 2.7 (JAB-I), 5.4 (JAB-II)
or 10.8 (JAB-III) g/L of drinking water (equivalent to 0.07, 0.14 and 0.28 g anthocyanins/L,
respectively). After 8 weeks of treatment animals were killed to evaluate the glycemia,
insulinemia, oxidative stress and inflammatory markers were evaluated in the serum, besides
antioxidant enzymes activities were evaluated in the blood and the histological changes in
pancreatic tissue. Increased glycemia and fructosamine levels, insulin resistance and
epididymal fat were observerd in the DM2 rats beyond decreased number and area of
pancreatic islets. All JAB doses prevented the increase in glycemia over time, whereas JAB-
I11 also reduced the end glycemia, fructosamine levels and the insulin resistance. JAB-I and
JAB-II prevented body weight gain over the experiment, whereas JAB-I also decreased the
amount of epididymal fat. Furthermore, JAB-I and JAB-III increased the area of pancreatic
islets of diabetic rats. In addition, JAB-II and JAB-II1I treatment reduced the levels of oxidized
LDL, whereas JAB-II treatment also reduced protein oxidation in diabetic rats. JAB treatment
also prevented the decrease in the activities of glutathione peroxidase, catalase and
thioredoxin reductase in the diabetic rats but did not change the decrease in the activity of
superoxide dismutase. Only JAB-III treatment prevented the diabetes-induced increase in the
inflammatory markers (IL-6, IL-1 and TNF-a). These findings suggest that JAB could have a
beneficial effect against diabetes, reducing the hyperglycemia, the insulin resistance,
oxidative stress and inflammatory response, besides decreasing pancreatic damage.

Key-words: Jaboticaba. Diabetes. Insulin resistance. Inflammation. Oxidative stress.
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APRESENTACAO

A presente Dissertacdo de Mestrado encontra-se organizada em quatro partes:

A primeira parte representa a Introducéo, a qual contém o referencial tedrico utilizado para a
construcdo das hipoteses investigadas nesta Dissertacdo. Seguida da segunda parte o0s
Objetivos gue englobam objetivo Geral e objetivos Especificos.

A terceira parte contém os Resultados que fazem parte deste trabalho, apresentados
sob a forma de um manuscrito, ja submetido a publicacdo. As secbes Materiais e Métodos,
Resultados, Discussdo e Referéncias Bibliograficas encontra-se no préprio manuscrito e
representam na integra este estudo.

A quarta parte abrange Concluséo, que contém um resumo dos principais resultados
da Dissertacdo. A secdo Referéncias Bibliogréaficas apresenta a bibliografia citada na secdo
Introducdo desta Dissertacéo.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia do diabetes

A crescente prevaléncia do diabetes mellitus (DM) em todo o mundo é um dos mais
graves e desafiadores problemas de saltde publica do seculo XXI. Este aumento no numero de
casos se deve ao crescimento e envelhecimento da populacdo, ao processo de urbanizacao e
ao grande numero de casos de obesidade aliado ao sedentarismo. Em 1995, estimava-se haver
135 milhGes de adultos com diabetes; esse numero cresceu para 173 milhdes em 2002,
atingindo em 2013 cerca de 382 milhGes de pacientes diabéticos no mundo, dos quais 46%
desconhecem que apresentam a doenca. A prevaléncia do diabetes é maior nas populactes de
classe baixa e média, atingindo um percentual de 80 % do nimero de casos, além disso, as
pessoas socialmente desfavorecidas sdo as mais vulneraveis a doenca (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2013).

As projecOes da Federacdo Internacional de Diabetes para 2035 sugerem que 0 numero
de casos de DM possa chegar a 592 milhdes (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2013), e que o diabetes se tornara a sétima causa de morte no mundo em
2030 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013a). Na América do Sul e América Central
no ano de 2013 estimou-se que 8% da populacdo adulta era diabética, sendo que o maior
ndmero de casos da doenca esta no Brasil (11,9 milhdes), seguido por Colémbia (2.1
milhdes), Argentina (1.6 milhdes) e Chile (1.3 milhdes) (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2013).

Além disso, as despesas com saude relacionadas particularmente a patologia do DM
estdo em ascensdo. Em 2013 gastou-se 548 milhGes de dolares e o niUmero de mortes devido
ao diabetes atingiu 5,1 milhdes de casos no mundo (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2013).

1.2 Diabetes mellitus
O DM é uma sindrome que se manifesta através de um grupo de desordens

metabolicas, caracterizadas por hiperglicemia e intolerancia a glicose, devido a deficiéncia de
insulina, deficiéncia na acdo da insulina ou ambos (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
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2013b). Com base na etiologia, 0 DM é classificado em: tipo 1, tipo 2, gestacional e outros
tipos especificos de DM.

O DM tipo 1 (DM1) antigamente denominado de diabetes mellitus insulino
dependente (IDDM) representa cerca de 5% dos casos, geralmente acomete mais criangas e
adultos jovens. E considerada uma doenca autoimune classica, onde qualquer estimulo
ambiental funciona como um gatilho e o resultado é a ativagdo de células do sistema
imunolégico com uma especificidade Unica para destruicdo das células B pancreaticas,
interrompendo a secrecdo de insulina (CNOP et al., 2005). Infec¢des virais também podem
ativar o processo autoimune caracteristico do DM1. Além da origem etiologica do diabetes
imunomediado, 0 DM1 pode ndo ter nenhuma causa conhecida, chamado de idiopatico, onde
alguns destes pacientes tém graus variados de deficiéncia de insulina, sdo propensos a
cetoacidose e apresentam insulinopenia permanente (CNOP et al., 2005; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2013b).

O DM gestacional é caracterizado por qualquer intolerancia a glicose variavel, com
primeiro diagnostico durante a gestacdo, podendo ou ndo persistir apos o parto (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2013a). Outros tipos especificos de DM sdo causados por
defeitos genéticos na fungdo das células  pancreaticas ou na acéo da insulina, por doencas do
pancreas exocrino e por medicamentos, que podem induzir quimicamente o DM
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2013b).

O DM2 antigamente denominado de diabetes mellitus ndo insulino dependente
(NIDDM) ¢ considerado o tipo mais comum da doenca, pois abrange cerca de 90 % dos casos
de DM, sendo mais comum em pessoas com idade superior a 40 anos que apresentam
sobrepeso ou obesidade (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Os pacientes ndo dependem de
insulina exdgena para viver, mas podem necessitar de tratamento com insulina para obter
controle metabélico adequado (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Existem evidéncias de que
dietas ocidentais (ricas em carboidratos, gorduras saturadas e carnes) aumentam o risco de
desenvolver DM2, enquanto que dietas orientais (ricas em legumes e frutas) reduzem este
risco (VAN DAM et al., 2002).

O diabetes esta associado a complicagdes, disfuncdes e insuficiéncia de varios 6rgéos,
afetando especialmente os sistemas oftalmoldgico, renal, neurologico e cardiovascular
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Com o objetivo de prevenir de maneira eficaz as complicagdes macrovasculares e

microvasculares do DM, a Associacdo Americana de Diabetes e a Sociedade Brasileira de
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Diabetes recomendam critérios de diagndstico sintomético e laboratoriais. Estes critérios séo
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2009):

- Sintomas de polidria, polidipsia e perda de peso ponderal,

- Glicose casual acima de 200 mg/dL;

- Glicemia de jejum igual ou superior a 126 mg/dL, confirmado por uma nova
glicemia de jejum em dias diferentes;

- Glicemia ap0s teste oral de tolerancia a glicose acima de 200 mg/dL;

-Hemoglobina glicada (HbA1c) maior que 6,5% a ser confirmada por outra coleta.

1.2.1 Sinalizagdo intracelular da insulina

A captacdo normal de glicose pelas células/tecidos é regulada pela liberacdo de
insulina. A glicose circulante promove a sinalizagédo para liberagdo de insulina pelas células B
das ilhotas de Langerhans do péancreas, via transportador GLUT 2, o qual apresenta uma
afinidade relativamente baixa por glicose. Assim, flutuacbes na glicemia estimulam a
producdo e liberacdo de insulina na corrente sanguinea. Em individuos saudaveis o balanco
entre a producéo e utilizacdo de glicose é mantido em equilibrio pela liberacdo dos hormonios
insulina (estado alimentado) e glucagon (jejum) pelo pancreas (SALTIEL, 2001). Para que a
glicose seja captada pra dentro da célula ocorre uma sinalizagdo intracelular com a ligacéo de
insulina ao seu receptor presente nos tecidos alvo. O receptor de insulina é uma proteina
heterotetramérica (2 subunidades a e 2 subunidades ) com atividade quinase intrinseca, que
ao ligar insulina sofre uma alteracdo conformacional e autofosforilagdo em mdultiplos residuos
de tirosina das subunidades B. Ele entdo fosforila residuos de tirosina dos substratos do
receptor de insulina (IRS) dentre outros substratos. A fosforilacdo dos IRS cria sitios de
reconhecimento para moléculas contendo dominios com homologia a Src 2 (SH2), dentre as
quais se destaca a fosfatidilinositol 3-quinase (PI 3-quinase). A estimulacdo da Pl 3-quinase
promove sinalizacBes adjacentes, que levam a translocacdo do receptor de glicose GLUT 4
para a superficie do tecido (membrana plasmatica), promovendo assim a captacdo de glicose
pelo tecido (MOHD-RADZMAN et al., 2013; SESTI, 2006), demostrado na figura 1.
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Figura 1. Esquema simplificado das etapas de sinalizacdo intracelular de insulina. IRS (1-4) =
substrato de receptor de insulina; PI(3)K= fosfatidilinositol 3-quinase; P110 e P85= dimeros da subunidade
catalitica e regulatéria da PI(3)K; aPKC e AKt = serina/treonina quinase; Chl= protoncogene; CAP = proteina

adaptadora; C3G= proteina; TC10= proteina; MAPK= MAP (mitogen-activated protein) quinase.
Fonte: Saad e Zecchin (2011).

1.2.2 Resisténcia a insulina

A resisténcia a insulina € definida como uma resposta inadequada dos tecidos
sensiveis a insulina. Os tecidos muscular, hepatico e adiposo sofrem a acdo
prejudicada/diminuida da insulina sobre a estimulacdo da captacdo de glicose em presenca de
niveis normais de insulina (SCHENK; SABERI; OLEFSKY, 2008).

A resisténcia a insulina pode persistir por varios anos com niveis normais de glicose
sérica, devido ao aumento compensatorio da produgdo e secrecdo de insulina pelas células f3
das ilhotas de Langerhans do péancreas, promovendo a caracteristica hiperinsulinemia
compensatoria. A resisténcia a insulina pode progredir para 0 DM2, com a exaustdo do
pancreas em produzir e secretar insulina.

O desenvolvimento da resisténcia a insulina esta sendo fortemente relacionado com o
envelhecimento, estilo de vida sedentario, predisposicdo genética e especialmente com a
obesidade (LEAHY, 2005). Daousi e colaboradores (2006) demostraram que 86% dos
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pacientes diabéticos tipo 2 apresentam sobrepeso ou obesidade, sendo que destes 52%
apresentam obesidade e cerca de 8% obesidade mérbida (DAOUSI et al., 2006). A resisténcia
a insulina associada a obesidade e ao consumo de dieta gordurosa pode ser mediada por altos
niveis de acidos graxos livres (AGL) e a inflamacdo crénica de baixo grau. Através do
estimulo de vias intracelulares IkB quinase-f (IKK)/fator nuclear-xB (NF-kB) e c-Jun amino
terminal quinase (JNK) nos tecidos adiposo, hepético e macrdfagos, ocorre a ativagdo do
IKKp, que resulta na translocagao do NF-kB estimulando o aumento da secre¢ao de citocinas
pré-inflamatorias como TNF-o e IL-6 que contribuem para a resisténcia a insulina. Além
disso, altos niveis de citocinas inflamatdrias estdo relacionados com alteracdo da transmissao
do sinal de insulina, por meio da ativagdo da via JNK que leva ao aumento da fosforilacdo de
residuos de serina do substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1), bem como de outras
proteinas da familia IRS. A fosforilacdo de residuos de serina inibe a atividade tirosina
quinase do receptor de insulina, que é também menos fosforilado em residuos de tirosina,
impedindo, assim, a propagacdo do sinal, o que bloqueia a entrada de glicose no tecido
(SHOELSON; LEE; GOLDFINE, 2006). Adicionalmente, a lipolise aumentada no tecido
adiposo resulta na liberacdo de altos niveis de acidos graxos livres na circulacdo, o que
contribui para o desenvolvimento da resisténcia a insulina. Os acidos graxos livres ativam a
proteina quinase C, que fosforila residuos de serina do IRS-1, reduzindo a capacidade do IRS-
1 de se ligar e ativar a Pl 3-quinase que por sua vez reduz a translocagdo do receptor de
glicose (GLUT 4) para a superficie, etapa que limita a propagacao do sinal da insulina e

consequentemente prejudica o transporte de glicose para dentro da célula (YU et al., 2002).

1.2.3 Caracteristicas gerais e alteracGes metabdlicas do diabetes tipo 2

O DM2 caracteriza-se por graus varidveis de resisténcia tecidual a insulina e uma
deficiéncia relativa na secrecdo desse hormonio pelas células B pancreaticas, atingindo mais
adultos (LEAHY, 2005). No entanto, a prevaléncia do DM2 estd se tornando maior em
criancas e adultos jovens, devido a maior taxa de obesidade nessas populacdes (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2013b). Conforme a WHO (2013), o DM2 em alguns paises é
responsavel por quase metade dos novos casos de DM diagnosticados em criangas e
adolescentes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013a).

A disfuncdo na resposta fisiologica a insulina caracteristica do DM2 provoca
alteracbes metabdlicas. O defeito na acdo da insulina impede que a mesma suprima

adequadamente a gliconeogénese e a glicogendlise, o que aumenta a glicemia e resulta em
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hiperinsulinemia compensatdria (SALTIEL, 2001) até a exaustdo progressiva das células f
pancredticas. Quando os niveis de insulina ndo conseguem compensar a resisténcia a insulina,
a glicemia se eleva e o diagnostico do diabetes pode ser realizado (LEAHY, 2005) (Figura 2).
A massa de células B estd reduzida a cerca de 50% no DM2 (BUTLER et al.,, 2003),
entretanto acredita-se que o fator que contribui para a diminuicéo da liberacdo de insulina no
DM2 é a reducdo da funcdo das células B, a qual é compativel com a falha em responder
adequadamente as estimulacdes secretagogas (KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER, 2006). O
DM2 ¢é uma doenca progressiva, onde niveis elevados de glicose no sangue contribuem para a
progressao da doenca através de efeitos glicotdxicos sobre as células B, levando ao continuo
declinio da sua funcdo, que tem inicio anos antes da constatagdo da doenga (KAHN, 2001).
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Figura 2: Alteracdes metabolicas do diabetes mellitus tipo 2
Fonte: Adaptado de Saltiel (2001).

A insulina apresenta fungdo importante na regulagdo do metabolismo lipidico
(VERGES, 2005). Assim, a dislipidemia é caracteristica do DM2. Pacientes diabéticos
apresentam dislipidemia caracterizada por altos niveis de lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL) e lipoproteina de baixa densidade (LDL), além de baixos niveis de
lipoproteina de alta densidade (HDL), e esta dislipidemia correlaciona-se com o descontrole

glicémico e o tempo de duracdo do diabetes (KARIM et al., 2013).
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A presenca de hipertrigliceridemia (VLDL) no DM2 é devido a desregulacdo da
sintese de VLDL hepética, decorrente da resisténcia a insulina. Além disso, a sinalizagao
prejudicada da insulina inibe a lipase lipoproteica (LPL), enzima que catalisa a quebra de
VLDL em &cidos graxos livres e triglicerideos, o que contribui para 0 aumento dos niveis de
VLDL, cujo maior constituinte € o triglicerideo, e diminui¢do dos niveis de colesterol HDL
devido ao aumento do catabolismo pela lipase hepatica (VERGES, 2005).

Além disso, a resisténcia a insulina prejudica sua capacidade de inibir a lipdlise no
tecido adiposo, o que leva ao aumento no fluxo de acidos graxos oriundos deste tecido
(SALTIEL, 2001). No estado pos-prandial foi observado aumento dos niveis de quilomicrons
maior em pacientes diabéticos obesos do que em pacientes obesos, devido a inibicdo da LPL
do tecido adiposo relacionado ao diabetes e elevacdo dos niveis de VLDL similares em ambos
0s grupos, devido a resisténcia a insulina (ANNUZZ]I et al., 2008).

Devido ao aumento dos niveis de triglicerideos, a proteina transferidora de ésteres de
colesterol é estimulada e promove a transferéncia de triglicerideos para a LDL que se torna
substrato para a lipase hepatica. O estimulo da lipase hepéatica favorece a formacdo de
particulas pequenas de LDL no diabetes (VERGES, 2005).

1.2.4 Estresse oxidativo e diabetes

O estresse oxidativo estd envolvido no desenvolvimento do DM e de suas
complicacdes (RAINS; JAIN, 2011). O estresse oxidativo consiste em um desequilibrio entre
a producdo de espécies reativas e o sistema de defesa antioxidante de um organismo. As
espécies reativas englobam radicais livres, que apresentam um ou mais elétrons
desemparelhados, e espécies que ndo apresentam elétrons desemparelhados, porém séo
bastante reativas. As espécies reativas de oxigénio (EROs) apresentam elétrons
desemparelhados no atomo de oxigénio, enquanto as espécies reativas de nitrogénio (ERNS)
apresentam elétrons desemparelhados no &omo de nitrogénio. Quando em equilibrio, sob
condicdes fisiologicas normais, as EROs e ERNs desempenham papéis fisioldgicos
importantes para manter as funcbes celulares (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).
Entretanto, o desequilibrio entre as espécies reativas e defesas antioxidantes estdo envolvidos
em muitas patologias como, doencas cardiovasculares, obesidade, diabetes e cancer
(MATSUDA; SHIMOMURA, 2013; MEHTA et al., 2006). As principais EROs e ERNs
envolvidas nos processos patoldgicos sdo: o anion radical superdxido (0,*), o radical hidroxil
(*OH), o dxido nitrico (*NO), o peréxido de hidrogénio (H20>), o peroxinitrito (ONOQO) e o
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acido hipocloroso (HOCI) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Devido a alta reatividade
as espécies reativas podem reagir com outras biomoléculas como lipideos, &cidos nucléicos e
proteinas (KASSAB; PIWOWAR, 2012; VALKO et al., 2007).

Quando instaurado o estresse oxidativo todos os componentes celulares podem sofrer
0 ataque de espécies reativas, mas as membranas celulares sdo as mais suscetiveis a
peroxidagdo lipidica decorrente da acdo dos EROs sobre &cidos graxos poli-insaturados
formando hidroperdxidos. Essa modificacdo altera a fluidez e a atividade secretora da
membrana, podendo levar a morte celular (VASCONCELOS et al., 2007). As EROs podem
atacar ainda lipidios presentes em outras estruturas, como a lipoproteina LDL, resultando na
oxidacdo da sua fracdo lipidica e inclusive da fracdo proteica, podendo haver modificacdo da
apolipoproteina B (MATSUURA; HUGHES; KHAMASHTA, 2008; YOSHIDA,; KISUGI,
2010).

O excesso de EROs também pode atacar proteinas resultando na sua fragmentacéo,
modificacdo da hidrofobicidade, oxidacdo das cadeias laterais de aminoacidos e formacéo de
novos grupamentos, tais como os grupamentos carbonilas (HAWKINS; DAVIES, 2001).
Assim, a oxidacdo proteica pode ser avaliada pela quantificacdo de grupos carbonila em
proteinas (LEVINE et al., 1990), bem como de produtos avancados de oxidacdo proteica
(AOPP), reacdo que avalia a formacdo de agregados de albumina resultantes da oxidagéo,
envolvendo a deteccdo de varios grupos cromoforos, tais como carbonila, pentosidina e
ligacBes cruzadas do tipo ditirosina (CAPEILLERE-BLANDIN et al., 2004). Altos niveis de
carbonilacéo proteica e AOPP estdo fortemente relacionados ao diabetes (NARASIMHAN et
al., 2010) e suas complicacdes (MARTIN-GALLAN et al., 2003).

No DM2, o aumento da glicemia resulta na geracdo de EROs, que juntamente com
uma deficiéncia das defesas antioxidantes levam ao estresse oxidativo em varios tecidos
(EVANS, 2002). Os mecanismos pelos quais o estresse oxidativo esta envolvido nas
complicagdes diabéticas sdo parcialmente conhecidos. Acredita-se que uma das principais
fontes de radicais livres seja a oxidagdo da glicose. Varias vias de producdo de radicais livres
estdo relacionadas a hiperglicemia, sendo implicadas na patologia do DM: a via dos poliois;
produtos de Amadori e produtos finais de glicacdo avancada (AGEs); proteina quinase C
(PKC); hexosamina; e a superproducéo de anion superéxido (O,") na cadeia de transporte de

elétrons mitocondrial (Figura 3).
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Figura 3: Representacdo esquematica do estado hiperglicémico e suas consequéncias. DAG=
diacilglicerol; PKC= proteina quinase C; EROs= espécies reativas de oxigénio; AGE= produtos finais de
glicacdo avancada.

Fonte: Adaptado de van den Oever et al. (2010).

Em condicGes de hiperglicemia o nimero de substratos que entram no ciclo de Krebs é
maior e, por conseguinte o numero de equivalentes redutores que entram cadeia de transporte
de elétrons mitocondrial também é aumentado, resultando em um aumento na producéo de
anion radical superéxido (BROWNLEE, 2001; GIACCO; BROWNLEE, 2010).

A via dos poliois, consiste na oxidacdo da glicose a sorbitol por meio da ativacdo da
enzima aldolase redutase. A atividade excessiva desta enzima provoca deplecdo de NADPH.
Como a enzima glutationa redutase (GR) também é dependente de NADPH, a sua deplecéao
prejudica a regeneracdo da glutationa (GSH) contribuindo para um desequilibrio redox global
na célula, o que leva ao estresse oxidativo (BROWNLEE, 2001).

Outra via importante é a interacdo da glicose com proteinas levando a formacéo de
produtos de Amadori e entdo a AGEs. Estes ultimos modificam proteinas intra e
extracelulares e ligam-se a receptores especificos denominados receptores para produtos
finais de glicacdo avancada (RAGE), ativando células inflamatérias, como mondcitos,
macrofagos, células endoteliais e células mesangiais (BASTA; SCHMIDT; DE CATERINA,
2004). A ligacdo dos AGEs com RAGE é considerado o principal processo responsavel pela
geracdo de EROs e ativacdo de fatores de transcricdo nucleares que resultam na expressao de

genes envolvidos na inflamagéo vascular e disfungéo endotelial (BASTA et al., 2002).
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O excesso de glicose intracelular resulta na ativacdo da proteina quinase C (PKC),
contribuindo de forma direta para a producdo de EROs, através da ativacdo do segundo
mensageiro lipidico diacilglicerol (DAG) (DAS EVCIMEN; KING, 2007) e de forma indireta
através da ativacdo da ligacdo dos AGEs ao RAGE. Ambos levam a um aumento das EROs e
de expressdo de uma variedade de genes pré-inflamatérios (BROWNLEE, 2001).

A via hexosamina é uma via adicional do metabolismo da glicose, quando em
condi¢des normais, 2 a 5% da glicose entra nas células pela via hexosamina através da acéo
da enzima glutamina: frutose 6-fostato amidotransferase que converte frutose-6-fosfato em
glicosamina 6-fosfato. O produto final uridina difosfato-N-acetil glicosamina é o substrato
para a glicosilacdo de diversas proteinas citoplasmaticas e nucleares por meio da transferéncia
de N-acetil glicosamina para residuos de serina e treonina das mesmas (BUSE, 2007).
Adicionalmente, alta concentracdo de glicose intracelular ativa a via hexosamina que
promove a glicosilacdo de fatores intracelulares incluindo fatores de transcricdo aumentando a
expressao de muitos genes como inibidores da ativacdo de plasminogénio-1 resultando em
complicacdes do DM (BROWNLEE, 2001; GIACCO; BROWNLEE, 2010). Além disso, a
ativacdo da via hexosamina prejudica a sinalizacdo da insulina devido a glicosilacdo dos IRS
e de fatores subsequentes da sinalizacdo que resultam em translocac¢do diminuida do GLUT 4
(TEO; WOLLASTON-HAYDEN; WELLS, 2010).

Entretanto, o estresse oxidativo pode ser minimizado por mecanismos de defesa
enzimatica e ndo enzimatica que neutralizam as espécies reativas geradas em excesso. As
principais enzimas envolvidas na defesa enzimética sdo a superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), tiorredoxina redutase (TrxR-1) e glutationa
redutase (GR), que constituem a primeira linha de defesa contra as EROs.

A SOD é uma metaloenzima, encontrada sob trés isoformas nos mamiferos as
isoformas SOD citosoélica e SOD extracelular sdo dependentes de cobre e zinco (Cu/Zn SOD)
e a SOD intracelular é dependente de manganés (MgSOD) encontrada nas mitocéndrias.
Todas as isoformas mesmo sendo produtos de genes distintos catalisam a mesma reacdo de
remocao do radical O," dismutando-o em H,0, rapidamente (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999) O H,0,, que também é reativo pode ser detoxificado em &gua e oxigénio pelas enzimas
CAT, GPx e TrxR-1 (Figura 4).
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radical hidroxil; SOD= superdxido dismutase; CAT= catalase; GR= glutationa redutase; TrxR= tiorredoxina
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Fonte: Adaptado de Evans et al. (2002).

A catalase estd localizada nos peroxissomos presentes em quase todos 0s 6rgaos,
especialmente nos hepatocitos, nos eritrocitos e no rim (VALKO et al., 2006). Apresenta um
grupo heme no seu sitio ativo e age principalmente em altas concentracdes de peroxidos de
hidrogénio, pois possui um Km elevado (AEBI, 1984).

O sistema da glutationa inclui as atividades das enzimas GPx e GR, onde a GPx
promove a reducdo do H,O, utilizando como substrato glutationa reduzida (GSH), e a
glutationa oxidada formada nesta reagdo € reciclada pela enzima GR, que utiliza NADPH
como cofator. A reciclagem de GSH pela enzima GR é uma etapa essencial para manter
integro o sistema de protecdo celular, por que baixas concentracdes de GSH séo indicativas de
estresse oxidativo (SCHAFER; BUETTNER, 2001).

Outra enzima envolvida na remocdo do H,0, é a enzima TrxR-1, uma
selenoflavoproteina, que em conjunto com a proteina tiorredoxina (Trx) e o NADPH, forma o
sistema da tiorredoxina, responsavel pela reducdo de proteinas sulfidrilicas (HOLMGREN;
BJORNSTEDT, 1995). A tiorredoxina pode agir de forma direta, reduzindo hidroperdxidos
(MAY; MORROW; BURK, 2002) ou de forma indireta, como substrato da enzima TrxR-1
para reducdo de outras proteinas (WASSMANN et al., 2004).

Além das defesas antioxidantes enziméticas existem as defesas antioxidantes nédo
enzimaticas compostas especialmente pela GSH e o &cido ascorbico (vitamina C) (VALKO et

al., 2007). O tripeptideo GSH, € o principal regulador da homeostase redox celular gracas ao
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grupo —SH do seu residuo de cisteina (TOWNSEND; TEW; TAPIERO, 2003). A GSH atua
como cofator das enzimas GPx e glutationa-S-transferase (MASELLA et al., 2005), elimina
radicais livres diretamente e regenera as vitaminas C e E em suas formas ativas (VALKO et
al., 2007). Outro antioxidante ndo enzimatico € a vitamina C, encontrado em frutas e vegetais,
que exerce agdo protetora no organismo (MAYNE, 2003), agindo diretamente sobre as EROs
e também na regeneracdo da vitamina E (a- tocoferol) (VILLACORTA; AZZI; ZINGG,
2007).

Situacdes de desequilibrio entre pro-oxidantes e antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos, contribuem para o desenvolvimento do diabetes bem como de suas complicacdes
macrovasculares (SCHAFFER; JON; MOZAFFARI, 2012) e microvasculares (FONG et al.,
2003; YAMAGISHI et al., 2012).

1.2.5 Inflamacdo e diabetes

O DM2 é caracterizado pelo baixo grau de inflamacéo sistémica cronica, onde ocorre
modesta, mas significativa infiltracdo de células inflamatdérias na maioria dos 0Orgaos
(MANDRUP-POULSEN, 2013).

O acompanhamento de sujeitos ndo diabéticos com niveis elevados de marcadores
inflamatorios como TNF-a, IL-1 e IL-6 revelou que estes apresentaram forte predisposi¢do ao
desenvolvimento de DM2 num periodo de dois anos (SPRANGER et al., 2003).
Adicionalmente, a expressdo de TNF-a pelas células do tecido adiposo em modelo animal de
obesidade esta relacionada com inflamacdo tecidual, resisténcia a insulina e diabetes
(HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993). Pacientes diabéticos apresentaram
niveis plasmaticos elevados de IL-6, proteina C reativa (PCR) e TNF-a, sugerindo uma
associacdo entre a inflamacdo de baixo grau e qualidade de controle da glicemia, devido a
correlacdo significativa entre os niveis de marcadores inflamatérios e de hemoglobina glicada
(MIRZA et al., 2012). Além disso, altos niveis de TNF-o estdo relacionados a complicacoes
decorrentes do DM2 como a neuropatia diabética, onde os niveis de TNF-a se elevam com 0
tempo de complicacgéo da patologia (HUSSAIN et al., 2013).

O estresse metabolico que promove a resisténcia a insulina e DM2 também ativa vias
sensiveis ao estresse como a inducédo de IKKpB e JNK (OGIHARA et al., 2004). A quinase
IKK} ativa a transcricdo do NF-kB que possui fungdo crucial na mediacdo da resposta imune
e resposta inflamatéria. O NF-xkB esta presente no citoplasma na forma inativa de um

heterodimero p50 e p65 ligado a uma subunidade de proteina inibidora IxB-o. Apos a sua
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ativagdo ocorre a fosforilagdo (KARIN; BEN-NERIAH, 2000) e subsequente degradacgéo
proteolitica da proteina inibidora kB pela quinases especificas kB (IKK) (KARIN, 1999). O
NF-xkB sem a proteina IxB-a, € translocado para o ndcleo, onde regula a expressdao de um
grande nimero de genes incluindo citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, 1L-6), moléculas de
adesdo, proteina quimiotatica de macrdfagos entre outros (BARNES; KARIN, 1997). Além
disso, 0 NF-kB pode ser ativado por estimulos enddgenos e exdgenos incluindo
hiperglicemia, niveis elevados de acidos graxos livres, estresse oxidativo (EVANS, 2002),
TNF-0, IL-1p, infecgao viral e radiagdo UV (BARNES; KARIN, 1997) (Figura 5).

tglicemia
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Figura 5: Representacdo esquematica da ativacdo do NF-xB. AGL= écidos graxos livres; IxkB-a =
proteina inibidora tipo alfa; p50 e p65= heterodimeros do NF-kB; mRNA= RNA mensageiro; IxB quinase =
enzima quinase I«B.

Fonte: Adaptado de Barnes e Karin (1997) modificado por Evans et al. (2002).
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Outra quinase ativada € JNK que ativa a transcricdo de fatores ELK1, ATF2 e JUN
que ativam a expressdo de citocinas pro-inflamatorias, que por sua vez podem ativar JNK da
mesma forma que ativam o NF-kB (SOLINAS; KARIN, 2010). A estimulacdo de producéo
de citocinas pro-inflamatorias agrava a resisténcia a insulina do DM2 (BLOCH-DAMTI;
BASHAN, 2005). A ativacdo da JNK est4 associada com a fosforilacdo de um residuo de
serina do IRS-1 modificando a acdo da insulina (AGUIRRE et al., 2000), conforme
demonstrado na figura 6. Adicionalmente, outros estimulos que promovem a resisténcia a
insulina e 0 DM2 via JNK incluem &cidos graxos livres, estresse oxidativo e produtos finais
de glicacéo avancada (SOLINAS; KARIN, 2010).

Além disso, no DM2 a hiperglicemia cronica pode ser glicotoxica para as células fB
pancreaticas, alterando a secrecdo de insulina e aumentando marcadores inflamatorios. A
incubacdo de células B pancreaticas de doadores de 6rgdos ndo diabéticos com altos niveis de
glicose aumentou a producdo de IL-1B mediada pela ativacdo do NF-kB (MAEDLER et al.,
2002).
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(NF-B, AP-1, HIF-1) quinases PI3K
Akt
 J J» Translocacdo de GLUT 4

Expressdo de genes pro-
inflamatorios .
(IL-6, TNF-a, MCP-1) _ de glicose

NS

Resisténcia a
insulina

y

DIABETES

J-Captacdo /metabolismo

Figura 6: Esquema dos efeitos cronicos do estresse oxidativo no diabetes mellitus tipo 2,

ativacdo de vias sensiveis e sinalizacdo da insulina. NF-xB= fator nuclear kappa B; AP-1= fator de
transcricdo AP-1; IL-6= interleucina 6; TNF-a= fator de necrose tumoral- alfa; MCP-1= proteina quimiotaxica
para macréfago; IRS-1= substrato do receptor de insulina 1; PI3K= fosfatidilinositol 3-quinase; Akt =
serina/treonina quinase.

Fonte: Adaptado de Rains e Jain (2011).

1.3 Modelos experimentais de diabetes mellitus tipo 2

Tendo em vista o0 crescente nimero de casos de diabetes no século XXI, modelos
experimentais de DM2 em animais tém sido desenvolvidos e utilizados amplamente com a
finalidade de entender as causas, as desordens metabdlicas envolvidas na patologia bem como
para estudos de novos farmacos para o tratamento do DM2. A streptozotocina (STZ) é uma
droga utilizada para induzir o DM2 em animais, devido a agdo toxica seletiva as células f das
ilhotas de Langerhans do pancreas (SZKUDELSKI, 2001), a qual pode ser utilizada em baixa
dose associada a dieta hipercalérica (ZHENG et al. 2011) ou em alta dose associada com

nicotinamida que evita a destruicao total das células B (ARYA et al., 2012).
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O modelo mais utilizado que mimetiza alteragdes metabolicas ocorridas na
enfermidade naturalmente adquirida em humanos é a inducdo com dieta hipercaldrica e baixa
dose de STZ (REUTER, 2007). Onde a primeira alteracdo ocorrida é uma resisténcia tecidual
a insulina devido ao consumo de dieta rica em gordura e sacarose durante um periodo que
variar de quinze a trinta dias (SRINIVASAN et al., 2005; WANG et al., 2007) antes da
administracdo de STZ. A resisténcia a insulina desenvolvida com a dieta ndo altera 0s niveis
de glicemia, mas aumenta os niveis de insulina sérica (REED et al., 2000). A alteracédo
subsequente ¢ a hiperglicemia induzida apds administracdo de baixa dose de STZ (REUTER,
2007), que causa uma reducdo nos niveis de insulina devido a agdo toxica sobre as células
pancredticas. As doses de STZ utilizadas para 0 modelo de DM2 podem variar de 30-40
mg/kg de peso corporal (SAHIN et al., 2007; WANG et al., 2007).

1.4 Terapéutica

As indicacOes gerais para o tratamento do DM2, segundo a atualizacdo da Sociedade
Brasileira de Diabetes (2011) é a reducdo da glicemia por meio de habitos alimentares
saudaveis, incluindo atividade fisica moderada, somados ao tratamento com hipoglicemiantes
orais. Os hipoglicemiantes orais sdo usados quando as mudangas de habitos alimentares néo
forem efetivas em atingir o melhor controle metabdlico possivel, como glicemia de jejum <
100 mg/dL ou pdés-prandial < 140 mg/dL ou hemoglobina glicada (HbAlc) < 7%. A HbAlc é
amplamente utilizada para monitorizacdo do tratamento do diabetes, pois reflete o grau de
controle glicémico dos 2 a 3 meses anteriores. A escolha da classe terapéutica esta
condicionada ao nivel de glicemia de jejum e as manifestacfes clinicas. Quando a terapéutica
de primeira escolha ndo atinge os niveis desejaveis de glicemia sdo necessarios novos
medicamentos hipoglicemiantes ou até mesmo insulina para um maior controle glicémico
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2011).

Dentre os tratamentos farmacol6gicos propostos para o DM2, a metformina é o
tratamento inicial e de escolha para a maioria dos pacientes, devido a particularidade de nédo
causar hipoglicemia (MINISTERIO DA SAUDE, 2006), sequido da classe das sulfoniluréias.
A associagdo de classes diferentes ou administragdo de novas classes de farmacos
(sulfonilureias, acarbose, tiazolidinedionas e insulina) ocorrem quando ndo houve controle
glicémico adequado com o uso de monoterapia aliado a dieta saudavel e atividade fisica.
Aproximadamente 50% dos pacientes tratados com monoterapia precisam de tratamento

adicional apdés 3 anos de monoterapia devido a progressdao do DM, ou seja a maioria dos
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pacientes necessita de multiplas terapias para atingir os niveis desejaveis de glicemia a longo
prazo (TURNER et al., 1999)

A metformina, que pertence a classe das biguanidas, promove reducdo da HbAlc em
cerca de 1-2% (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2011). O mecanismo ainda ndo
estd bem definido, mas acredita-se que a reducdo da glicemia é mediada pela inibi¢do da
producdo de glicose hepatica (JOHNSON et al., 1993; NATALI; FERRANNINI, 2006) e pela
melhora na sensibilidade a insulina periférica (KIRPICHNIKOV; MCFARLANE; SOWERS,
2002). A metformina pode ser o farmaco de primeira escolha no tratamento de pacientes com
DM2 e excesso de peso, pois estd associada a reducdo do ganho de peso e menos ataques de
hipoglicemia do que a insulina e as sulfoniluréias (UKPDS PROSPECTIVE DIABETES
STUDY, 1998a). Além disso, a terapia combinada de metformina e acarbose, inibidor da
enzima a-glicosidase promovendo retardardamento da digestdo e absorcao de caboidratos da
dieta, apresentou melhora significativa no controle glicémico e melhor resultado do que a
monoterapia com acarbose em relacéo a diminui¢do do peso corporal (WANG et al., 2013).

As sulfoniluréias agem estimulando a producdo enddgena de insulina pelas células
do pancreas, através da ligacdo ao receptor de sulfoniluréia componente do canal de potassio
nas células B pancreaticas e promovem o influxo de célcio juntamente com a liberagdo de
insulina (AGUILAR-BRYAN et al., 1995). Apresentam acdo prolongada de até 24 horas,
sendo Uteis no controle da glicemia de jejum e de 24 horas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2011).

As tiazolidinedionas atuam melhorando a resisténcia a insulina através da ligacdo ao
receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PPAR-y), que regula a expressao de
enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos e lipidios (SPIEGELMAN, 1998). Além
disso, aumentam a sensibilidade dos tecidos muscular e hepatico a insulina, aumentando a
utilizacdo de glicose e diminuindo a sua producdo hepéatica (MIYAZAKI et al., 2001). Elas
melhoram a fungdo das células B, 0 que se correlaciona fortemente com melhora do controle
glicémico (GASTALDELLLI et al., 2006).

Apesar do valor inquestiondvel dos hipoglicemiantes, persiste um risco residual
substancial, devido as reacGes adversas. Pacientes diabéticos apresentaram maior risco em
desenvolver insuficiéncia cardiaca (7%) e edema (18%) devido ao tratamento com
tiazolidinedionas, entretanto os riscos de reacdes hepaticas ou infarto do miocardio desta
classe se iguala a de outros hipoglicemiantes orais comumente utilizados (BERTHET et al.,
2011). Além disso, o controle glicémico obtido com o tratamento com tiazolidinedionas esta

associado com um aumento de 3 kg de peso corporal para cada reducdo de 1% na HbAlc
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(YKI-JARVINEN, 2004). Kaul e Diamond (2008) relataram que o uso de rosiglitazona foi
associado com um aumento de 43% no risco de infarto do miocardio e de 64% no risco de
morte por complicacdes cardiovasculares, embora o risco do uso da rosiglitazona nao esteja
totalmente esclarecido (KAUL; DIAMOND, 2008).

Adicionalmente hipoglicemiantes da classe das sulfoniluréias podem causar
hipoglicemia (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2011; UKPDS PROSPECTIVE
DIABETES STUDY, 1998b) e seu uso no tratamento do DM aumenta no risco
cardiovascular, relacionado ao infarto do miocardio, quando comparado ao hipoglicemiante
metformina (JORGENSEN et al., 2010). Confirmando estes achados, o controle glicémico
com sulfoniluréias ou insulina ndo reduz o risco de desenvolvimento de complicacdo
macrovascular (UKPDS PROSPECTIVE DIABETES STUDY, 1998b). Adicionalmente,
evidéncias recentes sugerem que pacientes com DM2 e com hiperinsulinemia apresentam
maior risco de desenvolver cancer. Esta evidéncia foi confirmada por estudo de meta-analise,
onde foi relatado que o tratamento com metformina apresenta risco reduzido, enquanto que o
tratamento com sulfoniluréias apresenta risco maior em desenvolver esta doenca (THAKKAR
etal., 2013).

1.5 Jabuticaba

A planta jabuticabeira é uma arvore frutifera nativa do Brasil, originaria do Centro-
Sul, pertencente a familia Myrtaceae, cujos frutos jabuticabas também chamadas de
jaboticabas (nomenclatura internacional) apresentam caracteristicas tipo baga globosa com 2,0 a
3,5 cm de diametro (WU; LONG; KENNELLY, 2013), quando maduras a colora¢do do
pericarpo varia do vermelho, roxo-escuro a preto, Figura 1. A polpa € esbranquicada
mucilaginosa, de sabor agridoce e sub-acido e apresenta de uma a quatro sementes (DONADIO,
2000). Existem duas espécies que sdao mais cultivadas e comercializadas no Brasil, a
jabuticaba (Mirciaria jaboticaba (Vell.) Berg.) conhecida popularmente como jabuticaba
Sabard, considerada uma arvore frutifera de grande porte, pois atinge de 6 a 9 metros de altura
e apresenta folhas de 2-3cm de comprimento e a jabuticaba (Mirciaria cauliflora (Mart.)
Berg.) conhecida pela populagdo local como jabuticaba Paulista ou Acu, ao contrario da
sabard é considerada uma planta de pequeno porte, arvore com altura entre 3 e 6 metros e
folhas de 2-6cm de comprimento (WU; LONG; KENNELLY, 2013). Outras espécies menos

comuns sdo: M. coronata (coroada), M. oblongata (azeda), M. grandifolia (graida), M. aureana
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(branca), M. phitrantha (costada) dentre outros (DONADIO, 2000; WU; LONG; KENNELLY,
2013).

O cultivo de jabuticabeira tem despertado grande interesse entre os produtores rurais
devido a sua alta produtividade, rusticidade e aproveitamento de seus frutos (BRUNINI et al.,
2004), as regibes mais comuns de cultivo sdo de clima subtropical, apesar desta se adaptar
também ao clima tropical, tolerar o frio e até geadas de curta duracdo. Atualmente a jabuticabeira
pode ser encontrada em grande parte do pais, desde o Estado do Para até o Rio Grande do Sul,
mas é nos Estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Espirito Santo que ocorrem

maiores producdes (BRUNINI et al., 2004). As jabuticabas sdo bastante consumidas na forma

in natura e também para fabricacdo de vinho, suco, geléia, vinagre, aguardente e licor
(DONADIO, 2000).

48 »

Figura 7: Fotografia da jabuticaba (M. caulifloria) (A) e fotografia da jabuticaba (M.
jaboticaba) (B).
Fonte: Adaptado de Wu; Long; Kennelly (2013) e Coletti (2012).

Os frutos frescos apresentam ampla quantidade de nutrientes como carboidratos, sais,
minerais, aminoacidos, vitaminas (WU; LONG; KENNELLY, 2013) e fibras (ALEZANDRO
et al., 2013b). Além disso, as jabuticabas sdo ricas em antocianinas principalmente na porgéo
da casca em ambas as espécies, mas a espécie M. jaboticaba apresenta maior concentracdo
total de antocianinas (ALEZANDRO et al., 2013a).

As antocianinas pertencem a classe dos flavonoides, os quais conferem grande
propriedade antioxidante (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009). Existem cinco
antocianinas isoladas e quantificadas com maior frequéncia nas jabuticabas, bem como alguns
flavonoides identificados nesta fruta, conforme demostrado na figura 7. As diferencas entre as
antocianinas estéo relacionadas a estrutura quanto ao numero de grupos hidroxila, a natureza e

nimero de agucares ligados a molécula, a natureza e o ndmero de &cidos alifaticos ou
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aromaticos ligados a moléculas de acglcar (KONG et al., 2003). As antocianinas majoritarias
identificadas na casca de jabuticaba s&o a cianidina-3-glicosidio e a delfinidina-3-glicosidio
(LEITE et al., 2011), as quais conferem acdo antioxidante, devido a presenca de grupo catecol
(anel B com duas hidroxilas), grupo este capaz de doar elétron/hidrogénio para estabilizar
EROs (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996; WILLIAMS; SPENCER; RICE-
EVANS, 2004).

Peonidina (1) Rj=CH3:R,=R;=H
Peonidina 3-O-glicosidio (2) R;=CHj: Ry=H:R;=Glc
Delfinidina 3-O-glicosideo (3) R;= H:R;=OH:; R;=Glc
Cianidina 3-O-glicosideo (4) R;=H:R;=H:R;=Glc

OH Isoquercitrina (6) R, =H;R,=Gle;R;=H
OH Quercimeritrina (7) R, =Gle: Ry=H:R;=H
Quercitrina (8) R;=H:R,=Rha:R;=H
Miricitrina (9) R; =H;R;=Rha:R;=0H
Quercitina (10) Ry =R,=H:Ry=H
Rutina (11) R; =R;=H; R; = Rutinose

PiranocianinaB ()

Figura 8: Antocianinas e flavonoides identificados na jabuticaba.
Glc= glicose, Rha= ramnose

Fonte: Adaptado (WU; LONG; KENNELLY, 2013).

As antocianinas além de conferir a cor caracteristica, vermelho, roxo e azul as plantas,
flores, frutos e produtos derivados também devido a acdo antioxidante auxiliam em varias
patologias que o estresse oxidativo estd envolvido (KONG et al.,, 2003) como o DM2
(SANCHO; PASTORE, 2012). Alem da alta concentracdo de antocianinas a casca da
jabuticaba também apresenta quantidade consideravel dos flavonoides, proantocianinas e
quercetina, em concentracdes mais elevadas na casca do que na polpa e sementes
(ALEZANDRO et al., 2013a) e segundo estudo recente a casca da jabuticaba apresenta outros
compostos fenolicos como é&cido galico e é&cido elagico (BATISTA et al.,, 2014).
Adicionalmente, a jabuticaba também é fonte de taninos como galotaninos identificados no
extrato metandlico da fruta (WU et al., 2012), bem como de elagitaninos e taninos totais
quantificados na fruta inteira (ALEZANDRO; GRANATO; GENOVESE, 2013b). A presenca
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de compostos fendlicos como flavonoides, taninos, acido galico e &cido elagico agrega maior
valor a jabuticaba, pois intensificam a atividade antioxidante conferida pelas antocianinas.

Estudos recentes demostram os efeitos benéficos da ingestdo de jabuticaba (WU;
LONG; KENNELLY, 2013). A suplementacdo com casca de jabuticaba (1 e 2% na dieta)
aumentou a capacidade antioxidante no plasma de ratos saudaveis em 1,7 vezes avaliada pelo
método TEAC e 1,3 vezes pelo método ORAC em ratos (LEITE et al, 2011).
Adicionalmente, a suplementacdo com p6 da casca de jabuticaba (1, 2 e 4% na dieta) durante
quatro semanas reduziu os niveis de insulina e melhorou a resisténcia a insulina em modelo de
obesidade em ratos (LENQUISTE et al.,, 2012). Além disso, aumentou a sensibilidade a
insulina por meio da melhora da transdugdo do sinal da insulina em tecidos sensiveis a
insulina e atenuou a inflamacéo, através da reducdo da expressao de IL-1p e IL-6 via reducéo
da fosforilagdo da proteina inibidora IxkB-a, em camundongos alimentados com uma dieta
hiperlipidica (DRAGANO et al., 2013).

Um extrato polar JAB apresentou efeito antiproliferativo em cultura de células
leucémicas, enquanto um extrato mais apolar apresentou efeito antiproliferativo em cultura de
células de cancer de prostata (LEITE-LEGATTI et al., 2012). Adicionalmente, o p6 da fruta
inteira de jabuticaba melhorou o perfil lipidico e o estresse oxidativo de ratos com diabetes
tipo 1 induzida por estreptozotocina, ap6s 40 dias de tratamento (ALEZANDRO;
GRANATO; GENOVESE, 2013b)

1.5.1 Antocianinas no tratamento do diabetes

Considerando que o estresse oxidativo e a inflamacéo estédo envolvidos na patogénese
do DM, a inclusdo de antioxidantes na dieta pode ser uma alternativa para minimizar as
complicacdes do DM. Acredita-se que grande parte da atividade antioxidante de frutas e
vegetais € devido a presenca de flavonoides e polifendis nos mesmos (PIETTA; ABOUT;
ARTICLE, 2000). Adicionalmente, foi demonstrado que antioxidantes promovem beneficios
a saude, devido ao seu efeito protetor contra os danos causados pelo excesso de EROs em
varias doengas (ROEHRS et al., 2014; XIE et al., 2011; ZHANG et al., 2011).

Extrato de folhas de Vaccinium arctostaphylos, ricos em flavonoides, melhoraram a
defesa antioxidante enzimatica de ratos diabéticos (FESHANI; KOUHSARI,
MOHAMMADI, 2011). Da mesma forma, antocianinas da framboesa adicionadas na ragéo
(0,1%) atenuaram a peroxidagdo lipidica (TBARS) em modelo animal de DM (SUGIMOTO

et al., 2003). Um extrato de mirtilo rico em antocianinas reduziu a hiperglicemia e melhorou a
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sensibilidade a insulina via ativagdo da AMP- proteina quinase (AMPK), que regula o
transportador de glicose (GLUT4) nos adipdcitos e no tecido muscular (TAKIKAWA et al.,
2010). Os flavonoides inibem a-amilases e a-glicosidases envolvidas na digestdo de
carboidratos, o que retarda a absorcdo de glicose, suprimindo a hiperglicemia pos-prandial
(HANHINEVA et al., 2010). Este efeito inibitdrio depende da espécie vegetal, pois as
antocianinas da grosélia e do mirtilo sdo mais responsavies pela inibicdo da a-glicosidases,
enquanto a presenca de taninos nos extratos de morango e framboesa promovem a inibicdo da
a-amilase (MCDOUGALL et al., 2005).

Além disso, os flavonoides possuem propriedade anti-inflamatéria podendo atuar de
forma direta inibindo a produgdo de citocinas pro-inflamatorias. Essa propriedade foi
demonstrada por Mahmoud et al. (2012), que observou reducédo nos niveis de IL-6 e TNF-a,
bem como uma reducdo da peroxidacdo lipidica e aumento de GSH em modelo animal de
DM2 apds o tratamento com flavonoides, hesperidina ou naringina por 4 semanas. Da mesma
forma, a suplementacdo na dieta com antocianinas do mirtilo reduziu a expressao de TNF-a,
proteina quimiotaxica para macréfago (MCP-1) e IL-6 no tecido adiposo em modelo de
obesidade em camundongos (DEFURIA et al., 2009).

Adicionalmente, os flavonoides do extrato da semente de jamboldo (Eugenia
jambolana) também apresentaram efeito hipolipidémico em ratos diabéticos, reduzindo os
niveis de colesterol total, triglicerideos e aumentando os niveis de HDL (SHARMA;
BALOMAJUMDER; ROY, 2008).

1.5.2 Absorcgéo e biotransformagéo das antocianinas

Ao analisar as antocianinas como compostos antioxidantes um fator importante a ser
considerado é a forma como sdo absorvidas no organismo. As antocianinas sdo rapidamente
absorvidas no estdbmago, mas apenas entre 20% (FELGINES et al., 2006) e 25%
(TALAVERA et al., 2003) da quantidade consumida. A absorgdo varia de acordo com a
estrutura tanto da aglicona como da porcdo actcar (WU et al., 2005). Estudos sugerem que as
antocianinas podem ser absorvidas na forma glicosilada intacta (CAO et al., 2001), bem como
outros estudos sugerem que s&o absorvidas na forma de aglicona (TALAVERA, SEVERINE
FELGINES et al., 2005). O pico de absor¢édo das antocianinas do suco de groselha, delfinidina
3-rubinosidio, delfinidina 3- glicosidio, cianidina-3 glicosidio e cianidina 3-rutinosidio, ocorre
aproximadamente em 30 min apds a ingestdo oral e apds 8 horas ndo foram mais detectadas
antocianinas intactas no plasma (MATSUMOTO et al., 2006).
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Apos a absorgdo, as antocianinas sdo extensivamente biotransformadas nos enterdcitos
e figado, através de reacdes com o acido glicurénico e metilagio (TALAVERA, SEVERINE
FELGINES et al., 2005; WU et al., 2005). Além disso, a microflora intestinal desempenha um
papel importante no metabolismo e degradacéo das antocianinas quando elas atingem o célon
seja quando elas ndo séo absorvidas no estdmago e intestino delgado ou por serem excretadas
pela bile apds a absor¢do (KAY, 2006). Dessa forma as antocianinas estdo sujeitas a hidrdlise
das porc¢des acucares transformados em compostos mais lipofilicos que sdo absorvidos e a
hidrolise das formas agliconas, as quais sdo degradadas a acidos fendlicos e podem ser
reabsorvidos (KEPPLER; HUMPF, 2005). Adicionalmente, estudos recentes demostram que
as polifendis/ antocianinas ndo absorvidas no estdmago e intestino delgado podem ser
metabolizadas pela microflora intestinal antes de serem absorvidas, o que resulta em efeitos
benéficos a saude, pois ao ser metabolizados podem estimular o crescimento e atividade
microbiana promovendo assim efeito prebitico (ANHE et al., 2013; MOCO; MARTIN;
REZZI, 2012). Devido essa intensa metabolizacdo e rapida excrecio (TALAVERA et al.,
2003) varios estudos relataram a baixa biodisponibilidade das antocianinas (CRESPY et al.,
2001; FELGINES et al.,, 2003). Um estudo em humanos observou baixa absorcdo de
antocianinas ap6s o consumo de suco de uva rose ou vinho tinto, entretanto o consumo de
ambos apresentou agdo antioxidante mesmo em baixas concentragfes (BITSCH et al., 2004).
Kalt et al. (2008) n&o encontraram antocianinas no plasma de porcos suplementados por 4
semanas com mirtilo, entretanto observaram que as mesmas podem se acumular em alguns
orgdos como ceérebro, figado e olhos, exercendo efeitos benéficos.

Acredita-se que devido a baixa biodisponibilidade, a relevante acdo antioxidante dos
polifendis ndo seja uma acdo direta, mas sim uma acdo indireta modulando a expressao génica
de enzimas antioxidantes como a SOD e GPx (SPANIER et al., 2009) e também modulando a
sinalizacdo celular, expressdo de genes ou interacdo com receptores (FRAGA; OTEIZA,
2011). A acdo indireta ocorre em muitos tecidos onde as concentracbes de
flavonoides/antocianinas estdo em niveis fisiologicos muito baixos (< pM) para fornecer
qualquer acdo antioxidante direta relevante em comparacdo com outros compostos presentes
em maior concentracdo com conhecida acao antioxidante como: glutationa, acido ascérbico e
de tocoferois nesses tecidos (GALLEANO et al., 2010). Adicionalmente, quando em maior
concentracdo em tecidos que sdo diretamente expostos aos flavonoides como o trato
gastrointestinal, os flavondis podem remover diretamente os radicais livres devido a maior
concentracdo em torno de uM (FRAGA; OTEIZA, 2011; GALLEANO et al., 2010).
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da suplementacdo com pd da cas\\ca da jabuticaba (Myrciaria
jaboticaba (Vell.) Berg.) sobre as alteracbes bioquimicas, 0 estresse oxidativo, a resposta
inflamatdria e dano pancreatico em modelo experimental de DM2 induzida por dieta

hipercalorica associada a uma dose baixa de STZ em ratos Wistar.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da suplementacdo com o p6 da casca de jabuticaba sobre:

- Os niveis séricos de glicose, frutosamina e insulina, além do indice de resisténcia a
insulina, como indicadores de alteracfes bioquimicas nos animais.

- A atividade das enzimas antioxidantes SOD, GPx, TrxR-1 e CAT no sangue total, e
indicadores de oxidacdo lipidica (niveis de LDLox) e proteica (AOPP) no soro, como
indicadores de estresse oxidativo nos animais.

- Os niveis séricos de IL-6, IL-1 e TNF-a, como marcadores inflamatorios dos
animais.

- O numero e area das ilhotas de Langerhans, como indicador de dano pancreatico.
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3. RESULTADOS
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Abstract

Jaboticaba (Myrciaria jaboticaba (Vell.) Berg.) is a black-colored fruit crop from Brazil,
which has a polyphenol-rich peel. This study aimed at evaluating the effects of jaboticaba peel
powder (JAB) on oxidative stress, biochemical and inflammatory markers, as well as
pancreatic damage in a type 2 diabetes (DM2) rat model induced by high-fat diet combined
with low dose of streptozotocin. Diabetic rats received vehicle or JAB (equivalent to 0.07-
0.28 g anthocyanins/L of drinking water) during 8 weeks. JAB treatment reduced the end
glycemia, insulin resistance and the pancreatic damage. These protective effects appear to be
underlined by antioxidant and anti-inflammatory mechanisms, since JAB also reduced the
oxidative stress due an improvement of antioxidant enzyme activities and reduced the pro-
inflammatory cytokines levels of diabetic rats.

Keywords: Diabetes, Insulin resistance, Oxidative stress, Anthocyanins, Inflammatory

response

1. Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disease, which is characterized by
hyperglycemia due to defects in both insulin secretion and insulin sensitivity (Chen et al.,
2013). The DM has been recognized as a growing public health problem, which affected 382
million adults (8.5% of total population) around the world in 2013 (International Diabetes
Federation, 2013). Type 2 diabetes (DM2) is a multifactorial disease, which is triggered by
environmental factors such as high-fat diet (van Dam, Rimm, Willett, Stampfer, & Hu, 2002)
and physical inactivity, as well as aging and genetic predisposition (International Diabetes
Federation, 2013; Saltiel, 2001). DMZ2 is characterized by variable degrees of tissue insulin
resistance (Kahn, Hull, & Utzschneider, 2006; Tang, Li, Liu, Huang, & Ho, 2013), that is

strongly associated with obesity.
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Obesity is characterized by a state of chronic low-grade inflammation (Wellen &
Hotamisligil, 2005), and is related with the development of insulin resistance (Bhandari et al.,
2013), due to the exposure of cells to tumor necrosis factor-a (TNF-a), or elevated levels of
free fatty acids, which stimulate the sensitization of insulin receptors (Kahn, Hull, &
Utzschneider, 2006).

The oxidative stress is a widely accepted actor in the development and progression of
diabetes and its complications (Madonna & De Caterina, 2011). Hyperglycemia increases the
generation of reactive oxygen species (ROS), which induces oxidative stress characterized by
lipid and protein oxidation, as well as impairment in the antioxidant defense system
(Ramakrishna & Jailkhani, 2008) in a variety of tissues (Alezandro, Granato, & Genovese,
2013). Additionally, the hyperglycemia and the oxidative stress can activate the nuclear
factor-xB (NF-xB), which increases the expression of pro-inflammatory cytokines (Evans,
Goldfine, Maddux, & Grodsky, 2002), such as interleukin-6 (IL-6), interleukin-1(IL-1) and
TNF-a in DM2 model (Arya et al., 2012).

Nutritional strategies to attenuate or prevent the development of the DM would be
welcome because most drugs used in the DM therapy have side-effects (Berthet, Olivier,
Montastruc, & Lapeyre-Mestre, 2011). As recently reviewed (Sancho & Pastore, 2012),
anthocyanins and other phenolic compounds have beneficial effects in DM2, by decreasing
the hyperglycemia and increasing insulin sensitivity (Takikawa, Inoue, Horio, & Tsuda, 2010;
Tang et al., 2013) and B-cell functionality, besides reducing the accumulation of body fat
(Prior et al., 2010). These compounds also showed anti-inflammatory action in a DM model
(Prangthip et al., 2013). In fact, the consumption some polyphenol-rich fruits (blueberries,
grapes and apples) was associated with a reduced risk of DM2 (Muraki, Imamura, & Manson,

2013).



43

Jaboticaba (Myrciaria jaboticaba (Vell.) Berg.) is a dark-colored South American
native fruit which belongs to the Myrtaceae family and has been demonstrated potential
health benefits (Wu, Long, & Kennelly, 2013). Jaboticaba peel is a rich source of polyphenols
that is usually consumed with the fruit flesh. It increased the antioxidant capacity of healthy
and obese rats (Batista et al., 2014; Leite et al., 2011) and improved insulin resistance in
murine models of obesity (Dragano et al., 2013; Lenquiste, Batista, Marineli, Dragano, &
Mardstica, 2012). However, the beneficial role of jaboticaba peel in diabetes has been
explored by a single study, which evaluated the oxidative stress in a rat model of
streptozotocin (STZ)-induced diabetes (Alezandro et al., 2013).

The STZ alone is unsuitable to mimic DM2, which is the most common type of DM,
because insulin insufficiency is the main cause of hyperglycemia in the STZ-model, instead of
insulin resistence (Tang et al., 2013). Therefore, the objective of this investigation was to
clarify the effects of jaboticaba peel in an animal model of DM2 induced by combining STZ
and high-fat diet. This model was chosen because its development is similar to the
progression of human DM2, where the first event is the insulin resistance with the intake of
high-fat diet and lastly the hyperglycemia is induced by STZ injection, which is associated
with a mild impairment in the insulin secretion by the pancreatic B-cells (Reuter, 2007).

This investigation aimed to evaluate the effects of supplementation with the jaboticaba
peel powder (JAB) on oxidative stress, pancreatic damage, biochemical and inflammatory

markers using a rat model of DM2.

2. Materials and methods
2.1 Samples
Jaboticaba fruits (Myrciaria jaboticaba (Vell.) Berg.) were collected in Campinas (Sao

Paulo, Brazil), washed and manually peeled. The peels were frozen at -18°C and then freeze-



44

dried in a Liobras (Sao Carlos, S&o Paulo, Brazil) freeze-dryer. The JAB was stored at -80°C.
The composition of polyphenols was analyzed by HPLC with photodiode array detector. The
JAB contained 2.59 g anthocyanins/100 g, being cyanidin-3 glycoside the dominant
anthocyanin (75.5% of total anthocyanins) (Leite et al., 2011), and other phenolic compounds
(0.3 g ellagic acid/100 g, 0.05 g quercetin/100 g and 0.04 g gallic acid/100 g) (Batista et al.,

2014).

2.2 Animals and experimental induction of diabetes

Forty male Wistar rats (eight-weeks old, 150-200g) were supplied by the Central
Animal House of the Federal University of Santa Maria (UFSM, RS, Brazil). All the adopted
procedures were approved by Committee on Care and Use of Experimental Animal
Resources/lUFSM (protocol no.: 086/2013). The animals were housed in standard
polypropylene cages (four rats/cage) and maintained under controlled room temperature (22 +
2°C) and humidity (55 + 5%) with 12:12 h light and dark cycle with access to food and water
ad libitum.

After an one-week acclimation period, the rats were randomly divided in two dietary
regimens, receiving 30 g diet/day/rat and water ad libitum (Figure 1). The non-diabetic
control group received a commercial chow diet (Nuvilab CR 1, Quimtia, Colombo, Parang,
Brazil), whereas the diabetic animals received a high-fat diet (HFD), containing 74%
commercial chow (Nuvilab CR 1, Quimtia, Colombo, Parand, Brazil), 16% lard and 10%
sucrose (w/w). Table 1 displays the energy and chemical composition of both diets. The HFD
had higher fat and soluble carbohydrates content but lower protein and dietary fiber content
than the commercial chow because of the dilution effect caused by the addition of lard and
sucrose to the commercial chow. After 30 days of dietary manipulation, animals were

overnight fasted and the control group was injected with 0.1 M citrate buffer (pH 4.4) (1
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mL/kg b.w., i.p.), whereas the HFD-fed rats received a freshly prepared solution of
streptozotocin (STZ) (35 mg/kg, 1 mL/kg b.w., i.p.) to induce DM2 (Srinivasan, Viswanad,
Asrat, Kaul, & Ramarao, 2005). Seven days after STZ administration, glycemia was measured
and only the STZ-injected rats that had blood glucose levels higher than 250 mg/dL were
assigned to the diabetic groups.

To evaluate the effect of JAB, the diabetic rats were divided into 4 treatment groups (8
animals/group) that received vehicle (water containing 0.5% carboxymethyl cellulose) or JAB
(dissolved in water containing 0.5% carboxymethyl cellulose) as the drinking water and
compared to a non-diabetic control group (8 animals) that received vehicle in the drinking
water. Carboxymethyl cellulose was used to stabilize the JAB aqueous suspension. The
treatment lasted 8 weeks and during this period rats received drinking solutions ad libitum,
control rats continued to receive the commercial chow (30 g/day/rat), whereas the diabetic
rats continued to receive the HFD (30 g/day/rat), as follows:

Non diabetic control group— non-diabetic rats that were fed commercial chow and received
vehicle as the drinking water;

Diabetic-vehicle group— diabetic rats that were fed HFD and received vehicle as the drinking
water;

JAB-I group- diabetic rats that were fed HFD and received JAB (2.7 g/L that is equivalent to
0.07 g anthocyanins/L) as the drinking water;

JAB-II group- diabetic rats that were fed HFD and received JAB (5.4 g/L that is equivalent to
0.14 g anthocyanins/L) as the drinking water;

JAB-III group— diabetic rats that were fed HFD and received JAB (10.8 g/L that is equivalent
to 0.28 g anthocyanins/L) as the drinking water.

Food and water intake was recorded daily. Body weight was measured every 3 days.

At the end of the experiment, rats were fasted for 8 h and then blood was collected from the
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caudal vein and glucose levels were determined with an automatic analyzer donated by
Roche® of Brazil (Advantage, Boehringer Mannheim, Indianapolis, Indiana, USA).
Subsequently, rats were anesthetized with isofluorane and the blood was collected by cardiac
puncture into heparinized tubes to obtain whole blood and into tubes with no additives to
obtain serum after centrifugation at 2000 x g for 15 min. The serum and blood were stored at -
20°C until biochemical analyses. The pancreas was quickly removed for histopathological

analysis.

2.3 Composition of diets

Moisture, ash, total dietary fiber and crude protein were determined according to the
Association of Official Analytical Chemists (1995). Total lipids were extracted using
chloroform and methanol and quantified by gravimetry (Bligh & Dyer, 1959). Non-fibrous
carbohydrates were calculated by difference, soluble sugars were extracted using ethyl
alcohol and determined by the phenol-sulfuric acid assay (Hall, 2000). Starch was calculated

as the difference between non-fibrous carbohydrates and soluble sugars.

2.4 Biochemical assays

Fructosamine was measured using a kinetic assay kit (Gold Analisa, Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brazil). Insulin was measured by radioimmunoassay using commercial
Immunotech (Beckman Coulter Company, Marseille/France). The homeostasis model
assessment estimate of insulin resistance (HOMA-IR), a marker of insulin resistance, was
evaluated according to Matthews, Hosker, Rudenski, and Naylor (1985) as follows:

[fasting insulin (LU/mL) x fasting glucose (mmol/L)] / 22.5

2.5 Markers of oxidative stress



47

Oxidized LDL (LDLox) was determined by a capture ELISA kit according to the
manufacturer’s instructions (Mercodia AB, Uppsala, Sweden). Advanced oxidation protein
products (AOPP) were determined at 340 nm after solubilization of lipids with citric acid

(Hanasand et al., 2012).

2.6 Antioxidants enzymes

Thioredoxin reductase-1 (TrxR-1) activity was determined at 412 nm using 5,5’-
dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) as the substrate (Holmgren & Bjornstedt, 1995).
Superoxide dismutase (SOD) activity was determined based on its ability to inhibit the
autoxidation of epinephrine to adrenochrome at an alkaline pH at 480 nm (Misra & Fridovich,
1972). Catalase (CAT) enzyme activity was measured at 240 nm by monitoring the initial rate
of disappearance of hydrogen peroxide (Aebi, 1984). Glutathione peroxidase (GPx) activity
was determined using purified reduced glutathione, GR and NADPH. The method is based on
the oxidation of NADPH, which is indicated by a decrease in absorbance at 340 nm (Paglia &

Valentine, 1967).

2.7 Inflammatory markers
Serum interleukins 1 and 6 (IL-1, IL-6) and TNF-a were measured by ELISA

(eBIOSCIENCE®, San Diego, CA, USA).

2.8 Histological analysis

The pancreatic segment was fixed with 10% formalin and embedded in paraffin.
Sections of 7 pm were obtained with a standard microtome and were stained with
hematoxylin and eosin for microscopic assessment. The sections were examined and graded

by a pathologist without knowledge of the experimental groups. The area and the number of
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pancreatic islets were quantified under microscope (measurement of five vision fields)

according to Zhang et al. (2010).

3. Statistical analyses

Data were analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by post
hoc Duncan’s multiple range test when necessary. Data that did not meet the ANOVA
assumptions were submitted to the non-parametric Kruskall Wallis analysis, followed by a
multiple comparison test. The associations between variables were evaluated by Spearman’s
rank order correlation. Results were expressed as the mean + SEM and differences were
considered statistically significant when p<0.05. Data were analyzed using the Statistica ® 9.1

software system (Statsoft Inc., 2004).

4. Results

The food intake data showed no differences among the groups (p>0.05) but all diabetic
groups had higher liquid and energy intake than the control group (Table 2, p<0.05). The
supplementation of diabetic rats with JAB through the drinking water did not influence food,
liquid or energy intake (Table 2, p>0.05). The intake of anthocyanins linearly increased with
the increase of JAB in the drinking water (Table 2, p<0.05).

Although the weight gain of the diabetic-vehicle group did not differ from the control
group (Figure 2A; p>0.05), the diabetic-vehicle group had greater epididymal fat than the
control group (Figure 2B; p<0.05). JAB supplementation (JAB-I and JAB-II) decreased the
weight gain of diabetic rats when compared to the control group and JAB-II treatment
decreased the weight gain compared to the diabetic group, whereas only JAB-I treatment

completely prevented the increase in the epididymal fat of diabetic rats (Figure 2, p<0.05).
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The DMZ2 induction increased the blood glucose levels by three times in comparison to
the control group (onset blood glucose levels; Figure 3A; p<0.05). After 8 weeks of treatment,
blood glucose levels increased 37% in the diabetic-vehicle group (onset vs. end glucose;
Figure 3A; p<0.05). This increase was prevented in the diabetic rats supplemented with JAB
(Figure 3A; p<0.05). JAB-IIl supplementation also prevented the increase in blood
fructosamine levels that occurred in the diabetic vehicle group compared to the control group
(Figure 3B; p<0.05).

The induction of diabetes did not alter fasting serum insulin levels. However, the
diabetic JAB-1 group had lower insulin level than the diabetic-vehicle group (Figure 3C;
p<0.05). The DM2 model was responsible for the increased HOMA-IR levels as related to the
control group (p<0.05). Nevertheless, this increase was prevented in the JAB-1 and JAB-III
diabetic groups (Figure 3D; p<0.05).

The AOPP and LDLox levels were higher in the diabetic-vehicle group than in the
control group (Figure 4; p<0.05). These results were partially attenuated in the diabetic JAB-
I1 group, and the increase in the LDLox levels was completely prevented in the diabetic JAB-
I11 group (Figure 4, p<0.05).

The DM2 model induced a reduction in the activities of antioxidant enzymes, such as
SOD, GPx, CAT and TrxR-1, when compared to the control group (Figure 5; p<0.05). The
JAB supplementation did not prevent the decrease of the SOD activity (Figure 5A, p>0.05),
but all JAB doses were responsible for the higher GPx, TrxR-1 and CAT activities (Figures
5B, 5D and 5C; p<0.05).

The levels of inflammatory markers (IL-1, IL-6 and TNF-a) were significantly
increased in the DM2 in comparison to the control group (Figure 6; p<0.05). JAB, at the
highest dose, showed anti-inflammatory action by attenuating the changes in IL-1, IL-6 and

TNF-a levels in the diabetic rats (Figure 6; p<0.05).
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DM2 caused a histological damage in the pancreas, characterized by a decrease in the
number and area of islets when compared to the control group (Figure 7, p<0.05). JAB
treatment did not change the number of pancreatic islets of diabetic rats but JAB-1 and JAB-
I11 treatment prevented the decrease in the islets area of diabetic rats (Figure 7; p<0.05).

End glucose, HOMA-IR and LDLox were positively correlated to inflammatory
markers (IL-1, IL-6 and TNF-a) and negatively correlated with the average area of the islet
(Table 3; p<0.05). The end glucose levels were also positively correlated to AOPP and
LDLox levels (Table 3; p<0.05). In contrast, HOMA-IR had no significant correlation with
AOPP levels (Table 3; p>0.05), but had a positive correlation with LDLox levels (Table 3;

p<0.05).

5. Discussion

Hyperglycemia and insulin resistance were observed in the diabetic rats, which,
according to the literature indicate that the metabolic characteristics of the human syndrome
was replicated (International Diabetes Federation, 2013). Thus, we found pancreatic damage
characterized by a decrease in the number and area of pancreatic islets in diabetic rats but no
change in their fasting insulin levels. This finding is explained because there is only a relative
insulin deficiency due to the decline in the secretory capacity of pancreatic -cells. JAB, at
the lowest and highest doses, attenuated the pancreatic damage in diabetic rats.

The supplementation with the lowest and the highest doses of JAB attenuated the
insulin resistance (HOMA-IR) of diabetic rats. At the lowest dose, this effect was due to a
decrease in fasting insulin levels, but no change in the glycemia was observed, whereas at the
highest dose the effect was due to a decrease in glycemia, followed by no change in fasting
insulin levels. It is noteworthy that the 8-week supplementation at the highest dose of JAB
completely prevented the increases in the hyperglycemia over time (onset vs. end levels) and

fructosamine levels, which is important for delaying diabetes complications (Madonna & De
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Caterina, 2011). This anti-hyperglycemic effect of JAB seems to have occurred as early as in
the mid of the treatment because the decreased fructosamine levels indicates that protein
glycation was reduced in the last three weeks (Ohkawara et al., 2002). JAB effects on insulin
resistance and glycemia are most likely to be due to the improvement of insulin signal
transduction in insulin-sensitive tissue by mechanisms related to the insulin receptor/insulin
receptor substrate-1/Akt/forkhead box protein pathway as reported in a mice model of obesity
(Dragano et al., 2013).

DM2 is a chronic metabolic disorder which is associated to high-fat diet intake and
obesity (van Dam et al., 2002). Although, diabetic and control rats had similar body weight
gains, the diabetic rats had higher epydidimal fat, which is an important marker of obesity
(Bhandari et al., 2013). The supplementation with JAB at the lowest and intermediate doses
decreased the body weight gain of diabetic rats, whereas the lowest dose also decreased the
epididymal fat of diabetic rats. This effect of JAB may be related to its inhibitory activity
against a-amylase and a-glucosidase activities, most likely related to the presence of
ellagitannins (Wu et al., 2013). However, previous studies in murine models of obesity found
no change in body weight gain or epididymal fat after supplementation with 10-86 mg JAB
anthocyanin/day/kg rat (Dragano et al., 2013; Lenquiste et al., 2012). Thus, we can speculate
that this effect is specific for diabetic models.

The hyperglycemia causes oxidative stress in the diabetes by increasing ROS
generation, decreasing antioxidant levels or both (Rains & Jain, 2011). Accordingly, we
observed increased LDL and protein (AOPP levels) oxidation, along with decreased activity
of antioxidant enzymes (SOD, CAT, GPx and TrxR-1) in the diabetic rats. Moreover, end
glycemia was positively correlated with LDLox and AOPP.

JAB supplementation reduced the oxidative stress of diabetic rats by decreasing

protein and LDL oxidation. This effect may be relevant for the treatment of DM2, because
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LDL oxidation is an important factor in the development of macrovascular complications,
mainly atherosclerosis, in human DM2 (Lamharzi et al., 2004). Although various
anthocyanin-rich extracts prevent LDL oxidation in vitro (Heinonen, Meyer, & Frankel,
1998), few studies demonstrated that this trend effect also occurs in vivo (Basu et al., 2009).
In fact, recent studies demonstrated that the physiological concentrations of flavonoids in vivo
are lower than those required to directly scavenge reactive species (Galleano, Verstraeten,
Oteiza, & Fraga, 2010). Thus, the antioxidant effect of JAB may be mediated by its protective
effect against the DM2-induced decrease in the activities of CAT, GPx and TrxR-1. This
effect is most likely related to an increase in the expression of antioxidant enzymes
subsequently reducing oxidative damage. In accordance, previous studies showed that JAB
supplementation improved plasma antioxidant enzymes activities and reduced tissue lipid
peroxidation in a rat model of obesity (Batista et al., 2014). In addition, JAB treatment
reduced lipid peroxidation and increased GPx activity in the plasma, but decreased CAT
activity in a rat model of DM1 (Alezandro et al., 2013).

These antioxidant effects of JAB may be related to cyanidin-3 glucoside, which is the
major anthocyanin found in the JAB. Jaboticaba has proven to contain other phenolic
compounds, like gallic acid, ellagic acid and quercetin, which may also be responsible for the
benefits found (Batista et al., 2014). Accordingly, other polyphenol-rich foods were shown to
improve the enzymatic defenses in animal models of DM2 (Prangthip et al., 2013), as well as
the treatment with purified cyanidin-3 glucoside improved lipid peroxidation in the aortic
tissue of DM1 model (Nasri, Roghani, Baluchnejadmojarad, Rabani, & Balvardi, 2011).

JAB supplementation partially prevented the decrease in the area of pancreatic islets of
DM2 rats. Possibly, this effect may be related to the antioxidant action of JAB, because
oxidative stress was suggested to be responsible for the B-cell dysfunction in diabetes (Poitout

& Robertson, 2008; Rains & Jain, 2011). Accordingly, in this study there was a negative
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correlation between the LDL oxidation and the area of pancreatic islets. These results are in
line with previous studies where the antioxidant activity of flavonoids prevented pancreatic
histological damage in animal models of DM2 (Chen et al., 2013; Zhang et al., 2010). A
strong inverse relationship was also found between the area of pancreatic islets and the
HOMA-IR. In addition, the JAB doses required to reduce pancreatic damage and insulin
resistance were similar, suggesting that the improvement of insulin signaling in sensitive
tissues is key to prevent pancreatic damage.

The levels of pro-inflammatory cytokines (IL-1, IL-6 and TNF-a) were increased in
diabetic rats and IL-1, IL-6 and TNF-a levels were positively correlated with the oxidation of
LDL and insulin resistance. These findings are in agreement with the activation of cytokines
expression by oxidative stress (Evans et al., 2002) and with the impairment of insulin action
due to the increase of cytokines and oxidative stress in diabetes (Rains & Jain, 2011). The
treatment with JAB at the highest dose decreased the circulating levels of pro-inflammatory
cytokines. This anti-inflammatory effect may be responsible for the decreased insulin
resistance and glycemia of JAB-IlI-treated rats. Pro-inflammatory cytokines may damage
insulin signaling because they activate serine kinases that phosphorylates the insulin receptor
substrate 1 (IRS-1) and consequently impairs the insulin-stimulated glucose uptake by tissues.
Interestingly, JAB also decreased the expression of pro-inflammatory cytokines and the levels

of phosphorylated IkB-a in a mice model of obesity (Dragano et al., 2013).

6. Conclusion

The peel of jaboticaba, which is rich in polyphenols, attenuated the hyperglycemia,
insulin resistance, pancreatic damage, as well as the oxidative stress and the inflammatory
response in a rat model of DM2 (Figure 8). An anti-inflammatory mechanism and the

improvement of enzymatic antioxidant defenses appear to be involved in the protective effect
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of JAB in DM2. Thus, the consumption of this product can be further investigated as a

potential preventive or therapeutic approach to treat DM2 and its complications.
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Table 1: Energy and chemical composition of the diets.

Commercial chow High-fat diet
(9 %) (9 %)
Energy (Kcal %) 267.5+0.6 369.5+26
Moisture (%) 11.9+0.1 11.3+0.3
Protein (%) 225+0.2 15.0+0.2
Ash (%) 7.1+0.1 49+0.1
Fat (%) 6.1+0.2 19.2+0.5
Total dietary fiber (%) 21.7+0.5 15.3+0.3
Non-fibrous
30.6+0.3 33.9+03

carbohydrates (%)
Soluble sugar (%) 50£04 154+£0.4
Starch (%) 25.6.+0.1 18.5+ 0.7

Data are presented as means + SEM.
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Table 2: Food, energy, liquid and anthocyanin intake of rats during the 8-week experimental period.

Anthocyanin

Food intake Liquid intake Energy intake
intake
(g/day/ kg rat)  (ml/day/kg rat) (Kcal/day/kg rat)
(mg/day/kg rat)

Control 58.8 + 2.2° 133.0+9.1° - 157.4 +5.9°
Diabetic-vehicle 68.3 +4.7% 269.3 + 36.8° - 252.5+17.32
Diabetic JAB-I 69.9 + 1.0% 270.9+17.8% 19.0 + 0.6% 258.5 + 3.82
Diabetic JAB-II 66.6 + 3.1% 272.0 + 26.9° 38.1+0.3° 244.6 + 11.62
Diabetic JAB-III 65.6 + 5.0% 246.1 + 29.7° 68.9+1.7° 242.5 + 18.62

Data are presented as means = SEM (n=8). ***Means within the same column that have no common

superscript letter are significantly different (p<0.05).
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Table 3: Associations among diabetes (glucose and HOMA-IR), oxidative stress and inflammatory

markers
Correlation coefficients (r)
Parameters

End glucose LDLox
(mg/dL) HOMA-IR (mg/L)

LDLox (mg/L) 0.61* 0.56* -
AOPP (umol/L) 0.54* 0.14 0.55*
IL-1 (pg/mL) 0.67* 0.51* 0.86*
IL-6 (pg/mL) 0.74* 0.66* 0.89*
TNF-a (pg/mL) 0.75* 0.52* 0.80*
Average islet area (mm? -0.53* -0.76* -0.66*

x 1000) '

* Significantly different, p<0.05.
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Figure captions
Figure 1: Experimental design. STZ = streptozotocin; JAB = jaboticaba peel powder.

Figure 2: Weight gain (A) and epididymal fat (B) of diabetic rats fed high-fat diet and treated with
jaboticaba or vehicle for 8 weeks (means + SEM, n=8). *Different from the control group (p<0.05),
"Different from the diabetic group (p<0.05). Onset weight groups (g): Control 184 + 12.7; Vehicle 170

+9.1; JAB-1 175 £ 10.9; JAB-11 167 = 7.1; JAB-III 168 * 7.4 (means + SEM, p>0.05).

Figure 3: Onset and end glucose (A), fructosamine (B), and insulin (C) blood levels and HOMA-IR
(D) of diabetic rats fed high-fat diet and treated with jaboticaba or vehicle for 8 weeks (means +
SEM, n=8). “Different from the same group at the onset (Paired t-test, p < 0.05); *Different from the
control group (end glucose, fructosamine and insulin ANOVA followed by Duncan’s test and onset
glucose and HOMA-IR Kruskall Wallis followed by multiple comparison test p<0.05); *Different
from the diabetic-vehicle group (end glucose, fructosamine and insulin ANOVA followed by
Duncan’s test and onset glucose and HOMA-IR Kruskall-Wallis followed by multiple comparison

test; p<0.05).

Figure 4: AOPP (A) and oxidized LDL (B) levels of diabetic rats fed high-fat diet and treated with
jaboticaba or vehicle for 8 weeks (means = SEM, n=8). *Different from the control group (p<0.05),

*Different from the diabetic-vehicle group (p<0.05). AOPP = advanced oxidation protein products

Figure 5: SOD (A), GPx (B), CAT (C), and TrxR-1(D) activities of diabetic rats fed high-fat diet and
treated with jaboticaba or vehicle for 8 weeks (means + SEM, n=8). *Different from the control group
(p<0.05), *Different from the diabetic-vehicle group (p<0.05). SOD = superoxide dismutase; GPx =

glutathione peroxidase; CAT = catalase; TrxR-1 = thioredoxin reductase-1.

Figure 6: IL-1 (A), IL-6 (B), and TNF-a (C) levels of diabetic rats fed high-fat diet and treated with
jaboticaba or vehicle for 8 weeks (means + SEM n=8). *Different from the control group (p<0.05),

*Different from the diabetic-vehicle group (p<0.05).
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Figure 7: Representative histology of the pancreatic islet tissue of the diabetic rats fed with high-fat
diet and treated with jaboticaba or vehicle for 8 weeks (amplification 200x) (A) Control group; (B)
diabetic-vehicle group; (C) diabetic + JAB-I group; (D) diabetic + JAB-II group; (E) diabetic + JAB-
I11 group; and (F) quantitative analysis of average number and area of islets (amplification 100x). Data
are presented as means = SEM (n= 6). *Different from the control group (p<0.05), “Different from the

diabetic-vehicle group (p<0.05). JAB = jaboticaba peel powder.

Figure 8: Proposed sites for the action of JAB in DM2. JAB sites of action are indicated by @
symbol. The supplementation with JAB attenuates the hyperglycemia, insulin resistance and
pancreatic damage, as well as the oxidative stress due to the increase in the activities of antioxidant
enzymes. Furthermore, JAB decreases the levels of pro-inflammatory cytokines, which likely
contribute to decrease the insulin resistance, because it would prevent the cytokine-induced damage to
the insulin signaling. DM2 = type 2 diabetes mellitus; JAB = jaboticaba peel powder; ROS = reactive

oxygen species.
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4. CONCLUSAO

Utilizando o modelo de DM2 induzida por dieta hipercaldrica e uma dose baixa
de STZ em ratos, concluiu-se que:

- O tratamento por 8 semanas com po da casca de jabuticaba, embora ndo tenha
revertido totalmente as alteragbes causadas pelo diabetes, apresentou acdo
hipoglicemiante, atenuou a resisténcia a insulina, reduziu o ganho de peso e a gordura
corporal;

- O tratamento com pd da casca de jabuticaba reduziu o estresse oxidativo e
preveniu a reducdo na atividade das enzimas antioxidantes causados pelo diabetes;

- O tratamento com po da casca de jabuticaba reduziu o processo inflamatério
envolvido no DM2;

- O tratamento com pd da casca de jabuticaba reduziu o dano pancreatico.
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