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Resumo

Diabetes mellitus é uma doenca caracterizada por hiperglicemia cronica, resultando em
desequilibrio metabdlico e estresse oxidativo e promovendo dano tecidual. Fitoquimicos
bioativos, como os polifendis presentes na uva e seus subprodutos, especialmente quando
cultivada sem agrotoxicos, representam alternativa terapéutica para prevencdo das alteracdes
metabdlicas e oxidativas em individuos diabéticos. Portanto, nosso objetivo foi avaliar o efeito
de extrato aquoso de folhas de videira, da variedade Bord6 (Vitis labrusca), produzida por
cultivo orgénico, sobre pardmetros metabdlicos e de estresse oxidativo em ratos diabéticos.
Foram utilizados ratos Wistar, machos (n = 88), pesando cerca de 300 g, randomicamente
divididos em grupos de néo diabéticos (CTR) e diabéticos (STZ), sendo o diabete induzido pela
administracdo Unica de 60 mg/kg de estreptozotocina via intraperitoneal. Os animais receberam
doses diarias de salina (grupos: CTRO e STZ0) ou extrato aquoso da folha da videira orgénica,
nas concentracBes de 50 mg/kg (grupos: CTR50 e STZ50), 100 mg/kg (grupos: CTR100 e
STZ100) ou 200 mg/kg (grupos: CTR200 e STZ200) administrados via gavagem, por 30 dias.
No 30° dia, apds 30 minutos da Gltima administracdo, os animais foram decapitados e o sangue
troncular coletado para a determinacdo da glicemia de jejum, triglicerideos, colesterol total e
fracdes, bem como ureia, creatinina e transaminases (AST e ALT). A resposta metabdlica pelo
uso do extrato foi avaliada pelo teste oral de tolerancia a glicose (28° dia) e variacdes no
consumo alimentar, hidrico e ganho de peso. Os tecidos cardiaco, renal e hepéatico foram
dissecados e homogeneizados para avaliagdo da lipoperoxidacdo (TBARS) e da oxidacédo
proteica (quantificacdo carbonilas), bem como para determinacdo das concentracdes de
antioxidantes ndo enzimaticos (sulfidrilas totais) e da atividade de antioxidantes enzimaticos
como superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Nossos resultados mostraram que o diabete
aumentou a ingestao hidrica e alimentar, bem como reduziu os depdsitos de gordura corporal e 0

peso corporal. Adicionalmente, o diabete aumentou pardmetros séricos como, glicose,
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triglicerideos, HDL-C, ureia, AST e ALT. A administracdo do extrato, na dose de 200 mg/kg,
preveniu a perda de gordura epididimal e a reducdo de peso corporal nos animais diabéticos. Na
dose de 50 mg/kg, o extrato reduziu a concentracao sérica de LDL-C, ureia e cretinina nos ratos
diabéticos. As doses de 50 e 100 mg/kg do extrato preveniram o aumento na atividade da AST.
Em relacdo aos pardmetros oxidativos, o diabete promoveu lipoperoxidagéo, evidenciado pelo
aumento de TBARS no figado e no coracdo. A administracdo do extrato de folha de videira, nas
trés diferentes doses, reduziu a concentragdo de TBARS no figado dos ratos diabéticos. Ainda, o
diabete aumentou a concentracdo de carbonilas, e reduziu os niveis de sulfidrilas totais em todos
os tecidos avaliados. Para a oxidag@o de proteinas, observamos que a administracdo do extrato,
em todas as doses testadas, reduziu a concentragdo de carbonilas no coracdo e rins dos ratos
diabéticos. No figado, essa reducdo ocorreu apenas para as doses de 100 e 200 mg/kg. Houve
aumento das defesas antioxidantes ndo enzimaticas (sulfidrilas totais) no figado dos ratos
diabéticos ap6s administracdo de qualquer dose de extrato. No entanto, esse aumento foi
observado no coragdo apenas nas doses de 100 e 200 mg/kg e no rim apenas na dose de 50
mg/kg. O diabete aumentou a CAT no figado e no coracdo e a SOD no rim de ratos, enquanto
que o extrato reduziu a atividade da CAT no figado na dose de 50 mg/kg e no coracgéo, na dose
de 100 mg/kg. No entanto, o extrato reduziu a atividade da SOD no rim de ratos diabéticos
apenas na dose de 50 mg/kg. Com base nos nossos resultados podemos concluir que a
administracdo do extrato aquoso de folha de videira organica possui potencial terapéutico nos
animais diabéticos, evidenciado pela protecdo contra perda de peso e do depdsito de tecido
adiposo, bem como efeito hipocolesterolémico, hepatoprotetor, cardioprotetor, nefroprotetor e

antioxidante.
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Abstract

Diabetes mellitus is a disease characterized by chronic hyperglycemia, resulting in
metabolic imbalance, and oxidative stress, promoting tissue damage. Bioactive phytochemicals,
such as polyphenols, present in grapes and their sub-products, especially when they are
cultivated without pesticides, represent a therapeutic alternative for preventing metabolic and
oxidative damage in diabetic individuals. Therefore, our objective was to evaluate the effect of
aqueous extract of vine leaves, from the Bord0 varietal (Vitis labrusca), produced by organic
culture method, on metabolic parameters and oxidative stress in diabetic rats. Male Wistar rats
(n=88), weighting around 300 g, were randomized in non-diabetic (CTR) and diabetic (STZ)
groups, with diabetes induced by streptozotocin, 60 mg/kg, via intraperitoneal. The rats were
given daily doses of saline (CTRO and STZ0 groups) or organic vine leaves aqueous extract at
concentrations of 50 mg/kg (CTR50 and STZ50 groups), 100 mg/kg (STZ100 and CTR100
groups), or 200 mg/kg (STZ200 and CTR200 groups), by oral gavage, for 30 days. On the 30™
day, 30 min from the last administration, rats were decapitated and trunk blood was collected to
determine fasting glycemia, triglycerides, total and fractions cholesterol, as well as urea,
creatinine, and transaminases (AST and ALT). The effect of the organic vine leaves aqueous
extract on metabolic response in rats was evaluated by oral glucose tolerance test (28" day) and
intake of food, water and weight gain. Heart, liver and kidney were dissected and homogenized
to evaluate the lipid peroxidation (TBARS) and protein oxidation (carbonyl quantification), as
well as the concentration of non-enzymatic antioxidants (free sulfhydryl) and the concentration
of enzymatic antioxidants, such as superoxide dismutase (SOD), and catalase (CAT) enzymes
activity. Our results showed that diabetes increased water and food intake, and reduced body fat
deposits, and body weight in rats. Additionally, diabetes increased serum glycemia, triglycerides,
HDL-C, urea, and transaminases. The administration of the extract at dose of 200 mg/kg,

prevented the loss of epididymal fat and body weight reduction in diabetic animals. At a dose of
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50 mg/kg, the extract reduced the serum concentration of LDL-C, urea, and creatinine in diabetic
animals. The doses of 50 and 100 mg/kg of the extract prevented the increase in the AST activity
in diabetic rats. As to oxidative parameters, diabetes promoted lipid peroxidation, as evidenced
by the increase in TBARS in liver and heart. The administration of the extract of vine leaf, in
three different doses, reduced the concentration of TBARS in the liver of diabetic rats. Also,
diabetes increased the concentration of carbonyl but reduced levels of free sulfhydryl in all the
tissues analyzed. For the oxidation of proteins, it was observed that the administration of the
extract at all doses tested reduced the concentration of carbonyls in the heart and kidney of
diabetic rats. In the liver, this reduction was observed only for doses of 100 and 200 mg/kg.
There was increase non-enzymatic antioxidant defenses (sulfhydryl) in the liver of diabetic rats
after administration of any doses of extract. However, this increase was observed in the heart
only at doses of 100 and 200 mg/kg and in the kidney, only at doses of 50 mg/kg. Diabetes
increased the CAT in the liver and in the heart and it increased the SOD in the kidney of rats.
The extract reduced CAT activity in the liver at a dose of 50 mg/kg and in the heart, at a dose of
100 mg/kg. However, the extract reduced SOD activity in the kidney of diabetic rats only at a
dose of 50 mg/kg. Based on our results we concluded that the administration of aqueous leaves
extract of organic vine presents therapeutic potential in diabetic individuals, as evidenced by
protection against weight loss and deposit of adipose tissue, as well as hypocholesterolemic,

hepatoprotective, cardioprotective, nephroprotective and antioxidant effects.
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Referencial Teorico
1.1 Diabete

O Diabetes mellitus (DM) pode ser definido como um desequilibrio metabdlico cronico,
de origem multifatorial, caracterizado por um estado de hiperglicemia cronica, causado por
deficiéncia na secrecdo e/ou acdo da insulina, o principal regulador da homeostase glicémica
(WHO 2013).

Basicamente, o DM pode ser classificado em Tipo 1 (DM1) e Tipo 2 (DM2) (SBD,
2013). O DML1 ¢é uma doenca-6rgdo especifica, associado a fatores imunogenéticos e ambientais
resultado da destruicdo das células beta-pancreaticas produtoras de insulina (Liu e Eisenbarth,
2002). O DM 2, é caracterizado por resisténcia tecidual a acdo da insulina, influenciada por preé-
disposicdo genetica e fatores ambientais, como ingestdo de dieta desequilibrada, sedentarismo e
obesidade (Gupte et al., 2009; Leahy, 2005). A resisténcia periférica a insulina também afeta o
metabolismo de lipideos, resultando em aumento na concentracdo plasmatica de acidos graxos
totais, tendo acéo direta sobre a transducdo do sinal da insulina muscular e hepatica, diminuindo
a incorporacao de glicose pelo musculo esquelético, e aumentando a gliconeogénese e o
fornecimento de glicose do figado para a circulacdo (Li et al., 2010; Cusi, 2009). O diabete se
manifesta por sintomas como polidria, polidipsia, hiperfagia e, no caso do DM1, perda de peso,
cetoacidose diabética e estado hiperosmolar hiperglicémico (WHO 2013; ADA 2011).

Segundo dados da Federacdo Internacional do Diabetes (IDF, 2013), mais de 8% da
populacdo mundial é diabética, representando aproximadamente 380 milhdes de pessoas. Esta
alta prevaléncia exigiu um investimento de US$ 548 milhdes para o tratamento da doenca,
equivalente a 11% das despesas totais em salde (IDF, 2013). Nas regides sul e central do
continente americano, um em cada 11 adultos tem diabete. No Brasil mais de 10% dos adultos
possuem diagndstico clinico de DM, com estimativa de aumentar para cerca 20% de doentes até

2030 (IDF 2013).
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Em diabéticos, as altas taxas de morbidade e mortalidade estdo relacionadas as
complicagcbes microvasculares ou macrovasculares (Daneman 2006, Narayan 2003).
Complicagdes microvasculares incluem a retinopatia, a neuropatia e a nefropatia enquanto que as
complicagBes macrovasculares estdo relacionadas a aterosclerose e doengas cardiovasculares

(Nathan 1993). Em 2011, 4,8 milhdes de pessoas morreram devido ao diabetes (IDF 2013).

1.2 Fisiopatologia do diabete: alteracGes metabolicas

A insulina é o mais importante regulador do metabolismo energético, participando de vias
de sinalizagdo anabdlicas (Devlin 2007). Anormalidades metabdlicas no diabete resultam da
deficiéncia de insulina, e da acdo do glucagon ou adrenalina, hormdnios contra-insulinicos que
alteram expressivamente o metabolismo dos carboidratos, proteinas e lipideos (Devlin 2007; IDF
2013). A hiperglicemia € causada pela hiperproducdo de glicose hepéatica por vias
gliconeogénicas, associada a uma deficiéncia na utilizacdo periférica (Devlin 2007; IDF 2013).
Em consequéncia do incremento de glicose plasmatica, ocorre um aumento na tonicidade do
liquido extracelular gerando desidratacdo em nivel celular, que pode ser compensada pelo
aumento da ingesta hidrica (polidpsia) (Kahn et al.,2009).

Em niveis fisiologicos, a glicose € filtrada pelos glomérulos e quase totalmente
reabsorvida pelos tubulos renais. Entretanto, quando a glicose plasmatica é superior a 180
mg/dL, ultrapassa o limiar renal de filtracdo de glicose e eliminada na urina, com o aparecimento
de glicosuria (Mota 2003). Consequentemente, a glicosuria aumenta o volume urinario excretado
(polidria) e a osmolaridade urinaria, levando ao aumento da excrecdo de agua e eletrolitos, como
cloreto, sddio e potéssio, processo denominado diurese osmotica (Baliley 2011). Além de

reduzir a volemia e causar desidratacdo, a diurese osmdtica acarreta alteracdes nos tubulos
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contorcidos proximais renais, bem como lesdo glomerular com consequente prejuizo na filtragdo
(Bailey 2011).

A reducdo do efeito da insulina no tecido adiposo estimula a lipélise, favorecendo o
aumento de acidos graxos totais (AGLs). Os AGLs podem ser direcionados ao figado para a [3-
oxidacdo e producdo de acetil Coenzima A (Acetil-CoA) que € substrato para a cetogénese, uma
via hepatica de producdo de corpos cetdnicos. Quando a producdo de corpos cetdnicos é intensa,
havera uma reducdo do pH sanguineo, caracterizando a cetoacidose diabética, uma complicacdo
aguda e potencialmente fatal (Devlin 2007; Kahn et al.,2009).

O excesso de AGLs no figado também estimula uma maior produgéo de lipoproteinas
ricas em triglicerideos. Anormalidades lipidicas em diabéticos, como aumentos sericos de
triglicerideos, colesterol LDL (LDL-C) e uma reducdo no colesterol HDL (HDL-C) caracterizam
a dislipidemia, sendo esta condicdo um importante fator de risco para a aterosclerose e
complicacbes cardiovasculares (Glesner et al.,2009; Dhingra, Ramachandran 2012). Estudos
mostam que a dislipidemia também esta associada a lesdo renal em diabéticos (Sun et al.,2002;
Kahn et al., 2009). Ratos com colesterol plasmatico elevado apresentam uma importante reducao
na funcdo renal e alto grau de lesdo glomerular (Kasiske et al., 1990).

Sabe-se que o turnover das proteinas também pode ser afetado pelo diabete, sendo o grau
de comprometimento influenciado pelo grau de deficiéncia de insulina, disponibilidade de
aminodcidos e nivel de controle glicémico (Kahn et al.,2009; Kimball et al.,1994). A
hipoinsulinemia diminui a sintese proteica em todos os tecidos, induz ao balan¢o nitrogenado
negativo, aumenta a atividade proteolitica muscular e o transporte de aminoacidos para o figado,
para a producdo de glicose pela gliconeogénese (Devlin 2007).

Em diabéticos, a reducdo da sinalizacdo insulinica induz a polifagia, por elevar a
atividade neuronal do ndcleo arqueado do hipotalamo, estimulando neuropeptideos responsaveis

pelo consumo alimentar (Asakawa et al.,2007). Embora apresentem polifagia, estes individuos
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manifestam uma acentuada reducdo de peso corporal, devido a uma reducdo nos depdsitos de
gordura corporal e aumento da lise proteica (Kahn et al.,2009).

De fato, as complicacfes em longo prazo no diabetes parecem ser proporcionais ao
descontrole metabdlico, sendo a deficiéncia de insulina, os niveis elevados de glicose plasmatica,

bem como o tempo de exposicao, os fatores determinantes (Kahn et al.,2009).

1.3 Fisiopatologia do diabete: mecanismos moleculares

A ativacdo de diferentes vias bioquimicas, em decorréncia da exposicdo a altas
concentracdes de glicose, tem sido proposta para explicar os mecanismos patogénicos no diabete
(Reis et al., 2008). A hiperglicemia pode ser considerada o fator iniciador das lesdes oxidativas
entre diabéticos. Nestes individuos, altas concentracdes de glicose sanguinea favorecem a auto-
oxidacdo da glicose livre, resultando na formacdo de cetoaldeidos reativos e consequente
producdo do anion radical superéxido (O,"), um precursor de outras espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Maritim et al., 2003). No meio intracelular, o0 O, sofre dismutacdo a perdxido
de hidrogénio (H»0,), que se ndo for degradado, origina o radical hidroxil (HO"), outra espécie
extremamente reativa. O aumento de ROS pode perturbar o equilibrio oxidativo causando efeitos
toxicos que podem levar a morte celular (Halliwel 1999).

Além da auto-oxidacdo, a glicose também promove aumento da producdo dos
transportadores de elétrons NADH e FADH2 pelo ciclo de Krebs (Brownlee 2005; Rolo,
Palmeira 2006). O aumento do transporte global de elétrons pela cadeia transportadora
mitocondrial facilita a transferéncia destes elétrons para o oxigénio molecular, aumentando ainda
mais producdo do O, (Brownlee 2005; Rolo, Palmeira 2006).

Esta superproducdo mitocondrial de superéxido produz o aumento da enzima poli ADP-

ribose polimerase (PARP), enzima envolvida no reparo do DNA (Reis et al., 2008). Além disso,
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0 superoxido diminui a atividade da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), uma
enzima responsavel pela metabolizacdo final da glicose, aumentando a concentragdo de
metabdlitos glicoliticos como gliceraldeido-3-fosfato e facilitando a oxidacdo da glicose
(Brownlee 2005).

Outro grande contribuinte para a patogénse das complicagdes no diabete é o
gliceraldeido-3-fosfato, um intermediario da via glicolitica. O aumento citos6lico do
gliceraldeido-3-fosfato promove a tivacdo da proteina cinase C (PKC), através da formacdo de
diacilglicerol (DAG) (Brownlee 2001). A ativacdo da PKC aumenta a atividade da nicotinamina
adenina dinucleotideo fosfato-oxidase (NAD(P)H- oxidase), elevando a producdo de ROS
(Rains, Jain 2011). A PKC também modula mecanismos de transdugdo de sinal, sendo
importante na regulacdo da permeabilidade vascular e contratilidade, fatores estes que
contribuem para a lesdo vascular, aterosclerose e cardiomiopatia diabética (Giacco, Brownlee
2010).

Durante a hiperglicemia, grande parte do excesso de glicose € desviada para a via das
hexosaminas. O produto final desta via, o UDP-N-acetilglicosamina, gerado a partir da
conversao de frutose-6-fosfato, afeta a expressdo génica, contribuindo para a patogénese das
complicac6es diabéticas (Rolo, Palmeira 2006; Giacco, Brownlee 2010).

Altas concentrac@es de glicose também estimulam a formacéo de produtos avangados de
glicacdo ndo enzimética (AGEs) (Bertoluci et al., 2008). Neste contexto, 0s processos de
glicacdo ndo enzimética ou reacdo de Maillard geram um grupo heterogéneo de moléculas
quimicas conhecidas como AGEs, resultado da reacdo ndo enzimatica da glicose com proteinas.
Além disso, 0s AGEs também podem ser formados a partir de intermediarios a-dicarbonil
altamente reativos como o glioxal e o metilglioxal (formado apartir do gliceraldeido-3 fosfato)
(Gleissner et al., 2007). Em diabéticos, a exposicdo a aclcares oxidados, associada a um

aumento na concentracdo de lipideos, resulta em lipoxidacdo e também constitui um mecanismo
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intermediario na formagdo dos AGEs, produzindo danos estruturais e funcionais a
macromoléculas (Chilelli et al., 2013). Os AGEs contribuem para fisiopatologia do diabete pois
modificam proteinas intracelulares e de matriz celular, inibem a atividade de enzimas, sendo
resistentes a digestdo proteolitica por acdo do proteossoma (Brownlee 2005). Além disso, 0s
AGEs podem ligar-se ao seu receptor de membrana chamado RAGE aumentando producéo
intracelular de ROS por meio da ativacdo de um sistema NADPH oxidase (Rains, Jain 2011). Os
produtos de glicacdo podem acumular-se em 6rgaos alvo como retina, placas aterosclerdticas e
rim. O rim pode ser considerado o principal alvo das AGEs, tendo em vista que representa o
maior sitio de depuracdo desses produtos (Reis et al., 2008). Neste tecido, o acumulo de AGEs
estimula a glicacdo do colageno na membrana basal renal provocando seu espessamento,
reduzindo a filtracdo e, finalmente, levando a perda da funcéo glomerular (Sun et al., 2013).
Além disso, o aumento da glicose intracelular estimula a aldolase redutase, com
consequente ativacdo da via dos polidis, aumentando suceptibilidade ao dano oxidativo (Lee,
Chung, 1999). A aldolase redutase cataliza a conversdo de glicose a sorbitol, com consumo de
fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH) (Lee, Chung, 1999). Sabe-se que o
NADPH é um cofator essencial para regenerar a glutationa reduzida, um potente antioxidante
enddgeno. A reducdo na biodisponibilidade da glutationa reduzida potencializa o dano oxidativo
pelo diabete (Lee, Chung, 1999). E interessante observar que, a superexpressdo da enzima
aldolase redutase em ratos diabéticos aumenta a formacdo de placas de ateroma e reduz a
expressao de genes que regulam a regeneracdo de glutationa (Giacco, Brownlee 2010). Por outro
lado, o sorbitol é lentamente convertido a frutose, acumulando-se no meio intracelular e gerando
um desequilibrio osmético, levando ao aumento de influxo de liquido, alteracGes na
permeabilidade da membrana e ruptura celular, potencializando o dano celular (Brownlee 2001;

Gleissner et al., 2007).
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Outro possivel mecanismo envolvido com dano celular pelo diabete pode ser explicado
pelo desvio da glicose para a via das hexosaminas. O produto final desta via, 0 UDP-N-
acetilglicosamina, gerado a partir da converséo de frutose-6-fosfato, afeta a expresséo génica,
contribuindo para a patogénese das complicacGes diabéticas (Rolo, Palmeira 2006; Giacco,
Brownlee 2010).

De fato, a autoxidacéo da glicose, a superproducdo de ROS pela mitocondria, 0 aumento
do fluxo de glicose através da via poliol e da hexosamina, assim como a formacdo de AGEs e
activacdo da PKC podem ser considerados os principais mecanismos causadores de dano celular
em diabéticos (Figura 1) (Brownlee 2005; Maritim et al., 2003; Rolo, Palmeira 2006; Gleissner
et al., 2007; Giacco, Brownlee 2010). No entanto, independente do mecanismo deletério ativado,
a producéo aumentada de ROS parece ser o mediador central, comum a todas as células lesadas,
sendo essa hipdtese capaz de unificar todas as vias (Brownlee 2005). Sob condi¢des
hiperglicémicas e niveis excessivamente elevados de ROS, a célula fica exposta a um ambiente

de estresse oxidativo, o que prejudica sua homeostase e sobrevivéncia (Maritim et al., 2003).
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Figura 1. Unificacdo de mecanismos intracelulares causadores de dano no diabete (Adaptado de
Brownlee, 2004).
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1.4 Fisiopatologia do diabete: estresse oxidativo

Conforme j& mencionado, a hiperglicemia pode ser considerada um fator iniciador das
lesbes oxidativas entre diabéticos. A direcdo de muitos processos celulares, tais como
fosforilacdo e desfosforilagédo e regulagcéo do ciclo celular, pode ser determinada pelo estado de
redox (Rais, Jain 2011). Em condic¢des fisioldgicas, a homeostase ¢ mantida pelo balango entre
0s agentes pro-oxidantes e as defesas antioxidantes (Halliwel, 1992; Halliwell, Gutteridge 1999).
O desequilibrio no estado redox, observado entre diabéticos, leva a uma condi¢do denominada
estresse oxidativo e/ou nitrosativo, sendo definido atualmente como um desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a um desarranjo da sinalizacdo e do
controle redox e/ou a um dano molecular (Jones, 2006; Pacher et al., 2005).

A principal via biolégica de formacdo de ROS ¢ o transporte de elétrons associado as
membranas mitocondriais, onde ocorre a reducdo completa do oxigénio molecular (O,). Esta
reacdo requer a transferéncia de quatro elétrons, que ocorre diretamente nos complexos
enzimaticos, resultando na formacéo de adgua (Junior et al., 2005). Porém, podera acontecer uma
reducdo incompleta do O,, devido a uma transferéncia univalente de elétrons, envolvendo a
formacdo de intermediarios radicalares ou ndo (Guaratini et al., 2007).

A excecdo do peroxido de hidrogénio (H,0>), as ROS tais como &nion superéxido (Oz"),
anion radical hidroxil (HO"), dentre outras, sdo muito instaveis e altamente reativas (Halliwell,
Gutteridge 2007). No meio intracelular, o O, sofre dismutacdo a H,O,, que se ndo for degrado
pelas enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), formara radical HO" ao reagir com
o ion ferroso ou culprico, na reacdo de Fenton. Na presenca de ions divalente e metais de
transicdo, o radical HO' também pode ser gerado a partir da reacdo do O, com H,0O, (Halliwell,
Gutteridge 1999). O O, também pode reagir com o 6xido nitrico formando o peroxinitrito, um
radical altamente deletério (Pacher et al., 2005). A reacdo de Haber-Weiss descreve a formacéo

do radical HO™ a partir da reacdo do O,” com H,O,, na presenca de ions divalente e metais de
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transicdo (Halliwell, Gutteridge 2007). Além das ROS, também estdo envolvidas nos processos
redox outras espécies intermediarias como as espécies reativas de nitrogénio (ERN), tais como
6xido nitrico ('NO) e peroxinitrito (ONOO’) ambas com importancia significativa no
desenvolvimento do estresse nitrosativo e complicagdes em diabéticos (Pacher et al., 2005;
Valco et al., 2007).

Dentre 0s mecanismos causadores de lesdo celular, a lipoperoxidacdo é considerada o
mecanismo de agressdo mais comum. Neste processo ocorre a degradacao oxidativa dos lipideos
de membrana, causada pela acdo das espécies reativas, promovendo grave alteracdo da
membrana celular, causando perda da fluidez, alteracdo da funcdo secretora e dos gradientes
idnicos transmembrana (Moore, Roberts 1998). Dessa forma, podera ocasionar a perda da
seletividade da membrana, assim como a liberagdo do conteddo de organelas, levando a
formacdo de produtos citotoxicos até a morte celular (Vasconcelos et al., 2007).

Em diabéticos, lesbes teciduais e celulares podem ser provocadas por um aumento na
concentracdo de ROS ou ERN associado a deficiéncia da capacidade antioxidante enddgena
(Maritim et al., 2003). Esse desequilibrio esta associado a alteracfes bioquimicas em proteinas,
lipideos e acidos nucleicos, prejudicando a homeostase e a funcao celular, determinantes para as
alteracdes fisiopatologicas no DM e aparecimento de suas complicacdes (Maritim et al., 2003;
Brownlee 2001).

De fato, a hiperglicemia tem um papel chave no inicio da doenca, enquanto que o estresse
oxidativo perpetua o dano tecidual e a progressdo das complicacdes diabéticas a longo prazo
(Brownlee 2001; Giacco, Brownlee 2010). Neste contexto, o sistema de defesa antioxidante atua
tentando minimizar estes efeitos.

O sistema de defesa antioxidante neutraliza os efeitos danosos das espécies reativas
(Halliwell, Gutteridge, 2007). Pode-se definir como antioxidante qualquer substancia que quando

presente em pequenas concentracdes, comparado ao substrato oxidavel, retarda ou impede a
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oxidacdo desse substrato (Halliwel, 1992). Os antioxidantes atuam como detoxificadores,
prevenindo a formacdo das espécies reativas, impedindo a lesdo celular ou combatendo-a apds
terem sido formadas (Ferreira, Matsubara 1997).

Dentre os antioxidantes enzimaticos celulares encontram-se as enzimas SOD, CAT e
GPx, que proveem a primeira linha de defesa enddgena presentes ndo sé no citosol, mas tambem
nas mitocondrias, local de producéo de boa parte das ROS (Ferreira, Matsubara 1997).

Nos sistemas eucariontes, SOD nas suas diferentes isoformas dismuta ions superéxido
gerando H,0,. A isoforma citosolica apresenta cobre e zinco no seu sitio catalitico, sendo
denominada Cu/Zn-SOD. Ja a isoforma mitocondrial, Mn-SOD, apresenta um atomo de
manganés em seu sitio ativo, cuja expressdo € induzida pela presenca deste metal (Ferreira,
Matsubara 1997; Maritim et al., 2003). A superexpressdo da Mn-SOD em ratos diabéticos, por
exemplo, previne alteracdes morfoldgicas no coracao, protege a mitocondria cardiaca dos danos
oxidativos e normaliza a contratilidade em cardiomidcitos (Shen et al., 2006).

O H,0, gerado é degradado a oxigénio e agua pela catalase, uma enzima situada no
peroxissoma, cujo sitio ativo contém um grupo heme (Vasconcelos et al., 2007). A CAT néo
apresenta atividade para hidroperoxidos organicos (ROOH), sendo altamente especifica para
H,0, e presente em diversos tecidos, como figado, coracdo e no rim (Maritim et al., 2003). Em
diabéticos, as altas taxas de glicacdo e oxidacdo podem inibir a atividade da SOD e da CAT.
Entretanto, variacdes nas atividades destas enzimas podem ser observadas ao longo do tempo,
podendo ser encontrado um aumento compensatorio na atividade enzimatica em decorréncia da
producdo de espécies reativas e estresse oxidativo, gerado pelo diabete (Giugliano et al., 1996).

Corroborando com o sistema de defesa enzimatico, a enzima GPx, uma seleno proteina
encontrada na maioria dos tecidos, cataliza a decomposi¢do tanto de ROOH como de H,0O,
(\Vasconcelos et al., 2007). Nessa reacdo a GPx converte os perdxidos a dgua usando a glutationa

reduzida (GSH) como um doador de hidrogénio, formando o dissulfeto de glutationa (GSSG). A
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reciclagem da glutationa ocorre pela acdo da glutationa redutase, que cataliza a converséo de
GSSG a GSH, mantendo integro o principal sistema de protecdo antioxidante celular ndo
enzimatico (Halliwell, Gutteridge 1999). Em diabéticos, a reducdo nos niveis de glutationa no
pancreas pode refletir uma reacdo direta entre a GSH e as espécies reativas geradas pela
hiperglicemia cronica, ocasionando uma deplecdo da resposta antioxidante (Sefi et al., 2010).

Participam do sistema antioxidante ndo enzimatico algumas substancias antioxidantes
enddgenas podendo-se destacar a melatonina e a melanina, hormdnios como estradiol e
estrogeno (Vasconcelos et al., 2007) e a glutationa, esta Gltima considerada 0 mais importante
tampao redox intracelular, por participar de reacdes de oxi-reducédo, protegendo a célula contra
agressdes de inimeros agentes (Maritim et al., 2003). A GSH é considerada um dos mais
abundantes e importantes tidis (-SH) intracelulares presente na maioria das células. O
grupamento sulfidrila presente na cisteina atua como um doador de elétron o que determina a
capacidade redutora da GSH (Halliwell, Gutteridge 1999).

Ainda, participam do sistema antioxidante algumas substancias provenientes da dieta tais
como minerais (zinco e selénio), vitaminas (acido ascorbico, vitamina E, vitamina A,
riboflavina), carotendides (beta-caroteno, licopeno e luteina) e polifendis (taninos, flavonoides,
estilbenos) (Landete, 2013; Leite, Sarni 2003; Ratnam et al., 2006; Kharrazi et al., 2008). No
diabete sabe-se que alguns micronutrientes e vitaminas estdo deficientes. A suplementacdo de
magnésio e vitamina B6 (piridoxina), por exemplo, podem reduzir o risco de complicacdes em
diabéticos, pois atuam como cofatores essenciais para o funcionamento da maquinaria
enzimatica, bem como reduzem a tolerancia a glicose, melhoram a funcdo da célula beta-
pancreatica e secrecao de insulina (Marcelino, Pinhdo 2007).

Sendo assim, a administracdo de produtos naturais com atividade antioxidante também
pode ser considerada uma importante estratégia para equilibrar a homeostase celular,

especialmente no diabete (Chis et al., 2009; Holst, Williamson 2008). Nesta perspectiva,
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fitoquimicos biotivos provenientes de diferentes partes de plantas como, sementes, folhas, raizes
e frutos assumem grande importancia como possiveis agentes protetores frente ao dano oxidativo
(Ferreira, Abreu 2007). Inameros estudos demonstram que a administracdo de antioxidantes
exdgenos, presentes na uva e seus subprodutos, podem auxiliar o sistema antioxidante endégeno
a combater a injuria celular provocada pelas espécies reativas (Erejuwa et al., 2010; Nixdorf e

Gutierrez, 2010; Feillet-Condray et al., 2009).

1.5 Uva e fitoquimicos bioativos

A Serra Galcha € a regido vitivinicola mais importante do Brasil, onde sdo produzidos
anualmente aproximadamente 430 milhdes de litros de vinho, sucos e derivados, representando
95% da producéo nacional (EMBRAPA 2013; Rizzon et al., 2008). Em 2010, o cadastro viticola
nacional registrou a utilizacdo de 526 milhdes de kg de uva para a producdo dos derivados da
uva, direcionados ao suprimento do mercado interno e externo, contribuindo substancialmente
para a economia da regido sul do pais (EMBRAPA 2013).

Em relacdo aos cultivares difundidos na Serra Galcha, cerca de 90% da superficie é
ocupada por videiras do grupo das americanas e hibridas, com predominancia da Isabel, Bord6 e
Concord de Vitis labrusca, que sdo cultivares rusticos e mais produtivos, em relagcdo a espécie
Vitis vinifera (Rizzon, Miele 2006). Os sistemas de plantio variam de uma regido para outra e o
manejo de producdo se alterna, de acordo com a variedade cultivada. As videiras podem ser
cultivadas por método convencional ou organico. O método convencional permite a utilizacéo de
agrotoxicos, pesticidas e manipulacdo por engenharia genética, enquanto o método organico, ou
biologico, proibe a utilizacdo de quaisquer substancias quimicas, seguindo normas pré-
estabelecidas pela "International Federation of Organic Moviments (IFOAM)" (EMBRAPA

2013; IFOAM 2013). Tais métodos de cultivo influenciam na composic¢do quimica da uva. Na

26



regido sul do Brasil, viticultores que cumprem as normas de producdo organica recebem a
certificacdo da Rede Ecovida de agroecologia (ECOVIDA 2013).

A composicao quimica da uva varia de acordo com fatores como: maturidade, variedade,
tipos de solos, variagdes de clima e préaticas de plantio (Soyer, Koka, Karadeniz, 2003). Quanto a
composicdo quimica, a uva possui glicose, frutose, potassio (K*), baixo teor de sodio (Na®),
célcio (Ca*") magnésio (Mg?"), fosforo (P**) ferro (Fe®*), além dos compostos fenélicos
(Brunetto et al., 2009; Miele et al.,1990). Dentre os compostos fendlicos, os mais abundantes sao
as antocianinas, 0s taninos e os &cidos fendlicos, que conferem a uva diferenca de cor e
adstringéncia (Brunetto et al., 2009; Miele et al.,1990). Durante o cultivo de videiras, a
biossintese de polifendis esta relacionada a processos viticolas (Boulton et al., 1995).

Neste contexto, a viticultura organica pode aumentar o contetdo fenolico da planta. A
auséncia de utilizacdo de produtos quimicos deixa a videira mais vulnerdvel as agressdes
externas, o que contribui para a producdo de compostos fendlicos, ja que estes fitoquimicos
fazem parte do sistema de defesa da planta, dentre outras fun¢Ges (Herman 1976). Videiras
cultivadas por métodos organicos se desenvolvem e amadurecem mais lentamente do que as
plantas cultivadas pelo método convencional. Como os flavonoides sdo produzidos no periodo de
desenvolvimento e maturacdo, sua concentracdo esta aumentada em cultivares organicos
(Grinder-Pedersen 2003).

Interessantemente, Dani e colaboradores (2007) mostram maior atividade antioxidante da
uva cultivada pelo método organico quando comparado ao método convencional. Estes autores
propdem que a maior atividade antioxidante do suco de uva organica esteja relacionada as
maiores concentracdes de polifendis totais, resultado dos processos envolvendo o cultivo.

Na comunidade cientifica os polifendis tém recebido atencdo especial diante das acdes
benéficas a saude humana (Rodrigo et al., 2011; Quifione et al., 2013). Estudos revelam a acéo

antioxidante e quimioprotetora dos polifendis contidos na uva e seus derivados (Nixdorf e
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Gutierrez, 2010; Feillet-Condray et al., 2009; Dani et al., 2008; Zern e Fernandez, 2005). Os
beneficios potenciais produzidos pelo consumo da uva estdo associados a manutencdo da funcéo
endotelial, diminuicdo da agregacao plaquetaria, aumento da capacidade antioxidante, bem como
prevencdo de dano ao DNA (Pontes et al., 2010; Rho e Kim, 2006; Park et al., 2003). Os
possiveis efeitos benéficos desses fitoquimicos ndo sdo produzidos somente pela uva, mas
podem ser produzidos também em decorréncia da administracdo de subprodutos, como o vinho,
suco de uva e semente, porém poucos estudos exploram as propriedades terapéuticas da folha da

videira (Dani et al., 2010; Suwannaphet et al., 2010; Rodrigo et al., 2011; Cardoso et al., 2013).

1.6 Farmacologia dos compostos fenolicos

Os compostos fenolicos, ou polifendis, podem ser definidos como metabolitos
secundarios sintetizados por plantas, envolvidos em diversos processos como crescimento,
lignificacdo, pigmentacdo, polinizacdo, resisténcia contra patdgenos, predadores e estresse
ambiental (Duthie et al., 2003).

A formacdo dos polifendis em plantas é influenciada por inameros fatores, incluindo a
incidéncia de luz, genética vegetal , ambiental condi¢6es de germinacéo, grau de maturacao, bem
como a variedade de espécies (Ross 2002).

Estruturalmente, os polifendis sdo compostos que possuem um ou mais grupos hidroxila
(OH) ligados a um anel de benzeno (Figura 2A) e podem ser classificados como flavonoides e
ndo flavonoides (Figura 2B) (Fraga et al., 2010). Em videiras, os polifenois estdo distribuidos
principalmente nas folhas, caule, semente e raiz (MIELE et al.,1990). Os principais compostos
fendlicos presentes na uva sdo os flavonoides (antocianinas, flavanois flavondis e catequinas),
protocianidinas, estilbenos (resveratrol), e os acidos fendlicos (derivados dos &cidos cinamicos e

benzoicos) (Mazza 1995). Estes compostos apresentam importantes propriedades farmacoldgicas
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como, captura de radicais totais, modulacdo na atividade enzimatica, inibicdo da proliferacdo

celular, dentre outras (Rodrigo et al., 2011).
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Figura 2. Estrutura basica (A) e classificacdo (B) dos polifendis (Adaptado de: Fraga et al., 2010).

A capacidade antioxidante dos compostos fenolicos é determinada pela sua estrutura,
atribuida ao poder redutor do grupamento OH aromatico, que doa um atomo de hidrogénio ao
radical livre, uma espécie quimica que possui um elétron desemparelhado no seu Gltimo orbital,
estabilizando-o (Ross, Kasum 2003). Consequente a perda de um elétron, o composto aromatico
gera o radical fenoxila, sendo estabilizado por ressonancia (Ross, Kasum 2003). A eficiéncia
antioxidante dos polifendis pode ser influenciada pelo nimero e posic¢éo dos grupos OH e menor

impedimento estérico no sitio de abstracdo de um elétron (Fraga et al., 2010). Os polifendis sdo
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capazes de estabilizar os radicais superdxido, hidroxil, 6xido nitrico, peroxinitrito, dentre outros
(Cerqueira et al., 2007).

Consequentemente, os polifendis interferem sobre mecanismos de lipoperoxidacdo, ao
inibirem a oxidacdo de lipideos de membrana celular, impedindo a formagdo de um conjugado
dieno, considerado o iniciador desta via, bloqueando a reacdo em cadeia (Fraga et al., 2010).

Os polifendis também podem ativar sistemas de desintoxicacdo celular, potencializando a
acdo de enzimas antioxidantes como SOD, CAT e GPx, ou ainda inibindo enzimas como xantina
oxidase e NADPH oxidase, responsaveis pela geracao intracelular de espécies reativas (Nijveldt
et al., 2001; Quifione et al., 2013). Polifendis também apresentam propriedades antioxidantes ao
ativarem fatores de transcricdo como o Nrf2, um importante regulador da resposta antioxidante
(Kaspar et al., 2009; Palsamy, Subramanian 2011). Frente ao aumento do estresse oxidativo,
como em situacdes de hiperglicemia cronica, polifendis como o resveratrol aumentam a
expressdo de Nrf2, promovendo melhora no estado redox no tecido renal de ratos diabéticos
(Palsamy, Subramanian 2011).

Adicionalmente a neutralizacdo das espécies reativas, 0os compostos fenolicos atuam
como quelantes de metais como cobre e ferro, inibindo a formacéo de radicais totais, através das
reacdes de Fenton e Haber-Weiss (Rodrigo et al., 2011).

Os beneficios potenciais produzidos pelo consumo de subprodutos da uva também estéo
associados a regulacdo do metabolismo energético (Monteiro et al., 2009). Estudos mostram que
0 consumo de polifendis diminui a quantidade de energia ingerida e protege contra o ganho de
peso corporal induzido pela ingestdo de dieta hiperlipidica (Feillet-condray et al., 2009;
Monteiro et al., 2009; Vadillo et al., 2006; Pal et al., 2004). A suplementacdo com extrato de
semente de uvas em ratos tratados com uma dieta rica em frutose reduz significativamente a
glicemia de jejum, o indice HOMA-IR (razdo entre insulinemia e glicemia de jejum) e a

lipoperoxidagdo hepética, demonstrando os efeitos benéficos da uva neste modelo experimental
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(Suwannaphet et al., 2010). Em camundongos diabéticos, a administracdo de extrato das cascas
de uva diminui a glicemia pds prandial (Zhang et al., 2011). Esse efeito do extrato da casca da
uva é atribuido a inibicdo enzimética da a-glicosidase, uma enzima fundamental para a hidrélise
de amido e absorcao intestinal de glicose (Zhang et al., 2011).

Embora a uva e seus subprodutos tenham sido alvo de inimeros estudos, pouco se sabe
sobre as possiveis propriedades antioxidantes das substancias presentes na folha de videira. Um
estudo in vitro demonstrou efeito neuroprotetor do extrato de folha de videira sobre diferentes
estruturas cerebrais expostas a um agente pré-oxidante, que diminui a oxidacdo de lipidios e
proteinas pelo aumento da atividade de enzimas antioxidantes (Dani et al., 2010). Oliboni e
colaboradores (2011) também evidenciam o efeito hepatoprotetor, cardioprotetor e nefroprotetor
in vitro dos polifenois da folha de videira frente ao dano lipidico e proteico provocado pela
exposicdo ao peroxido de hidrogénio.

Sendo assim, ndo se descarta que a folha da videira tambem possa apresentar efeito
antioxidante em diabéticos, especialmente quando cultivada na auséncia de agrotdxicos ou
fertilizantes ndo organicos. A utilizacdo das folhas de videira organica para a obtencdo de
compostos fendlicos pode ser economicamente favoravel para os viticultores, pois além de
contribuir para um melhor reaproveitamento da videira como um todo, contribui para um
desenvolvimento da vitivinicultura mais sustentavel.

Adicionalmente, pode-se ressaltar que a utilizacdo das folhas da uva como fonte de
compostos fendlicos pode apresentar vantagem em rela¢do ao consumo de suco de uva, uma vez
que altas concentracdes de carboidratos tornam essa bebida altamente energética (Rizzon et al.,
2003). Outra vantagem adicional do extrato de folha de videira se refere ao vinho, uma vez que
devido a presenca de etanol que é contraindicado para hepatopatas e nefropatas, além de

aumentar o risco de dependéncia quimica (Malacrida, Motta 2005).
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Portanto, faz-se necessario explorar as possiveis propriedades terapéuticas do extrato de
folhas de videiras sobre pardmetros metabdlicos de estresse oxidativo em diferentes tecidos de

animais diabéticos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Avaliar o efeito do extrato de folhas de videiras da variedade Bordd (Vitis labrusca),

produzidas por cultivo organico, sobre parametros metab6licos e de estresse oxidativo em ratos

diabéticos.

2.2 Objetivos Especificos

=

=

Determinar o contetdo fendlico do extrato da folha de videira organica;

Determinar o efeito do tratamento cronico do extrato aquoso de folhas de videira organica, da
variedade Bordd, nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, sobre a ingestdo alimentar e hidrica e
eficiéncia alimentar de animais diabéticos e ndo diabéticos;

Avaliar variacdes de medidas ponderais - peso e indice de massa corporal (indice de Lee) de
ratos diabéticos e ndo diabéticos tratados cronicamente com extrato aquoso de folhas de
videira organica, nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kkg;

Avaliar o efeito do tratamento crénico com diferentes concentragdes do extrato aquoso de
folha de videira organica sobre o peso relativo de tecidos como figado, coracéo, rim,
gorduras retroabdominal e epididimal;

Awvaliar o efeito do tratamento cronico do extrato de folhas de videira, administrado nas doses
de 50, 100 e 200 mg/kg, sobre a glicemia de jejum e pos-sobrecarga de glicose em ratos
diabéticos e ndo diabéticos;

Avaliar o efeito do tratamento crénico do extrato de folhas de videiras nas doses de 50, 100 e
200 mg/kg, sobre parametros lipidicos como colesterol total, HDL, LDL, VLDL em ratos

diabéticos e ndo diabéticos;
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= Auvaliar o efeito do tratamento cronico do extrato de folhas de videiras nas doses de 50, 100 e
200 mg/kg sobre funcdo hepatica e renal através de parametros bioquimicos como AST,
ALT, creatinina e ureia em ratos diabéticos e ndo diabéticos;

= Determinar as propriedades antioxidantes do extrato aquoso de folhas de videira da variedade
Bordd, produzida por cultivo orgéanico, apds administracdo cronica de 50, 100 e 200 mg/kg,
sobre o figado, coracdo e rim de animais diabéticos e ndo diabéticos pela mensuracdo de
dano lipidico (TBARS), proteico (carbonila), antioxidante ndo enzimético (sulfidrilas) e da

atividade de enzimas antioxidantes (SOD e CAT);
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados 88 ratos Wistar, machos, adultos (90 dias), provenientes do Centro de
Reproducdo e Experimentacdo em Animais de Laboratorio (CREAL) da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS). Durante todo o periodo experimental os animais foram
mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia, agrupados (n = 5/caixa) em
caixas de polipropileno (33 x 17 x 40 cm), sob condigdes de iluminagéo claro-escuro de 12 horas
(7:00-19:00h), temperatura (22 + 2° C) e umidade (65%) controladas. Os animais tinham livre
acesso a agua e alimento, exceto no dia da determinacao da glicemia de jejum e pds- sobrecarga
de glicose (jejum de 8 horas) e no ultimo dia do experimento, anterior a eutanasia (jejum de 12
horas). O experimento teve inicio apenas apds aprovacdo pelo CEUA/UFRGS (n° 22445),
seguindo as normas do CONCEA e leis internacionais que regem os cuidados éticos no manejo
de animais. Todos os esfor¢os foram feitos para minimizar o desconforto ou o estresse dos

animais.

3.2 Inducéo do diabete

O diabete foi induzido nos ratos (n = 48) pela administracdo de 60 mg/kg de
estreptozotocina (Sigma, St. Lewis, USA), via intraperitoneal (ip), dissolvida em tampéo citrato
(pH 4,5) e preparada imediatamente antes do uso. Nos ratos controle (n = 40) foram
administrados com tampéo citrato de forma que todos os animais recebessem o equivalente a 1
mL/kg. ApOs 48 horas da administracdo, o diabete foi confirmado em aparelho portatil
(Glucotrend, Boehringer Institute, Mannheim, AL) a partir de uma gota de sangue retirada da
porc¢do distal da cauda do rato (Figura 1). Os animais que apresentaram glicemia capilar inferior
a 200 mg/dL foram excluidos do estudo.
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Figura 3. Estimativa da glicose capilar dos animais diabéticos e ndo diabéticos. A: Aparelho para
determinacgéo da glicemia e B: coleta de sangue por puncdo na porcao distal da cauda do
rato.

3.3 Extrato de folha de videira organica

3.3.1 Identificagdo botanica

As folhas de Vitis labrusca, variedade Bord6, foram colhidas de cultivares organicos do
Municipio de Flores da Cunha/RS e certificados pela ECOVIDA — uma entidade agroecoldgica
que avalia plantacdes e certifica manejo organico na producdo (www.ecovida.org.br). As folhas
foram coletadas no més novembro de 2012, ao final da floracdo e antes da frutificacdo e foram
identificadas pelo botanico Amaury Silva Junior, responsavel pelo Herbario do Centro

Universitario Metodista do IPA.

3.3.2 Obtencéo do extrato aquoso bruto

Para o preparo do extrato bruto, o método extrativo utilizado foi o sistema fechado de
aquecimento sob refluxo. As folhas frescas foram pesadas (2.227,45 @), trituradas e colocadas
em um baldo de fundo redondo, contendo agua destilada na proporcéo de 1:10 (planta/solvente).

O baldo foi colocado sobre uma manta de aquecimento acoplado a um condensador por 1 hora.
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Para a remocdo do solvente e obtengdo do extrato bruto, foi utilizado banho-maria a 60°C até a
secagem total. A massa total de extrato aquoso bruto obtido corresponde a 113,43 g, equivalente
a um rendimento de 5%. Durante o periodo experimental, a cada cinco dias, 0 extrato bruto
resultante foi reconstituido em solucdo salina a 0,9% estéril, na concentracdo de 50, 100 e 200
mg/mL, acondicionado em frasco ambar e mantido sob refrigeracdo. O extrato foi administrado
nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg de peso do animal. Essas doses foram selecionadas com base
em estudos anteriores (Orhan et al., 2006; 2007). O contetdo total de polifendis e o teor de
flavonoides foram quantificados por método espectrofotométrico de acordo com a metodologia
de Singleton e colaboradores (1999) e Monagas e colaboradores (2003), respectivamente. A
concentracdo de naringina, resveratrol, catequina e epicatequina foi determinada por CLAE

segundo metodologia especifica (Saucier et al., 2003; Hector et al., 1996).

3.4 Procedimento experimental

Apos confirmacéo do diabete e 72 horas da administracdo da estreptozotocina os animais
dos grupos diabéticos (STZ) e ndo diabéticos (CTR) foram reagrupados para receberem doses
diarias de salina (CTRO e STZ0) ou extrato aquoso da folha da videira da variedade Bordo,
cultivada pelo método orgénico, nas concentragdes de 50, 100 ou 200 mg/kg (CTR50, CTR100,
CTR200 e STZ50, STZ100, STZ200), administrados via oral, por gavagem, durante 30 dias, uma
vez ao dia.

No 28° dia os animais foram mantidos em jejum por 8 horas para avaliacdo do teste oral
de tolerancia a glicose. A glicemia capilar de jejum foi avaliada imediatamente antes da
administracdo do extrato com auxilio de aparelho portéatil. Apés 30 minutos da administracao, foi
administrado ao animal uma solucdo glicosada 2 g/kg, via oral, para avaliacdo da curva
glicémica, conforme descrito abaixo. No 30° dia, os animais foram mantidos em jejum por 12

horas e eutanasiados por decapitacdo apds 30 minutos da administracdo do extrato. O sangue
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troncular foi coletado para determinagdes bioquimicas e os tecidos foram dissecados, pesados e
imediatamente congelados em nitrogénio liquido para posterior armazenamento em biofreezer (-
80° C) e determinacéo dos parametros de estresse oxidativo.

A definicdo do numero de animais por grupo experimental foi feita com base em estudos
anteriores realizados em nosso laboratério, bem como na literatura cientifica (Gomez et al.,
2003; Caletti et al., 2012). Este niUmero de animais representa 0 nimero minimo necessario para

a producdo de dados cientificos confiaveis.

3.5 Monitoracgao do consumo de racéo e de agua

A racdo padrdo de laboratério (Nuvilab, Sdo Paulo, SP) e a 4gua ingerida pelos animais
foram pesadas a cada dois dias para avaliacdo do efeito do extrato de folha de videira sobre o
comportamento alimentar e hidrico. Para estimar o consumo individual de agua e racdo foi
considerado o total ingerido dividido pelo nimero de animais por caixa (n = 5). O indice de
eficiéncia alimentar (IE) foi calculado pela relagdo entre a variacdo de peso total e ingestdo de

alimento (IE = variacao de peso (g)/consumo de racao (g) x 100).

3.6 Avaliacao de medidas ponderais

Os animais foram pesados duas vezes por semana para reajuste de dose e também para
avaliacdo do efeito do tratamento com o extrato sobre a variagdo temporal de peso corporal. No
altimo dia de tratamento, além do peso corporal, foi mensurada a estatura do animal
(comprimento naso-anal) para determinacdo do indice de massa corporal para roedores (indice
de Lee = raiz cubica do peso corporal (g)/comprimento naso-anal (cm) (Bernardis, Patterson,
1968). Apds a eutanasia, foi mensurado também o peso do figado, coragdo, rim e das gorduras

retroabdominal e epididimal para inferéncia de toxicidade sobre os diferentes tecidos pela
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administracdo das diferentes concentracGes do extrato de folhas de videira (Mukinda, Eagles

2010).

3.7 Determinacao dos parametros bioquimicos

No 30° dia, apds 12 horas de jejum e 30 minutos da administracdo do extrato ou salina, 0s
ratos foram eutanasiados por decapitacdo e o sangue troncular foi coletado, centrifugados sob
refrigeracdo (1000g, 5 min., 5 °C) e congelado em biofreezer a -80C para posterior determinacéo
dos parametros bioquimicos. As concentracfes da glicemia de jejum, triglicerideos, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), bem como colesterol total, HDL-C,
creatinina e ureia, foram determinadas com auxilio de kits comerciais (LABTEST, Séo Paulo,
SP), especificos para cada ensaio, por método colorimétrico ou enzimatico em aparelho
automatizado (CT 600 I, Labimbraz, Buenos Aires, Argentina). Os valores de LDL-C e VLDL-C

foram obtidos através de calculos utilizando-se a formula de Friedwald (Mota, 2003).

3.7.1 Teste oral de toleréncia a glicose (TOTG)

Para avaliar a influéncia do extrato sobre os niveis glicémicos ap0s a ingestdo de
sobrecarga de glicose, foi realizado o teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), no 28° dia de
tratamento. Apos jejum de 8 horas, foi administrada uma solucdo de glicose na concentracdo de
2 g/kg por animal, por via oral (gavagem). A glicemia foi avaliada antes da administracdo da
glicose, periodo que corresponde ao tempo 0, e apo6s 30, 60 e 120 minutos da administracéo oral
da glicose (Nain et al., 2012). A glicemia de jejum e ap0ds sobrecarga de glicose ao longo do
tempo foi determinada com um aparelho portatil (Glucotrend, Boehringer Institute, Mannheim,
Germany) (Figura 3-A). Ap6s uma pequena incisdo na porcdo distal da cauda do rato (Figura 3-
B) a tira de teste, j& acoplada ao aparelho, foi aproximada da gota de sangue para leitura e

medida da glicemia. Esse método foi escolhido pelo fato de dispensar o emprego de anestésicos
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que poderiam interferir sobre a glicemia (Guarino et al., 2013), bem como pelo menor grau de

estresse, uma vez que os animais ja eram manipulados pelo mesmo pesquisador.

3.8 Avaliacao de parametros de estresse oxidativo
Para avaliagdo do estresse oxidativo foram utilizados o tecido hepético, o tecido cardiaco

e o tecido renal.

3.8.1 Preparo dos homogeneizados

As amostras de figado, coragéo e rim foram pesadas e homogeneizadas por 30 segundos
em Ultra Stirrer (modelo Ultra 80) na presenca de tampdo KCl a 1,15% (5 mL/g de tecido) e de
fluoreto de fenil metil sulfonil (PMSF), um inibidor de proteases, na concentragdo de 100
mmol/L em isopropanol (10 pL para cada mL de KCI adicionado a amostra). Na sequéncia, 0s
homogeneizados foram centrifugados por 10 minutos a 1000g em centrifuga refrigerada
(Universal 320 R, Hettich). O sobrenadante foi coletado e congelado em biofreezer a -80C para

posterior determinacdo dos parametros de estresse oxidativo.

3.8.2 Substéancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Para determinacdo do dano lipidico, 50 pL de sulfato duodecil de sédio (SDS) a 8,1%
(p/v) foram adicionados a 200 puL do homogeneizado, seguido de 375 pL de acido acético a 20%
(p/v), pH 3,5 (Ohkawa et al., 1979). Na sequéncia foi adicionado 375 pL de &cido tiobarbitarico
(TBA), que reage com os produtos da lipoperoxidacdo, formando um composto de coloragédo
rosada. A absorbancia foi lida a 535 nm em espectrofotdmetro (Bioespectro SP 220, Séo Paulo,
Brasil). Malondialdeido comercialmente disponivel foi usado como padrdo. Os resultados foram

expressos em nmoles de TBARS por mg de proteina.
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3.8.3 Grupamentos Tidis Totais (sulfidrilas)

Em 14 pL de sobrenadante da amostra homogeneizada foi adicionado 16 pL de 5,5"-
ditiobis &cido 2-nitrobenzdico (DTNB) a 10mM que, reagindo com 0s grupamentos tidis
proteicos da amostra, gera um derivado de cor amarelo lido no espectrofotometro (Bioespectro
SP 220, S&o Paulo, Brasil) a 412 nm (Aksenov, Markesbbery, 2001). Como muitas proteinas
possuem residuos de cisteina, com grupamentos sulfidrilas (SH) totais que podem ser oxidados
pela acdo de espécies reativas, a quantificacdo das sulfidrilas totais é inversamente proporcional

ao dano proteico. Os resultados foram expressos como nmoL/mg de proteina.

3.8.4 Concentracdo de Proteinas Modificadas por Mecanismo Oxidativo: Carbonilas
Proteicas
A 25 pL de sobrenadante da amostra homogeneizada foi adicionada 100 pL de
dinitrofenilhidrazina (DNPH) a 10mM (dissolvido em HCI a 2M), resultando na producéo de
dinitrofenilhidrazona, um produto da reacdo entre DNPH e grupamentos carbonilas presentes em
proteinas danificadas por ROS (Reznick, Pacher, 1994). A absorbancia foi determinada por
espectofotometria (UV/VIS Double Beam (T80), Pequim, China) a 370 nm e os resultados

expressos como nmol por mg de proteina.

3.8.5 Atividade da Enzima Superéxido Dismutase (SOD)

Para este ensaio, a mostra homogeneizada foi utilizada em trés diferentes volumes (10, 25
e 50 pyL). Esta técnica baseia-se na inibicdo do radical superdxido pela enzima SOD presente na
amostra. A SOD compete pelo radical superéxido com o sistema de deteccdo. A oxidacdo de 17
pL adrenalina a 60 mM leva a formacdo de um composto colorido, o adrenocromo, que foi
determinado espectrofotometricamente (Bioespectro SP 220, Sdo Paulo, Brasil) a 480 nm. Os

resultados foram expressos em USOD por mg de proteina. Uma unidade de SOD foi definida
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como a quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidacdo da adrenalina

(Bannister, Calabarese 1987).

3.8.6 Atividade da Enzima Catalase (CAT)

Em uma cubeta de quartzo contendo 1960 pL de tampdo fosfato (pH 7) foram
adicionados 20 pL de homogeneizado e 20 pL de per6xido de hidrogénio a 0,3 M (Aebi, 1984).
A absorbéancia foi lida em espectrofotometro (UV/VIS Double Beam (T80), Pequim, China) a
240 nm nos tempos 0, 30 e 60 segundos. A atividade da enzima CAT é diretamente proporcional
a velocidade de decomposicédo do peroxido de hidrogénio, obedecendo a uma cinética de pseudo-
primeira ordem. Os resultados foram expressos em unidades de catalase (UCAT) por mg de

proteina.

3.9 Dosagem de proteinas
As proteinas foram quantificadas pelo método de Lowry et al (1951), usando-se albumina

sérica bovina na concentracdo de 1 mg/mL como padréo.

3.10 Compostos fendlicos do extrato da folha de videira

O conteudo total de compostos fendlicos foi determinado de acordo com Singleton e
colaboradores (1999), por um ensaio adaptado do método colorimétrico de Folin-Ciocalteau. Os
resultados foram expressos em mg de acido galico por mL. A quantificacdo de flavonoides foi
mensurada, segundo a metodologia de Monagas e colaboradores (2003). A concentracdo de
naringina, resveratrol, catequina e epicatequina foi determinada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (HP 1100, Linchrospher RP 18) equipada com um detector de UV e um
sistema de bomba quaterndrio. A quantificacdo de naringina, catequina e epicatequina foi

determinada segundo a metodologia de Saucier e colaboradores (2003). Ja, a quantificagdo de
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resveratrol foi realizada de acordo com Hector e colaboradores (1996). Os resultados foram

expressos por pg/mL.

3.11 Analise estatistica

Os resultados foram reunidos em banco de dados e testados para distribuicdo normal pelo
teste de Shapiro-Wilks. Parametros com distribuicdo normal foram analisados por analise de
variancia (ANOVA) de duas vias considerando-se como varidveis independentes a condigdo de
diabete e o tratamento com as diferentes concentragdes do extrato de folha de videira. Para
detectar diferenca entre os grupos dos dados paramétricos foi selecionado o teste de Bonferroni.
Para resultados ndo parametricos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de
Dunnett para deteccdo de diferenca entre os grupos. Para avaliagdo do consumo de ragédo e agua
ao longo do tempo, bem como para variacdes da curva glicémica, foi utilizada ANOVA de duas
vias de medidas repetidas. Diferenca estatisticamente significativa foi consideradas apenas para

valores com P < 0,05.

4. Resultados
4.1 Conteuado total de polifenois

A gquantificacdo dos compostos fenolicos e flavonoides do extrato aquoso da folha de
videira organica é apresentada na tabela 1, mostrando que dentre os flavonoides a naringina
aparece como 0 mais prevalente, seguida de catequinas e epicatequinas. Também foi detectada a

presenca de resveratrol, um ndo flavonoide.

Tabela 1: Contetdo total fendlico do extrato aquoso de folha de videira organica
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Polifenois Flavonoides Naringina Catequina Epicatequina Resveratrol
totais totais (ng /mL de (ng/mL de (ng/mL de (ng/mL de
(mg de acido (ug de extrato extrato extrato bruto)  extrato bruto)
galico /mL rutina/mL de bruto) bruto)
de extrato extrato bruto)
bruto)
Extrato aquoso
de folha de 438+901 26,08£05 160,22+ 0,15 573+0,07  4,60£0,10 0,003+ 0,001

videira orgénica

Valores expressos como média + desvio padrao.

4.2 Estimativa do consumo de racao e de dgua e do indice de eficiéncia alimentar

Nossos resultados mostram que os animais diabéticos ingeriram quantidades maiores de

racdo (Figura 4, P = 0,001) e agua (Figura 5, P = 0,003). No entanto o extrato aquoso de folha

de videira organica ndo alterou nenhum desses parametros apos administracéo cronica.
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Figura 4. Efeito do extrato aquoso da folha de videira organica, nas concentrag¢6es de 50, 100 ou

200mg/kg, sobre o consumo semanal de racdo (g/rato/semana) nos ratos nao diabéticos

(CTR) e diabéticos (STZ) tratados por gavagem por 30 dias. Valores representados

como media + desvio padréo; n=10/grupo; ANOVA-2-vias + Bonferroni. * diferente

de CTRO, P < 0,001.
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Figura 5. Efeito do extrato aquoso da folha de videira orgénica, nas concentragdes de 50, 100 ou
200mg/kg, sobre o consumo de agua (mL/rato/semana) nos ndo diabéticos (CTR) e
ratos diabéticos (STZ) tratados por gavagem por 30 dias. Valores representados como
média + desvio padrdo; n=10/grupo; ANOVA-2-vias + Bonferroni. * diferente de
CTR, P<0,05.

O indice de eficiéncia alimentar (racdo ingerida/variacdo de peso) total foi menor para os
ratos diabéticos (P < 0,001) (Figura 6). A administracdo do extrato de folha de videira nédo

interferiu significativamente sobre esses parametros.
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Figura 6. Efeito do extrato aquoso da folha de videira orgénica, nas concentragdes de 50, 100 ou
200mg/kg, sobre a eficiéncia alimentar em ratos diabéticos (STZ) e ndo diabéticos
(CTR) tratados por gavagem por 30 dias. Valores representados como média + desvio

padrédo; n=10/grupo; ANOVA-2-vias + Bonferroni. * diferente de CTR, P < 0,001.

4.3 Avaliacdo de medidas ponderais

Ratos diabéticos apresentam menor massa corporal média que ratos ndo diabéticos ao
final do periodo experimental, ndo sendo esse parametro afetado pela administracdo do extrato
(Figura 7). Observamos que durante o periodo experimental, os animais diabéticos reduziram o
peso corporal enquanto os ndo diabéticos apresentaram um incremento de peso (Tabela 2).
Entretanto, a administracdo do extrato na dose de 200 mg/kg reduziu significativamente a perda

de peso nos animais diabéticos (Figura 7).
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Efeito do extrato aquoso da folha de videira organica, nas concentragdes de 50, 100 ou
200mg/kg, sobre o peso semanal em ratos ndo diabéticos (CTR) e diabéticos (STZ)
tratados por gavagem por 30 dias. Valores representados como mediana e intervalo
interquatis; n=10/grupo; Kruskal-walis + Dunnett. # diferente de CTR; * diferente de
STZ0, P <0,05.

Em relacdo ao indice de Lee, detectamos que os animais diabéticos tiveram menores

indices quando comparados aos ndo diabéticos. Este parametro também nédo foi alterado pela

administracao do extrato (Tabela 2).
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Tabela 2. Variacao de peso total, percentual e indice de Lee em ratos diabéticos e ndo diabéticos

apos 30 dias de administracdo do extrato da folha de videira orgénica nas doses de 50,
100 ou 200 mg/kg.

Variagdo de peso total  Variagdo de peso total indice de Lee
(9) (%)

CTRO 37,8134 12,5+5,0 32175
CTR 50 46,7 + 13,4 145+8,0 327 +10,4
CTR 100 40,8 £115 13,3£4,0 329+ 6,7
CTR 200 335+9,3 11,3+3,0 330+10,3

STZO0 -56,1 + 30,8* -20 = 8,0* 313 +10,1*
STZ50 -30,4 £ 21,6* -14 + 9,0* 314 + 15,0*
STZ 100 -38,9 £11,0* -25 £ 21,0* 304 +9,7*
STZ 200 -22,2 £22,2* -8,0 £ 8,0* 315+ 12,7*

o] < 0,001 < 0,001 < 0,05

Valores em média * desvio padréo (n=10/grupo). Analise estatistica realizada por ANOVA de

duas vias seguida de Bonferroni. * diferente de CTR;

4.4 Peso relativo dos tecidos

Em relacdo ao peso relativo dos tecidos (g de tecido/100g de peso corporal), observamos

que a condicdo de diabete aumentou o peso do figado (P < 0,001), do coracdo (P < 0,05) e do

rim (P < 0,001) e diminuiu depositos de gordura epididimal e retroabdominal (P < 0,001). A

administracdo do extrato na dose de 200 mg/kg preveniu a reducdo da gordura epididimal nos

animais diabéticos (P < 0,001). Entretanto, nehuma dose de extrato alterou 0s outros parametros

avaliados (Tabela 3).
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Tabela 3. Peso relativo (g de tecido/100g de peso corporal) de diferentes tecidos de ratos
diabéticos e ndo diabéticos apds 30 dias de administracdo do extrato aquoso da folha

de videira orgénica nas doses de 50, 100 ou 200 mg/Kkg.

Gordura Gordura
Figado Coracéo Rim retroabdominal epididimal
CTRO 2,97 £ 0,57 0,32 £0,03 0,32 £ 0,02 1,33 £ 0,52 1,16 £ 0,25
CTR 50 3,00 £ 0,65 0,31+£0,04 0,32 £ 0,02 1,37 £0,38 1,26 £ 0,29
CTR 100 3,02 £ 0,57 0,30 £ 0,06 0,31+ 0,30 1,48 £ 0,35 1,38 £0,14
CTR 200 3,04 £ 0,69 0,34 +0,11 0,34 £ 0,69 1,44 £ 0,22 1,48 £ 0,24#
STZO0 3,63 £ 0,36* 0,35+ 0,07* 0,53+0,36* 0,001 +0,02* 0,03 £ 0,07*
STZ50 3,66 + 0,46* 0,36 £ 0,07* 0,53 £0,46* 0,001 £ 0,06* 0,01 +0,02*
STZ 100 3,52 £ 0,24* 0,35 £ 0,08* 0,53 +0,24* 0,01 £0,04* 0,07 £ 0,16*
STZ 200 3,58 £0,23* 0,35 £ 0,05* 0,50 + 0,23* 0,05 £ 0,07* 0,28 = 0,20*#
P < 0,001 < 0,05 < 0,001 < 0,001 < 0,05

Valores em média + desvio padrdo (n=10/grupo). ANOVA- 2 vias + Bonferroni. *Diferente de
CTR; # diferente de STZ0, STZ50, CTRO e CTR50.

4.5 Glicemia de jejum e pos-sobrecarga de glicose

Nossos resultados mostraram que os ratos diabéticos apresentaram maior glicemia de
jejum (453,4+ 101,51 mg/dL) quando comparados aos ndo diabéticos (111,8+ 9,83 mg/dL) (P <
0,001). O extrato ndo modificou essas glicemias apos tratamento cronico. Apds a administracdo
oral da sobrecarga de glicose, os animais diabéticos apresentaram niveis glicémicos mais
elevados em relacdo aos nao diabéticos. Em relacdo aos diferentes tempos avaliados, observamos

que tanto os animais diabéticos quanto os ndo diabéticos apresentavam glicemias ainda mais

49



elevadas nos tempos 30 e 60 minutos em relagdo ao tempos 0 e 120 minutos, conforme figura 8A

e 8B.
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Figura 8. Efeito da administracdo cronica do extrato aquoso da folha de videira organica, nas
concentragdes de 50, 100 ou 200mg/kg, sobre o teste oral de tolerdncia a glicose
(TOTG) em ratos nao diabéticos (A) e diabéticos (B). Valores representados como

média + desvio padrdo; n=10/grupo; ANOVA-2-vias + P < 0,001.
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4.6 Paréametros séricos: lipidicos, hepéticos e renais

Nossos resultados mostraram que o0s ratos diabéticos apresentaram aumento de
triglicerideos, HDL-C e VLDL-C (Tabela 4). Curiosamente, o tratamento crénico com o extrato
de folha de videira na dose de 50 mg/kg reduziu as concentracGes de LDL plasmaticos tanto em

ratos diabéticos quanto em ndo diabéticos (P < 0,05).

Tabela 4. Concentracdo de lipideos e lipoproteinas séricas em ratos diabéticos (STZ) e nédo
diabéticos (CTR) ap6s 30 dias de administracdo do extrato da folha de videira
organica nas doses de 50, 100 ou 200 mg/kg.

Triglicerideos  Colesterol HDL LDL VLDL
(mg/dL) total (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
(mg/dL)

CTRO 55,8 + 26,15 39,0+ 11,11 16,2 +4,81 11,6 + 3,09 11,1 +5,23
CTR 50 51,5+67,48 34,4 £ 6,26 16,5+4,18 8,8+574** 16,0 £ 13,49
CTR 100 39,8 + 25,91 30,2 + 13,95 15,7+ 7,19 9,4 +4,33 7,9+5,18
CTR 200 35,4 + 24,88 33,6 +9,78 14,8 +4,91 11,7 4,76 7,0 £4,97

STZO0 72,8 £ 47,79* 42,4 +12,17 19,8 +5,93* 12,5+ 8,65 10,0 + 4,33*
STZ50 150,8 +109,31* 36,6 + 14,94 14,8 + 3,70* 3,7x724# 30,1+ 21,86*
STZ 100 70,2 + 47,88* 41,2 +18,21 19,0 + 7,96* 8,1+6,70 14,0 £ 9,57*
STZ 200 101 + 43,22* 51 + 15,33 26,0 +591* 11,6 £ 3,09 5,3 + 8,96*

P < 0,05 0,071 < 0,05 0,009 0,038

Valores em média + desvio padrdo (n=10/grupo). ANOVA 2 vias + Bonferroni. *Diferente de
CTR; # diferente de STZ0; ** diferente de CTRO.

O diabete também aumentou parametros como AST, ALT e ureia em ratos (Tabela 5).
Aqui também o tratamento crénico com o extrato de folha de videira nas de 50 e 100 mg/kg
reduzem a atividade da AST foi encontrada nos animais diabéticos (P < 0,05). Uma reducdo na
concentracdo de creatinina foi encontrada nos ratos diabéticos e ndo diabéticos (P < 0,05). Essa

mesma dose diminuiu a concentracdo de ureia somente nos animais diabéticos (P = 0,003).
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Tabela 5. Perfil de fungdo hepatica e renal em ratos diabéticos e ndo diabéticos apos 30 dias de

administracdo do extrato da folha de videira organica nas doses de 50, 100 ou 200

mg/Kg.
AST (U/L) ALT (U/L) Ureia (mg/dL) Creatinina
(mg/dL)
CTRO 145,6 [32] 66 + 29,9 31,0 £12,58 0,29+ 0,14
CTR50 129 [67] 57+134 29,2 £ 3,70 0,25 £0,03*
CTR 100 86 [78] 43+ 21,6 28,5+7,59 0,28 £ 0,09
CTR 200 115199] 44 + 219 27,8+ 4,08 0,28 £ 0,07
STZO0 256 [68]* 203 £ 26* 77,0 £ 25,52* 0,29 £0,08
STZ 50 98 [87]*# 115 + 48,9* 40,7 + 16,78# 0,20 + 0,03*
STZ 100 137 [98]*# 94 + 66,5* 56, 2+ 16,39 0,25 £ 0,07
STZ 200 418 [212]* 242 + 206* 59,8 + 22,3 0,31+ 0,09
P < 0,05 < 0,001 < 0,05 0,010

Valores de AST representados como mediana e + intervalo interquartil. Demais valores

representados como média + desvio padrdo (N=10/grupo); ANOVA - 2 vias + Bonferroni.

Kruskal-Walis + Dunnet. *Diferente de CTR; #diferente de STZO0.

4.7 Avaliacédo de parametros de estresse oxidativo
4.7.1 Figado

A concentracdo de TBARS e carbonilas foi mensurada no tecido hepatico, para estimar o
efeito do extrato de videira sobre a lipoperoxidacdo e oxidacdo de proteinas. A condicdo de
diabete aumentou TBARS, evidenciando dano lipidico pela hiperglicemia cronica (P < 0,001)
(Figura 9). O extrato aquoso de folha de videira organica reduziu a concentracdo de TBARS no

figado dos ratos diabéticos para as trés diferentes doses (Figura 6).

52



14 4

12 4

10 4

TBARS (nmol/mg)
*

CTR0 CTR30 CTR100 CTR200 STZ0 STZS0 STZ100 STZ200

Figura 9. Efeito da administracdo cronica do extrato aquoso da folha de videira organica, nas
concentragbes de 50, 100 ou 200mg/kg, sobre as substancias reativas ao acido
tiobarbittrico (TBARS) no figado de ratos ndo diabéticos (CTR) e diabéticos (STZ) e
tratados por gavagem por 30 dias. Valores representados como média + erro padrao;

n=10/grupo; ANOVA-2-vias + Bonferroni. * diferente de STZ0, P < 0,05; # diferente
de CTRO, P < 0,001.

A condicdo de diabete também aumentou carbonilas proteicas (P = 0,012). O extrato nas

doses de 100 e 200 mg/kg reduziu esse marcador de dano proteico (Figura 10).
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Figura 10. Efeito do tratamento cronico com extrato aquoso da folha de videira orgénica, nas
concentracdes de 50, 100 ou 200mg/kg, sobre a concentracdo de carbonilas proteicas
no figado de ratos ndo diabéticos (CTR) e diabéticos (STZ) e tratados por gavagem
por 30 dias. Valores representados como média + erro padrdo; n=10/grupo;
ANOVA-2-vias + Bonferroni. * diferente de STZO0, P < 0,05; # diferente de CTRO, P
< 0,001.

Nesse mesmo tecido, o diabete reduziu a concentracdo de sulfidrilas, evidenciando
reducdo do potencial antioxidante mediado por mecanismo ndo enzimatico (P < 0,001) (Figura

11). Para esse parametro, todas as doses de extrato de folha de videira mostraram efeito protetor.
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Figura 11. Efeito do tratamento cronico com extrato aquoso da folha de videira orgénica, nas
concentracdes de 50, 100 ou 200mg/kg, sobre a concentracdo de sulfidrilas totais no
figado de ratos ndo diabéticos (CTR) e diabéticos (STZ) e tratados por gavagem por
30 dias. Valores representados como média + erro padrdo; n=10/grupo; ANOVA-2-
vias + Bonferroni. * diferente de STZ0, P < 0,05; # diferente de CTRO, P < 0,001.

Em relacdo ao sistema de defesa antioxidante enzimatico, observamos que a
hiperglicemia crénica ndo afetou atividade da enzima SOD, mas aumentou a atividade da enzima
catalase (Figura 12). No entanto, a aministracdo cronica da dose de 100 mg/kg reduziu a
atividade da SOD nos animais ndo diabéticos (P < 0,05). Além disso, a maior dose do extrato
(200mg/kg) aumentou a atividade da SOD nos ratos diabéticos (P = 0,05) (Figura 9A) e a menor
dose do extrato (50mg/kg) reduziu a atividade da catalase nos ratos diabéticos (P = 0,009)

(Figura 9B).
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Figura 12. Efeito do extrato aquoso da folha de videira organica, nas concentragdes de 50, 100
ou 200mg/kg, sobre a atividade da superdéxido dismutase (SOD) (A) e da catalase
(CAT) (B) no figado de ratos ndo diabéticos (CTR) e diabéticos (STZ) e tratados por
gavagem por 30 dias. Valores representados como média + erro padrdo; n=10/grupo;
ANOVA-2-vias + Bonferroni. * diferente de STZ0 P < 0,05; # diferente de CTRO; P <

0,05.
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4.7.2 Coragéo

A avaliacdo da lipoperoxidacdo no tecido cardiaco revelou que o diabete aumentou 0s
niveis de TBARS, porém a administracdo do extrato de folha de videira organica, em nenhuma

das doses testadas, alterou este parametro (P < 0,001) (Figura 13).

TBARS (nmol/mg de proteina)

CTR0 CTRS0 CTR100 CTR200 STZ0 STZS50 STZ100 STZ200

Figura 13. Efeito do extrato aquoso da folha de videira organica, nas concentracdes de 50, 100
ou 200mg/kg, sobre as espeécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) no coragédo
de ratos ndo diabéticos (CTR) e diabéticos (STZ) e tratados por gavagem por 30 dias.
Valores representados como média + erro padrdo; n=10/grupo; ANOVA-2-vias +

Bonferroni. * diferente de CTR , P < 0,001.

Ainda, identificamos um aumento na oxidacdo de proteinas no tecido cardiaco dos
animais diabéticos, evidenciado por altas concentracGes de carbonilas. O extrato de folha de
videira reduziu significativamente os niveis de carbonilas proteicas nas trés diferentes doses (P <
0,001) (Figura 14). Entretanto, observamos um aumento na concentra¢do de carbonilas proteicas

ocasionado pela dose de 200 mg/kg nos animais nao diabéticos (P < 0,05) (Figura 14).
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Figura 14. Efeito do extrato aquoso da folha de videira organica, nas concentra¢des de 50, 100
ou 200mg/kg, sobre as carbonilas proteicas no coracao de ratos ndo diabéticos (CTR)
e diabéticos (STZ) tratados por gavagem por 30 dias. Valores representados como
média + erro padrdo; n=10/grupo; ANOVA-2-vias + Bonferroni. * diferente de
STZ0, P <0,001; # diferente de CTRO, P < 0,001; **diferente de CTRO; P < 0,05.

Em relacdo ao potencial antioxidante ndo enzimatico, detectamos que o diabete reduziu a
concentracdo de sulfidrilas totais. As doses de 100 e 200mg/kg do extrato aumentaram o0s niveis

de sulfidrilas no tecido cardiaco dos animais diabéticos (P < 0,001) (Figura 15).
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Figura 15. Efeito do extrato aquoso da folha de videira organica, nas concentracfes de 50, 100
ou 200mg/kg, sobre as sulfidrilas totais no coracdo de ratos ndo diabéticos (CTR) e
diabéticos (STZ) tratados por gavagem por 30 dias. Valores representados como
média + erro padréo; n=10/grupo; ANOVA-2-vias + Bonferroni. * diferente de STZ0
e STZ50, P <0,001; # diferente de CTR, P < 0,001.

A avaliacdo da atividade de enzimas antioxidantes revelou que o diabete ndo alterou a
SOD (P < 0,001) (Figura 16 A), mas aumentou a CAT (P < 0,001) (Figura 16 B). A dose de 100

mg/kg reduziu a atividade da CAT nos ratos diabéticos (P < 0,001) (Figura 16 B).
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Figura 16. Efeito do extrato aquoso da folha de videira organica, nas concentragdes de 50, 100
ou 200mg/kg, sobre a atividade da superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) no
coracdo de ratos ndo diabéticos (CTR) e diabéticos (STZ) tratados por gavagem por
30 dias. Valores representados como média + erro padréo; n=10/grupo, ANOVA-2-
vias + Bonferroni. * diferente dos STZ, P < 0,001; # diferente de CTRO, P < 0,001.
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4.7.3 Rim
Ao avaliarmos a oxidagdo lipidica no tecido renal, observamos que ndo houve alteracédo

nos niveis de TBARS (Figura 17).
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Figura 17. Efeito do extrato aquoso da folha de videira orgénica, nas concentracfes de 50, 100
ou 200 mg/kg, sobre as espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) no rim de
ndo diabéticos (CTR) e diabéticos (STZ)tratados por gavagem por 30 dias. Valores

representados como meédia + erro padréo; n=10/grupo; ANOVA-2-vias.

Por outro lado, detectamos que o diabete elevou a concentracdo de carbonilas proteicas
(P < 0,05), sendo a administracdo do extrato de folha de videira organica, nas diferentes doses,

capaz de reverter este aumento (P < 0,001) (figura 18).
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Figura 18. Efeito do extrato aquoso da folha de videira orgénica, nas concentracfes de 50, 100
ou 200mg/kg, sobre as carbonilas proteicas no rim de ratos ndo diabéticos (CTR) e
diabéticos (STZ) tratados por gavagem por 30 dias. Valores representados como
média + erro padrdo; n=10/grupo; ANOVA-2-vias + Bonferroni. * diferente de
STZ0, P < 0,001, # diferente de CTRO; P < 0,05.

Ainda, observamos uma reducdo dos grupamentos sulfidrilas totais no tecido renal dos
animais diabéticos (P < 0,001) (Figura 19). A dose de 50 mg/kg do extrato de folha de videira
organica foi capaz de restaurar a capacidade antioxidante endogena nestes animais (P = 0,002)
(figura 19). Em relacdo aos animais ndo diabéticos, observamos uma reducdo na concentracéo de

sulfidrilas totais pela administracdo das doses de 50 e 100mg/kg (P < 0,05) (Figura 19).
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Figura 19. Efeito do extrato aquoso da folha de videira organica, nas concentragdes de 50, 100
ou 200mg/kg, sobre as sulfidrilas totais no rim de ratos ndo diabéticos (CTR) e
diabéticos (STZ) tratados por gavagem por 30 dias. Valores representados como
média + erro padrdo; n=10/grupo; ANOVA-2-vias + Bonferroni. * diferente de
STZ0, P < 0,001, # diferente de CTRO, P < 0,05; ** diferente de CTRO, P < 0,001.

Em relacdo ao sistema antioxidante enzimatico, nossos resultados mostram que o diabete
aumentou a atividade da SOD (P = 0,004) (Figura 20 A), mas ndo alterou a atividade da CAT
(Figura 20 B). Entretanto, o extrato na dose de 50 mg/kg foi capaz de reduzir a atividade da

SOD, aumentada pela condicdo do diabete (P = 0,007) (figura 20 A).
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Figura 20. Efeito do extrato aquoso da folha de videira organica, nas concentracdes de 50, 100
ou 200mg/kg, sobre a atividade da superéxido dismutase (SOD) no rim de ratos nao
diabéticos (CTR) e diabéticos (STZ) tratados por gavagem por 30 dias. Valores
representados como média + desvio padrdo; n=10/grupo, ANOVA-2-vias +
Bonferroni. * diferente de STZ0 P < 0,05; # diferente de CTRO; P < 0,05.
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5. DISCUSSAO
5.1 Composigao do extrato aquoso de folha de videira organica

A busca por produtos naturais com potencial terapéutico para o tratamento do diabete e
suas comorbidades tem se tornado alvo de muitas pesquisas nos Ultimos anos. Diante da
diversidade de acGes benéficas descritas e o potencial terapéutico em diferentes patologias, 0s
polifendis presentes na uva e seus subprodutos podem ser considerados uma alternativa
terapéutica (Rodrigo et al., 2011; Quifione et al., 2013).

Embora os polifendis facam parte da composicdo fitoquimica de uma diversidade de
plantas, o padrdo qualitativo e quantitativo, bem como a biodisponibilidade dos polifendis
presentes determinara a existéncia de efeitos farmacoldgicos (Crozier et al., 2010; Abe 2007).
Sendo assim, a quantificacdo dos constituintes fenolicos pode estimar a qualidade e o potencial
terapéutico em folhas de videiras (Schneider et al., 2008).

No presente estudo, quantificamos o conteudo fendlico total, o teor de flavonoides totais,
bem como a concentracdo de naringina, catequinas, epicatequinas e de resveratrol, do extrato
aquoso produzido a partir de folhas de videira provenientes de cultivo organico. Sabe-se que 0s
niveis de polifendis variam grandemente entre cultivares da mesma espécie ou entre diferentes
partes da planta (Herrmann 1988). Schneider e colaboradores (2008) encontraram conteudo
fendlico variando entre 4,6 e 18,9 mg/100g e com concentracdo de flavonoides entre 0,2 e 1,45
mg/100g, evidenciando grande variabilidade dos constituintes fendlicos em folhas de videira
(Vitis vinifera) cultivadas em diferentes continentes.

O conteudo fendlico total do extrato aquoso de folhas videira organica, determinado neste
estudo foi de 4,38 mg/mL de extrato bruto. Dani e colaboradores (2010) encontraram
concentracdo de conteudo fendlico total de 20,2 mg/mL no extrato etandlico de folhas de videira
organica. Essa diferenca se deve provavelmente ao solvente de extracdo, bem como o método

extrativo utilizado (Simdes et al., 1999). O contetdo fendlico total da pele e da polpa de espécies
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de uvas cultivadas no Brasil varia de 1,43 a 2,46 mg/100g e 0,04 a 0,11 mg/100 mg,
respectivamente (Santos et al., 2011), evidenciando que dentre os subprodutos da uva, a folha
pode ser considerada uma importante fonte de polifendis.

Os flavonoides e antocianinas tém sido descritos como 0s compostos fenolicos
majoritarios encontrados em folhas de videiras (Monagas et al., 2006; Prieur et al., 1994).
Nossos resultados mostraram a presenca de 26 pg de flavonoides totais, 160 ug de naringina,
5,73 ug de catequinas e 4,6 ug de epicatequinas por mL de extrato bruto analisado. NOs
encontramos maiores concentragdes de flavonoides totais, bem como de naringina e catequinas,
no extrato aquoso de folha de videira orgénica, em comparagéo aos valores de flavonoides totais
(8,95 pg/mL), naringina (ndo detectado) e catequinas (4,3 ug/mL) encontrados no extrato
etanolico elaborado a partir de folhas de videiras cultivadas por método tradicional (Dani et al.,
2010), indicando que o cultivo organico aumenta a presenca desses Compostos.

As baixas concentracdes de resveratrol (0,003 ug/mL) encontradas no nosso extrato tém
relacdo com o local de sintese e armazenamento deste fitoquimico. Sabe-se que o resveratrol é
sintetizado e armazenado principalmente na casca das uvas, sendo encontrado em pequena
concentracdo em outras partes da videira (Bavaresco 2003). Seu conteldo é mais abundante na
casca de uvas roxas da espécie Vitis vinifera (de 1,1 a 12,3 mg/100 g) (Bavaresco 2003; Fan et
al., 2005). Em vinhos, os valores encontrados variaram desde 0,1 até 5,65 mg/L (Stervbo et al.,
2007). Utilizando o método de extracdo etandlico e por maior tempo de extracdo, Dani e
colaboradores (2010) encontraram concentragcdes 10 vezes maiores de resveratrol em um extrato
de folhas organica (0.714 mg/g de extrato bruto) comparadas ao extrato de folhas de cultivo
convencional (0.062 mg/g de extrato bruto), sendo essas diferencas atribuidas ao método de

cultivo organico.
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5.2 Par@metros metabdlicos

Embora estudos farmacoldgicos demonstrem os efeitos benéficos de polifendis isolados
para o diabete e suas complicacdes, a administracdo de medicamentos elaborados a partir de
plantas medicinais, contendo diferentes constituintes fitoquimicos, produzem efeitos
diferenciados, podendo ser considerados potenciais agentes terapéuticos (Sing et al., 2013;
Roghani; Baluchejadmorajad, 2010; Negri 2005). A variacdo no perfil de compostos fendlicos na
uva e seus derivados resultam em diferentes respostas bioldgicas. A diversidade de constituintes
ativos pode exercer efeitos sinérgicos, minimizando os efeitos deletérios ocasionados pela
hiperglicemia cronica em individuos diabéticos (Abe 2007; Brownlee 2004).

Sabe-se que o diabete esta associado ndo apenas a alteracdes glicémicas, mas também a
alteracdes no metabolismo de lipideos e proteinas (Devlin 2007; IDF 2013; Giaco, Brownlee
2010; Glesner et al.,2009; Kahn et al.,2009). De fato, o grau de descontrole metabdlico esta
intimamente relacionado com a gravidade das complicacdes em diabéticos (Kahn et al.,2009).

NOs avaliamos nesse estudo o efeito do extrato aquoso de folhas de videiras, produzidas
por cultivo organico, sobre parametros metabolicos em ratos diabéticos e ndo diabéticos. Diante
da escassez de informacdes disponiveis, nosso estudo, de carater exploratério, buscou identificar
principios ativos naturais da folha da videira da espécie Vitis labrusca, produzidas por cultivo

organico, no tratamento do diabete e de suas comorbidades.

5.2.1 Efeito do extrato aquoso de folhas de videira organica sobre a glicemia

Conforme esperado, nossos resultados mostram que o diabete, induzido pela
estreptozotocina, aumentou significativamente a glicemia nos animais. Entretanto, nenhuma das
doses do extrato aquoso de folha de videira, administrado cronicamente, apresentou efeito
hipoglicemiante. A mesma auséncia de resposta foi observada ap6s administracdo oral de uma

sobrecarga de glicose. De fato, o efeito hipoglicemiante de extratos é dependente da espécie e da
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concentracdo dos constituintes ativos da planta, do tipo de extragcdo utilizada, da via de
administracdo, bem como da severidade da hiperglicemia (Grover, Rathi 2000; Negri 2005;
Cavalli et al., 2007; Sefi et al., 2010). O Unico estudo avaliando o efeito de extrato aquoso de
folha de videira, de cultivo convencional, da espécie Vitis vinifera, sobre a glicemia mostrou
efeito hipoglicemiante na dose de 500 mg/kg, ap6s 15 dias de tratamento (Orhan et al., 2006).
Naquele estudo, a glicemia induzida pela estreptozotocina ndo ultrapassava 380 mg/dL enquanto
que para 0S nossos animais, 0s valores eram superiores a 500 mg/dL. Estudos avaliando o efeito
antidiabetogénico do extrato de folhas de Tinospora cordifolia, ou de extrato de Arctium minus,
mostram que ambos reduzem a glicemia somente nos animais que apresentam hiperglicemia de
leve a moderada (até 360 mg/dL), sem evidéncia de efeito em ratos com hiperglicemia severa (>
400 mg/dL) (Grover, Rathi 2000; Negri 2005). Embora especulativo, ndo descartamos que a
severidade do diabete tenha prejudicado o possivel efeito hipoglicemiante nas doses utilizadas
neste estudo.

Além disso, o efeito farmacologico € dependente, dentre outras coisas, da
biodisponibilidade das substancias bioativas administradas. N&o descartamos que a
administracao oral do extrato de folha de videira seja insuficiente para deteccdo do seu efeito
antidiabético, uma vez que a biodisponibilidade oral dos polifendis é de cerca de 10%, em
decorréncia da polaridade e do tamanho da molécula (Hu 2007). Administracdo pela via
intraperitoneal de um extrato aquoso de Artemisia campestris, elaborado a partir de folhas ricas

em polifendis, reduz a hiperglicemia em ratos diabéticos (Sefi et al., 2010).

5.2.2 Efeito do extrato aquoso de folhas de videira organica sobre lipideos

Além de alterar o metabolismo da glicose, o diabete é capaz de modular o metabolismo

lipidico, modificando os depoésitos de tecido adiposo por alterar o padrdo de gasto energético
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(Sefi et al., 2010; Sing et al., 2012; EI-Awdan et al., 2013). Isso ocorre, pois 0 comprometimento
energético, resultado do impedimento da conversdo de glicose em ATP no meio intracelular,
resulta na mobilizacdo de acidos graxos totais, que sdo utilizados como substrato metabdlico
pelas células (Kahn et al., 2009). De fato, em diabéticos, a auséncia ou deficiéncia de insulina
ativa a enzima lipase hormdnio sensivel que estimula a lipdlise, ocasionando uma reducéao
macica dos depdsitos de tecido adiposo e significativa perda de peso (Kahn et al.,2009).

Gorduras retroabdominal e epididimal apresentam diferengas na sua mobilizagdo
(Ghorbani et al., 2010). Depdsitos de gordura retroabdominais, por exemplo, s&o
metabolicamente mais ativos e mais suscetiveis a lipolise basal em funcdo de sua maior
vascularizagdo e responsividade a estimulos adrenérgicos, deflagrados durante deficiéncia de
insulina ou jejum (Ghorbani et al., 2010). Nossos resultados mostram que o diabete reduziu 0s
depdsitos de gordura retroabdominal e epididimal; no entanto, o extrato de videira na dose de
200 mg/kg preveniu a perda de gordura epididimal, evidenciando que a mobilizacdo dessa
gordura ocorre de modo mais tardio que a retroabdominal. Como esperado, 0s animais tratados
com a dose de 200 mg/kg de extrato apresentaram menor perda de peso em relacdo aos outros
animais diabéticos. Corroborando nossos resultados, a administracdo de extrato hidroalcélico de
folhas de Cestrum nocturnu, uma planta rica em flavonoides, ou de extrato de folhas de
Artemisia campestris, protegem ratos diabéticos contra a reducdo de peso corporal (Kamboj et
al., 2013, Sefi et al., 2012). Nosso estudo se diferencia dos demais por apontar o efeito sobre
reducdo da lipdlise e manutencdo do tecido adiposo em diabéticos, contribuindo para a reducéo
de &cidos graxos totais, minimizando a ocorréncia de dislipidemias, bem como reduzindo o risco
de eventos cardiovasculares.

Em diabéticos, a deficiéncia de insulina aumenta acidos graxos totais e estimula maior
producdo de lipoproteinas, gerando dislipidemias (Kahn et al.,2009). Sabe-se que dislipidemias

estdo diretamente relacionadas & ocorréncia de aterosclerose e doenga cardiovascular,
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comorbidades muito frequentes em individuos diabéticos (Kahn et al., 2009; Mooradian, 2009).
Nossos resultados mostram que o diabete elevou as concentragdes plasmaticas dos triglicerideos,
HDL-C e VLDL-C, porém nenhuma das doses de extrato administradas foi capaz de reverter
estes parametros. No entanto, o extrato na dose de 50mg/kg apresentou um efeito
hipocolesterolémico, ao reduzir o LDL-C nos animais diabéticos.

Catequinas isoladas do cha verde ou a associacdo de extrato de folhas Pterocarpus
marsupio Roxb e Ocimum sanctum Linn administrados por via oral também mostram efeito
redutor do LDL-C em ratos diabéticos (Roghani, Baluchejadmorajad 2010; Singh et al., 2012).
Tal efeito foi observado também pela administracdo de extrato aquoso de Withania coagulans
uma fruta rica em polifendis (Sukla et al., 2012). Esses autores mostram que 0 extrato de
Withania coagulans aumenta a atividade da enzima acetil-CoA carboxilase (enzima chave da
sintese de acidos graxos) e reduz a atividade da enzima HMG-CoA redutase, enzima limitante
para a sintese de colesterol (Sukla et al., 2012). Portanto, o efeito hipocolesterolémico do extrato
aquoso de folha de videira, na dose de 50 mg/kg, pode indicar possivel efeito terapéutico.
ConcentracOes elevadas de colesterol no sangue estdo correlacionadas com a citotoxidade

lipidica tanto em diabéticos quanto em ndo diabéticos (Mota, 2003; Sefi et al., 2010).

5.2.3 Efeito do extrato aquoso de folhas de videira organica sobre funcao renal e hepatica
Além de avaliarmos parametros de glicose e lipideos séricos, também avaliamos funcéo
renal e hepatica, com o intuito de investigar possiveis propriedades protetoras do extrato de folha
de videira orgéanica frente as complicacfes tardias do diabete. Em longo prazo, individuos
diabéticos sdo acometidos por uma disfuncdo renal, podendo evoluir até a nefropatia diabética
(an, et al., 2007). Alteracdes em marcadores renais como ureia e creatinina, podem predizer a

funcionalidade do rim (Almadal, Vilstrup, 1988; Mota, 2003).
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Em nosso trabalho, observamos que o extrato na dose de 50 mg/kg reduziu ureia e
cretinina nos animais diabéticos, evidenciando um efeito protetor da funcdo renal. Em diabéticos,
a hipoinsulinemia diminui sintese proteica e aumenta o catabolismo das proteinas, aumentando a
producdo hepética de ureia (Kahn et al.,2009). Portanto, aumento de ureia no plasma esta
relacionado ao teor de catabolismo proteico, estado de hidratacdo (alterado pela hiperglicemia) e
comprometimento da funcdo renal (Mota 2003). Outro importante marcador da funcéo renal é a
creatinina, um produto da degradacdo da fosfocreatina muscular que tem um padréo de producéo
e eliminacdo relativamente constante (Mota 2003).

Nossos resultados corroboram com estudos anteriores, que demonstraram que a
administracdo de extratos de plantas, ricos em polifendis melhoram a funcéo renal no diabete
experimental (Lee et al.,2009; Sefi et al., 2012; Yang et al., 2013). A concentracdo de ureia e
creatinina em ratos diabéticos foi reduzida apds a administracdo oral dos polifenois do extrato
metanolico de Acacia nilotica e de catequinas isoladas (Omara et al., 2012; Chennasamudram et
al., 2012). A hiperglicemia cronica promove oxidacdo de proteinas glomerulares, ocasionado
hipertrofia e deficiéncia de filtracdo. Tal dano oxidativo pode ser revertido pelo efeito
antioxidante de polifenois (Lee et al.,2009). Em outro trabalho, a administracdo intraperitoneal
de resveratrol, outro polifenol encontrado na uva ou seus subprodutos, reduz creatinina e ureia,
protegendo contra o dano renal, ocasionado pela hiperglicemia crénica (Schmatz et al., 2012).

Nossos resultados mostram que o extrato de folha de videira organica, na concentracdo de
50 mg/kg, apresenta potencial efeito nefroprotetor, possivelmente retardando a progressdo da
doenca renal. Coincidentemente, essa mesma dose reduziu o LDL-C nos ratos diabéticos. Sabe-
se que a dislipidemia desempenha um importante papel no desenvolvimento da esclerose
glomerular e deterioracdo da fungédo renal (Sun et al.,2002; Kahn et al., 2009). A administracao

de atorvastatina, um hipolipemiante, melhora consideravelmente a funcdo renal em humanos
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(Athyros et al., 2004). Portanto, ndo descartamos aqui que a protecdo renal produzida pelo
extrato esteja também relacionada ao decréscimo nos niveis de colesterol.

O tecido hepético também sofre as consequéncias do desequilibrio metabdlico provocado
pelo diabete. A hiperglicemia crénica promove dano estrutural ou funcional nos hepatécitos,
aumentando a permeabilidade da membrana e elevando a concentracéo das transaminases ALT e
AST no sangue (Dey, Lakshmanan, 2013; Mota 2003). Esse aumento das transaminases também
é justificado pelo aumento da gliconeogénese e da cetogénese, resultantes da deficiéncia de
insulina (Singh et al., 2012).

No presente estudo, encontramos um aumento na atividade da ALT e da AST nos
animais diabéticos. As doses de 50 e 100 mg/kg de extrato reduziram significativamente a
atividade da AST, evidenciando seu efeito hepatoprotetor. Corroborando com nossos resultados,
Pari e Suresh (2008) demonstram o efeito hepatoprotetor da administracdo de extrato alcodlico
de folhas de videiras, cultivadas pelo metodo convencional, ap6s administracdo cronica de etanol
em ratos. Também o extrato butanolico de folhas de videiras apresenta efeito hepatoprotetor pela
inducdo de cirrose por tetracloreto de carbono, evidenciado pela significativa reducdo na
atividade da AST e por parametros histologicos (Orhan et al., 2007).

Embora a existéncia de efeitos benéficos observados por extratos de plantas, deve-se
considerar que marcadores de funcdo renal e hepatica também podem indicar possiveis efeitos
toxicos desses produtos. Muitos estudos consideram o efeito protetor, utilizando doses elevadas
de extratos, sem considerar esses parametros (Sefi et al., 2010; Sing et al., 2012; EI-Awdan
2013). Nos mostramos aqui que, nas concentracdes investigadas, ndo ha dano renal ou hepatico
pelo uso de extrato de folha de videira organica.

Em relacdo aos demais parametros metabdlicos avaliados, nds verificamos que a
hiperglicemia induzida pela administracdo de estreptozotocina, aumentou a ingesta alimentar e

hidrica, além de reduzir a eficiéncia alimentar. Além disso, em relacdo aos pardmetros de
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medidas ponderais, ainda encontramos uma redugdo no indice de massa corporal e no peso
relativo da gordura epididimal, bem como aumento no peso relativo do figado, coracgéo, rim.
Entretanto, verificamos que a administracdo do extrato aquoso de folha de videira organica, nas

trés diferentes doses, ndo alterou estes parametros.

5.3 Efeito do extrato aquoso de folhas de videiras organica sobre parametros oxidativos no
figado

Indiscutivelmente, inimeros estudos demonstram as propriedades antioxidantes dos
polifenois da uva e seus subprodutos, porém poucos avaliam o potencial antioxidante da folha da
videira (Cardozo et al., 2013; EI-Afy et al., 2005; Oliboni et al., 2011). A acéo antioxidade dos
polifenodis da uva se deve tanto a sua capacidade de sequestrar metais de transi¢cdo, importantes
intermediarios na formacdo de espécies reativas, quanto como 0 seu potencial varredor
(scavenger) de radicais totais, inibindo reacdes oxidativas em cadeia (Ross, Kasum 2003; Fraga
et al., 2010).

O estresse oxidativo desempenha um papel central no desenvolvimento das complicacGes
do diabete (Giaco, Browlee 2010; Maritim 2003). A hiperglicemia crénica ativa diferentes vias
metabolicas que culminam com a superproducdo do radical superdxido, que direta ou
indiretamente, é capaz de gerar dano a multiplos érgédos (Dey, Lakshmann 2013; Quifione et al.,
2013; Sun et al., 2013; Browlee 2004; Fadini et al., 2009).

No presente estudo, nos avaliamos o efeito antioxidante do extrato de folhas de videira
organica no figado, coracdo e rim de ratos diabéticos. Em nosso estudo, observamos que o
diabete aumentou a concentracdo de TBARS e carbonilas e reduziu sulfidrilas no figado,
evidenciando dano lipidico e proteico, bem como uma reducdo nas defesas antioxidantes. Em
diabéticos, o excesso de glicose no figado promove a auto-oxidacdo da glicose livre e contribui

para a producdo de espécies reativas, seguida da carbonilacdo de proteinas, estresse oxidativo e
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dano celular (Dey, Lakshmann 2013). Além disso, distdrbios no metabolismo lipidico, presentes
em individuos diabéticos, aumentam a lipogénese hepética, resultando em acimulo e oxidacdo
de lipideos no hepatdcito, produzindo dano hepatico relacionado a hiperglicemia (Kahn et al.,
2009).

A administracdo de compostos fendlicos, tais como flavonoides, catequinas,
epicatequinas e resveratrol, presentes no extrato de folha da videira, administrado nas doses mais
elevadas (100 e 200 mg/kg) foi capaz de reduzir a lipoperoxidacao, a carbonilacdo de proteinas e
restaurar 0s niveis de antioxidantes ndo enzimaticos no figado dos ratos diabéticos. Este mesmo
padrédo antioxidante foi encontrado no figado de ratos, apos administracao de extrato alcoolico de
folhas de videiras frente ao dano oxidativo provocado pela administracéo cronica de etanol (Pari,
Suresh 2008). Estudos mostram que catequinas e epicatequinas presentes na folha de videira tém
efeito inibidor da lipoperoxidacéo por sua capacidade de eliminacdo de radicais totais e por sua
propriedade de quelar metais de transi¢do (Kravchenko et al., 2003; Fraga et al., 2010). A porcao
catecol dos polifendis atua como centros de alta afinidade para ions metalicos, importantes
catalisadores de reacGes oxidativas e indutores de dano a lipideos (Rodrigo et al., 2011; Perrom,
Brumaghin 2010). Outros autores também destacam o efeito hepatoprotetor de polifendis da uva
contra o dano lipidico e proteico em roedores (Chis et al., 2010; Suwannaphet et al., 2010;
Orhan et al., 2007).

Avaliando a atividade de enzimas antioxidantes no tecido hepatico, observamos que
embora o diabete ndo tenha alterado a atividade da SOD, o extrato reduziu sua atividade na dose
de 100 mg/kg nos animais ndo diabéticos e aumentou sua atividade na dose de 200 mg/kg nos
animais diabéticos. A atividade da CAT, ao contrério, estava aumentada pelo diabete e o extrato
na dose de 50 mg/kg reduziu-a. Resultados referente a atividade das enzimas antioxidantes em
individuos diabéticos sdo controversos. Alguns estudos mostram uma reducdo na atividade da

SOD e da CAT em diabéticos, enquanto outros mostram um aumento da atividade dessas
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enzimas (Okutan et al., 2005; Sefi et al., 2010; Rodrigues et al., 2013). A reducdo da atividade
pode ser justificada por reacBes de glicagdo proteica e inativacdo enzimatica ocasionada pelo
anion superéxido e/ou H,0, que alteram sua estrutura tridimensional, com consequente perda de
funcéo (Sefi et al., 2010). Por outro lado, 0 aumento na atividade enzimética pode ocorrer como
tentativa de neutralizacdo frente ao aumento espécies reativas, como de anion superdxido e/ou
H,0, provocado pela glicotoxicidade (Okutan et al., 2005).

Em nosso estudo, a reducdo na atividade da SOD pela dose de 100 mg/kg nos animais
nao diabéticos pode ser justificada pela capacidade neutralizadora de espécies reativas produzida
pelos polifendis do extrato (Ross, Kasum 2003). Ao reagirem como doadores de elétrons, 0s
polifenois auxiliam o sistema antioxidante enddgeno e estabilizam espécies reativas, produzidas
em reacg0es fisiologicas, tais como 0 anion superoxido, o substrato da SOD, ocasionando uma
reducdo na sua atividade (Cerqueira et al., 2007).

Nos animais diabéticos, a administracdo do extrato na dose de 200mg/kg aumentou a
atividade da SOD, intensificando a resposta antioxidante no tecido hepatico. Similarmente,
também foi observado por Chis e colaboradores (2010), aumento da atividade da SOD no figado
de ratos diabéticos apds administracdo de extrato de semente de uva, rico em polifendis. Do
mesmo modo, 0 suco de uva aumenta a atividade da SOD no figado de ratos (Rodrigues e
colaboradores, 2013). Este efeito observado aqui pela administracdo de extrato de folha de
videira pode ser atribuido a presenca de polifendis, uma vez que esses compostos sao descritos
como citoprotetores e moduladores de enzimas antioxidantes, por aumentarem a expressdo de
fatores de transcricdo como o Nrf2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2) e suas proteinas
quinases regulatorias, intensificando o potencial antioxidante (Palsamy, Subramanian 2011).
Consequentemente, a ativacdo do Nrf2 resulta no aumento da expressdo e atividade da SOD,

potencializando a resposta enzimatica (Murakami, Ohnishi 2012).
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Em relacdo a atividade da CAT, observamos aumento nos animais diabéticos, sendo ela
reduzida pela administracdo de 50 mg/kg do extrato de folha de videira. Sabe-se que a CAT ¢é a
enzima que catalisa a quebra de H,O, em agua e oxigénio (Halliwell, Gutteridge 1999). Sendo
assim, 0 aumento na atividade desta enzima pode ser parte de um mecanismo fisiol6gico
compensatério, diante da alta disponibilidade intracelular de H,O, em diabéticos (Solomon et al.,
2003; Sefi et al., 2010). J4 a reducdo da atividade da CAT pode ser decorrente do efeito
antioxidante dos polifendis do extrato, que atuam como estabilizadores de espécies reativas,
como H,0, (Fraga et al., 2010; Rodrigo et al., 2011).

Entretanto, ndo encontramos aumento na atividade da SOD no figado dos animais
diabéticos, o que sugere que a producdo de H,O; intracelular ndo foi originada majoritariamente
pela dismutagdo do anion superoxido. Assim, o aumento na atividade da CAT pode ser
justificado pelo H,O, proveniente de outras fontes, como por exemplo, producdo mitocondrial
e/ou pela acdo de diferentes isoformas de enzimas NADPH oxidases induzidas pela
hiperglicemia cronica (Nauseef 2014; Halliwell, Gutheridge 2007).

Os antioxidantes biologicamente ativos encontrados na folha de videira estabilizam os
radicais totais, reduzem o consumo de antioxidantes e poupam a atividade antioxidante
enddgena, efeitos que podem ser responsaveis pela reducdo do estresse oxidativo nos animais

diabéticos em nosso estudo.

5.3.1 Efeitos do extrato aquoso de folhas de videiras organica sobre parametros oxidativos
Nno coracao

No tecido cardiaco, nosso resultados mostram que a hiperglicemia crénica promove

lipoperoxidacdo, carbonilacdo de proteinas e reducdo nos grupamentos tiois totais em ratos. As

doses mais elevadas do extrato (100 e 200 mg/kg) produzem um efeito cardioprotetor nos
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animais diabéticos, evidenciado pela reducdo na concentragdo de carbonilas, bem como por
aumento nos niveis de sulfidrilas totais.

O tecido cardiaco também pode ser afetado pelo diabete (Zhou et al., 2000; Kamalesh
2007). Nestes individuos a lesdo miocéardica é decorrente da glicacdo de proteinas interticiais e
do aumento de estresse oxidativo, levando a apoptose e necrose dos cardiomiocitos (Zhou et al.,
2000; Kamalesh 2007). O comprometimento da funcdo cardiaca ocorre devido a uma reducédo na
complacéncia e na contratilidade do miocardio, causada por reducdes na liberacao e recaptacdo
de célcio para o reticulo sarcoplasmatico levando a cardiomiopatia diabética (Mizushige et al.,
2000; Cesério et al., 2006).

O tecido cardiaco também pode ser afetado pelo aumento de &cidos graxos circulantes em
diabéticos, tornando-o0 mais suceptivel & oxidacéo especialmente porque o miocardio, pelas suas
caracteristicas fisiologicas, passa a utilizar acidos graxos como principal substrato energético
(Mizushige et al., 2000; Cesario et al., 2006; Kamalesh 2007). Essa alteracdo metabolica
provoca 0 acumulo de lipideos no meio intraceluar, promovendo lipoperoxidacdo e dano
(Kamalesh 2007). Além disso, 0 aumento do LDL-C em diabéticos esta associado ao aumento da
expressdo de moléculas de adesdo e inducdo de citocinas pro-inflamatorias, acbes que
contribuem para a fisiopatologia da aterosclerose e da doenca cardiovascular (Stephens et al.,
2009).

Nossos achados estdo de acordo com resultados obtidos por outros autores. Neste
contexto, Oliboni e colaboradores (2011) descrevem os efeitos cardioprotetores do extrato folha
de videira sobre a oxidacdo de proteinas e lipidios induzida por H,O, no coracdo de ratos,
destacando a atividade antioxidante superior da folha de videira proveninente de cultivo
organico. Outro trabalho descreve que o pré-tratamento com extrato aquoso de folha de curry
(Murraya koenigii) reduz o contetdo de carbonilas oxidadas bem como aumenta as defesas

antioxidantes ndo enzimaticas no coracdo de ratos, ap6s o dano oxidativo provocado pela
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administracdo de cloreto de cadmio (Mitra et al., 2012). Em outro trabalho, a administragdo
intraperitoneal do extrato elaborado a partir de semente e casca de uva protege contra a
lipoperoxidacdo, carbonilacdo de proteinas, bem como reduz a concentracdo de H,O, no coragdo
de ratos ap0s o tratamento com o quimioterapico doxorrubicina (Mokni et al., 2012).

Surpreendentemente, a administracdo da dose de 200 mg/kg aumentou a oxidagdo de
proteinas no tecido cardiaco de animais ndo diabéticos, evidenciando um possivel efeito pro-
oxidante. Fitoquimicos naturais, como os polifendis, quando administrado em altas
concentragdes pode modificar o status redox celular danificando proteinas intracelulares
(Babisch et al., 2011). Entretanto mais estudos sdo necessarios para elucidar tal efeito.

Além de aumentar a concentracdo de especies reativas, a hiperglicemia também altera a
atividade das enzimas antioxidantes no coracéo (Rauscher et al., 2001; Maritim et al., 2003). Em
nosso estudo, a avaliacdo da atividade de enzimas antioxidantes revelou que o diabete nédo
alterou a SOD, mas aumentou a atividade da CAT, a semelhanca do observado no tecido
hepatico. Estudos mostram que a atividade da SOD também pode ser modulada pela
concentracdo intracelular de H,O,. Csonka e colaboradores (2000) mostram que a administracao
de H,0O; inibe a expressdo e a atividade da SOD e aumenta a atividade da CAT no coracao de
ratos espontaneamente hipertensos. Em humanos a atividade da SOD também pode ser inativada
por aumento na concentracédo intracelular de H,O; (Sinet, Garber 1981).

Um aumento na atividade da CAT no coracdo provocado pelo diabete, também foi
encontrado por outros autores (Kaul et al., 1995; Rauscher et al., 2001; Maritim et al., 2003;
Kumar et al., 2013). A elevada atividade da CAT nos cardiomidcitos reflete a estratégia do
sistema antioxidante para proteger o coracao contra o dano provocado pelo aumento de espécies
reativas nos animais diabéticos, entretanto o limiar de protecdo é dependente do equilibrio entre

as demais enzimas antioxidantes (Kumar et al., 2013).
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Em nosso trabalho, a administracdo da dose de 100 mg/kg do extrato de videira reduziu a
atividade da CAT nos ratos diabéticos. Essa reducdo da atividade da CAT pode ser um reflexo da
capacidade de neutralizacdo de espécies reativas, como o H,0,, pelos polifendis do extrato de
folha de videira no coragdo dos ratos diabéticos (Gleisner et al., 2007; Leifert, Abeywardena
2008; Quifione et al., 2013). Corroborando nossos resultados, outro trabalho ressalta que
administracdo oral do extrato de cha verde, rico em polifendis, reduz a atividade da CAT no
tecido cardiaco de ratos, anteriormente elevada pela hiperglicemia crénica (Babu et al., 2006).

Os beneficios da administracdo de extrato de folha de videira organica, rico em
polifendis, fitoquimicos bioativos, sobre o tecido cardiaco de individuos diabéticos podem ir
alem de suas propriedades antioxidantes, uma vez que esses constituintes também apresentam
efeito vasodilatador, antitrombotico, anti-inflamatorio, hipolipemiante e antiaterogénicos

(Quifiones et al., 2013).

5.3.2 Efeito do extrato aquoso de folhas de videiras organica sobre parametros oxidativos
no rim

Aqui, detectamos que o diabete ndo alterou a lipoperoxidagdo, aumentou a carbonilacéo
de proteinas e reduziu a concentracdo de antioxidantes ndo enzimaticos (sulfidrilas totais) no rim
de ratos. As trés diferentes doses de extrato reverteram a carbonilacdo de proteinas induzida pelo
diabete, enquanto apenas a dose de 50 mg/kg restaurou a concentracdo de sulfidrilas no rim dos
animais diabéticos.

Uma perda progressiva da funcdo renal tem sido claramente demonstrada em doentes
diabéticos, correlacionando-se com um aumento nos niveis circulantes de AGEs e aumento de
estresse oxidativo (Sefi et al., 2012; Sun et al., 2013). Nestes individuos niveis elevados de ROS,

seguido da oxidagdo de proteinas, provocam esclerose glomerular e fibrose tubulo intersticial,
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bem como dano ao DNA e apoptose, gerando lesbes renais que podem evoluir até a nefropatia
diabética (Han et al., 2008 Sun et al., 2013).

Han e colaboradores (2008) ressaltam que a combinacdo de estratégias que diminuam a
producdo e facilitem a remoc¢do das espécies reativas podem prevenir o desenvolvimento e a
progressdo de nefropatia diabética. Neste contexto, hd relatos que fitoquimicos bioativos
presentes na folha de videira, possuem uma notavel capacidade antioxidante tanto in vitro, como
in vivo. Oliboni e colaboradores (2009) mostram o efeito antioxidante dos polifendis da folha da
videira in vitro, relacionado a capacidade de inibi¢do da oxidacdo provocada pelo radical DPPH
e degradacdo da desoxirribose.

Em nosso estudo, observamos que administracdo dos polifendis presentes na folha da
videira reduziu a oxidacdo de proteinas e aumentou o potencial antioxidante ndo enzimatico
também no tecido renal de ratos diabéticos. Corroborando nossos resultados, a administragdo dos
polifenois do extrato de Artemisia campestris reduz a oxidacao de proteinas e aumenta as defesas
antioxidantes ndo enzimaticas no rim de ratos diabéticos (Sefi et al., 2012). Outros estudos
mostram que tanto a administracdo oral de extrato de videira, quanto de extrato de semente de
uva reduzem a lipoperoxidagdo, bem como aumentam o potencial antioxidante enzimatico e ndo
enzimatico no tecido renal de ratos diabéticos (Pari, Suresh 2008; Mansouri et al., 2011). A
administracdo intraperitoneal de resveratol, outro polifenol encontrado na uva ou seus
subprodutos, restaura os niveis dos antioxidantes ndo enzimaticos no rim de ratos diabéticos,
reduzindo a disponibilidade de espécies reativas e melhorando o status antioxidante neste tecido
(Schmatz et al., 2012). A melhora no perfil antioxidante produzido pelos polifendis pode ser
atribuido, em parte, a estimulacdo da atividade da enzima glutamilcisteina sintetase, uma enzima
chave da sintese de glutationa, considerada o antioxidante ndo enzimatico mais importante,

devido a presenca do seu grupamento tiol (Rodrigo et al., 2011; Moskaug et al., 2005).
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Curiosamente, a administracdo do extrato nas doses de 50 e 100mg/kg reduziu o
potencial antioxidante ndo enzimatico nos animais ndo diabéticos. Entretanto, tal efeito parece
ndo ter sido prejudicial, pois ao avaliarmos os pardmetros de dano tecidual (TBARS e
carbonilas), observamos que ndo houve dano lipidico ou proteico no tecido renal destes animais.

Em relacdo ao sistema antioxidante enzimético, observamos que no rim, a hiperglicemia
crbnica aumentou parcialmente a atividade das enzimas antioxidantes, refletindo o mesmo
padrdo de resposta demonstrado pelo tecido hepético e cardiaco.

Resultados semelhantes foram encontrados por Sefi e colaboradores (2012) e Lymaie e
colaboradores (2003). Por outro lado, outros estudos diferem dos nossos resultados mostrando
uma reducdo na atividade das enzimas antioxidantes no rim de animais diabéticos (Orhan et al.,
2006; Schmatz et al., 2012). Estas diferencas na atividade das enzimas podem ser atribuidas a
dose da substancia diabetogénica administrada, a gravidade do estado diabético e do estresse
oxidativo, bem como ao tempo de exposicdo a hiperglicemia (Maritim et al., 2003; Sefi et al.,
2012).

Assim, encontramos um aumento na atividade da superéxido dismutase, sendo a
administracdo do extrato na dose de 50 mg/kg capaz de reduzir esta atividade. Entretanto, ndo
houve alteracdo na atividade da catalase. Nossos resultados estdo de acordo com os achados de
Strother e colaboradores (2001) que também encontraram aumento na atividade da SOD no rim
de ratos apoés trinta dias de inducdo do diabete. O trabalho de Sefi e colaboradores (2012)
descreve que 0 aumento na atividade da SOD no tecido renal de ratos diabéticos foi reduzido em
niveis fisiologicos pela administracdo de um extrato rico em polifendis. Em outro trabalho, a
reducdo na atividade da SOD no tecido renal de ratos diabéticos ocorre apds administracao oral
dos polifendis presentes no extrato aquoso de Ginkgo biloba (Welt et al., 2007).

Em relacdo aos parametros de estresse oxidativo avaliados em nosso estudo, observamos

que a administragdo dos polifendis do extrato de folhas de videira orgénica, especialmente na
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doses de 50 e 100 mg/kg, apresenta atividade antioxidante no tecido hepético, cardiaco e renal de
ratos diabéticos, reduzindo a lipoperoxidacéo, oxidacdo de proteinas, bem como aumentando o
potencial antioxidante ndo enziméatico. Além disso, nosso tratamento é capaz de parcialmente

restabelecer a niveis fisioldgicos a atividade enzimética da superdxido dismutase e da catalase.

6. Considerac0es finais

De fato, nossos resultados séo consistentes e se assemelham aos resultados apresentados
por outros autores, que comprovam a coexisténcia de distdrbios metabdlicos e estresse oxidativo
na fisiopatologia do diabete (Gleissner et al., 2007; Giacco, Browlee 2010; Kahn et al., 2009;
Quifione et al., 2013; Sefi et al., 2010; Sun et al., 2013).

Conforme ja mencionado, além do desbalango metabdlico, mecanismos de estresse
oxidativo estdo relacionados ao desenvolvimento das complicacfes no diabete. O tratamento
com insulina ou outros farmacos antidiabéticos produzem um estado glicémico mais estavel,
porém nao conseguem restaurar completamente o equilibrio oxidante (Kamalesh 2007; Giacco,
Browlee 2010; Singh et al., 2012; Dey, Lakshmann 2013). Assim, mesmo que mais tardiamente,
individuos diabéticos com bom controle glicémico também desenvolverdo alguma complicacédo
inerente ao diabete (Kahn et al., 2009). Portanto, os tratamentos do diabete devem abordar
estratégias que reduzam a concentracdo de espécies reativas e restaurem o sistema antioxidante,
além de exercer controle glicémico.

Em diabéticos, a maior parte dos antioxidantes naturais administrados ndo consegue
atingir a glicorregulacdo plasmatica (Maritim et al., 2003). Em nosso estudo, administracao dos
polifendis presentes no extrato aquoso de folhas de videira organica ndo teve efeito
hipoglicemiante, mas apresentou potencial efeito hipolipemiante, bem como uma importante
atividade antioxidante, protegendo o figado, o coracdo e o rim de ratos contra o dano oxidativo

provocado pela hiperglicemia crénica.
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Diante dos resultados obtidos no presente estudo, concluimos que a acdo sinérgica dos
diferentes polifendis do extrato aquoso de folhas de videira orgdnica modula mecanismos
metabdlicos e apresenta potencial terapéutico nos animais diabéticos. A administracdo do extrato
protegeu contra a perda de peso e preservou o depdsito de tecido adiposo, bem como promoveu
efeito hipocolesterolémico, antioxidante, hepatoprotetor, cardioprotetor e nefroprotetor. Portanto,
0 extrato poderia ser usado como um tratamento coadjuvante a terapia hipoglicemiante na

prevencdo das comorbidades associadas ao diabete.

7. Perspectivas
Embora nossos resultados mostrem o efeito protetor do extrato de videira orgénica sobre
parametros metabolicos e sobre as espécies reativas, outros estudos S0 necessarios para
investigar os mecanismos de sinalizacéo intracelular e o efeito do extrato de folha de videira
sobre a expressdo de proteinas antioxidantes. Também néo descartamos que o extrato de videira
apresente propriedades hipoglicemiantes em um modelo de diabetes tipo 2, uma vez que um
menor comprometimento das células B-pancreaticas, produtoras de insulina, e hiperglicemia
menos severa permitam evidenciar esse efeito, além do afeito antioxidante. Assim, no futuro,
poderiam ser avaliados 0s seguintes parametros:
e efeito hipoglicemiante do extrato aquoso de folha de videria organica em um
modelo animal de diabete tipo 2;
e concentracdo de H,O, no tecido hepatico, cardiaco e renal;
e atividade da enzima glutationa peroxidase;
e atividade da enzima HMG-coA redutase;
e alteracGes histologicas dos tecidos hepatico, cardiaco e renal;

e expressdo de enzimas antioxidantes;
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o efeito do extrato de folha de videira orgénica sobre a regulagdo do Nrf2/Keapl na

resposta antioxidante;
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@ UFRGS  PROREITORIADE PESQUISA PR .

LHIVERZINALE FEDIRAL Comissde Da Etica Ne Uzo Do Animaiz
OO H C esakDE DO SLL

CARTA DE APROVAGAD

Comlgsae De Etica Mo Uso De Anlmals analisou o projata:

MWamaro: 22445
Tiwkz; Efalta do sxtrate de folhas de vilis labrusca orgénica sobre pardmstros melalxlicos & de waTosse
axidative em #atos ciabelicas

Pesquizadorea:

Egquipe UFRGS:

ROSANE GOMEZ - coovdenaday desde J2/03/2012
Denise dos Santos Lacerda - pesquisadar desde 020032112

Equipe Exiama:

G sudia ta Silva Funchal - pesquisadar desde 02/03/2012

Comizsdo De Etfica Mo Uso De Anlmais aprovol © RIeSA1o , &M reuniso realizada am
16IB4/2011 2 - Sala de Reunides do 2* andar, no Frédfo da Refloria, Campus Central da
Universidada Federal do Rio Grande do S, em seus aspecios élfcos a metelodoldgicas,
para a utilizagdo de BE ratos machos, adultas, Wistar, de acordo com as Diretrizes e Normas
Nacionais e internacionals, especiaimente 2 Lei 11.704 de 08 de novembro de 2008 que
discipiina a enagio e ulilizacdo de animais em alividadas de ensing @ pesguisa.

Furly slagie, Scqunza-Teira, 23 de Apdl oo 2912
oy Jﬁ

———

ELAID ANTENIO PACSHECD DS AR L0
Connlesador da comssan de &t
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