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RESUMO

Folhas de Eugenia uniflora L. (“pitangueira”) sdo popularmente utilizadas como uma alternativa para o
tratamento do diabetes mellitus. O objetivo deste trabalho foi avaliar a citotoxidade, a atividade antioxidante,
citoprotetora e insulinotrépica dos extratos brutos de folhas de Eugenia uniflora L. sobre a linhagem tumoral de
células beta secretoras de insulina (RINm5f). A atividade antioxidante foi analisada pelo método de Folin-
Ciocalteau, a citotoxidade e a citoprote¢do pelos métodos de reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio), coloracdo por HE (hemtoxilina-eosina) e o efeito insulinotrépico por
radioimunoensaio. O extrato alcodlico (ALC) apresentou apenas 8,6% do conteudo fendlico obtido para o extrato
aquoso (AQ). Ambos apresentaram baixa citotoxicidade e o ALC apresentou um significativo efeito
insulinotrépico. Tanto o AQ quanto o ALC apresentaram efeito citoprotetor, aumentando a viabilidade
celular e prevenindo as alteracGes na morfologia celular induzidas pelo peréxido de hidrogénio (H,0,). Os
resultados obtidos neste trabalho sdo indicativos do potencial destes extratos no combate ao estresse
oxidativo, uma caracteristica frequentemente relacionada ao diabetes mellitus.
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INSULINOTROPIC AND CYTOPROTECTIVE EFFECT OF CRUDE LEAF EXTRACT OF Eugenia uniflora L.

ABSTRACT

Eugenia uniflora L. leaves ("pitangueira") are popularly used as an alternative to the treatment of diabetes
mellitus. The objective of this work was to evaluate the cytotoxicity, antioxidant, cytoprotection and
insulinotropic activity of crude leaf extracts of Eugenia uniflora L. on the insulin secreting beta cell line
(RINm5f). The antioxidant activity was analyzed by the Folin-Ciocalteau method, cytotoxicity and
cytoprotection using MTT reduction method (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
bromide), HE staining (hematoxylin-eosin) and the insulinotropic effect by radioimmunoassay. The alcoholic
extract (ALC) presented only 8.6% of the phenolic content obtained for the aqueous extract (AQ). Both
showed low cytotoxicity and LAC presented a significant insulinotropic effect. Both AQ and ALC showed a
cytoprotective effect, increasing cell viability and preventing changes in cellular morphology induced by
hydrogen peroxide (H,0,). The results obtained in this work are indicative of the potential of these extracts
against oxidative stress, a characteristic frequently related to diabetes mellitus.

Keywords: antioxidants, cytotoxicity, cytoprotection, flavonoids, hydrogen peroxide.

INTRODUGAO raizes, cascas e frutos, como medicamento®. Os

O conhecimento empirico sobre plantas
medicinais é utilizado por muitas pessoas como o
Unico recurso terapéutico. Grande parte da
populagdo mundial, principalmente de paises em
desenvolvimento, utiliza extratos vegetais de
diversas partes de plantas, tais como folhas,

beneficios atribuidos a esses extratos sdo muito
variados, sendo destinados para o controle,
prevencdo e tratamento de diversas patologias.
No Brasil, diversas plantas sdo usadas na forma
de extratos brutos, infusdes ou emplastros no
tratamento de infec¢des, entretanto, a grande
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maioria delas ndo possui nenhuma comprovacao
cientifica de sua eficacia’. Apenas uma pequena
porcentagem das plantas e extratos vegetais foi
adequadamente estudada quanto a sua
composicao, atividade farmacolégica e
seguranga, nao obstante, muitos acabam sendo
utilizados e amplamente difundidos nas
comunidades sem ser levado em consideracdo o
risco associado a sua toxicidade.

Muitas espécies de plantas tém sido
popularmente ou experimentalmente utilizadas
para a prevencdo e tratamento do diabetes
mellitus®®. Essa intensa utilizacgdo provocou
aumento no numero de investigacOes
experimentais e clinicas para validar as
propriedades antidiabéticas que tém sido
empiricamente atribuidas a essas plantas. O
principal efeito antidiabético apresentado pela
maioria das plantas utilizadas é a atividade
hipoglicemiante. Entretanto, hd uma grande
variedade de substancias responsdveis e de
mecanismos envolvidos na reducdo dos niveis de
glicose. Entre as substancias com conhecida
atividade hipoglicemiante se destacam os
terpenoides, alcaloides, carboidratos e
flavonoides. Apesar de muitas dessas substancias
apresentarem um real potencial terapéutico, é
importante ressaltar que muitas delas podem
apresentar um efeito antidiabético secundario a
um efeito colateral, como por exemplo,
hepatotoxicidade, ndo sendo, portanto, indicada
a sua utilizacdo®.

Diversos mecanismos da acao
hipoglicemiante e antidiabética ja foram
descritos, tais como efeitos diretos no pancreas
pela estimulacdo da secre¢do de insulina pelas
células B pancredticas (efeito insulinotrépico)’®,
efeito  insulinomimético®, estimulacdo da
metabolizagio da glicose™® e a atividade
antioxidante direta ou indireta, através da
estimulacdo de defesas antioxidantes nas células
B pancredticas'™'?. Efeitos periféricos por
estimulagdo do aumento de  defesas
antioxidantes nos tecidos periféricos também ja
foram descritos, além do aumento da
sensibilidade dos tecidos periféricos a insulina ou
aumento da expressio de receptores da
mesma'"**.0s antioxidantes naturais contidos em
plantas medicinais e dietéticas constituem o
grupo de compostos antidiabéticos mais
estudado. Esses compostos apresentam a
capacidade de prevenir o estresse oxidativo e,
consequentemente, o desenvolvimento e as
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complicacdes de diversas patologias, entre as
quais o diabetes mellitus'.

O diabetes mellitus consiste em um
grupo heterogéneo de disturbios metabdlicos
desencadeados pela deficiéncia na producao
pancredtica da insulina e/ou resisténcia periférica
a acdo desse hormdnio. Uma das principais
alteragdes metabdlicas no diabetes mellitus é a
hiperglicemia. Em varios tecidos, o aumento da
oxidacdo da glicose é acompanhado por elevada
geracdo de espécies reativas de oxigénios (EROs),
tais como H,0,, radicais hidroxil e superdxido, e
por um desequilibrio entre a geracdo de agentes
oxidantes e as defesas antioxidantes celulares™.
As células produtoras de insulina sdo
particularmente susceptiveis a acdo de espécies
reativas e seus consequentes danos celulares
devido a baixa expressdo e atividade das enzimas
antioxidantes'®"’. O estresse oxidativo em ilhotas
pancreaticas e células secretoras de insulina pode
ocorrer devido a uma producdo excessiva de
espécies reativas mitocondriais, aumento na
producao de EROs derivadas da elevada atividade
da enzima NAPH oxidase ou ainda por falhas nos
mecanismos de defesa antioxidante ***°.

As plantas, assim como os animais,
possuem sistemas antioxidantes. A atividade
antioxidante apresentada por vdrios vegetais,
incluindo frutos, folhas, sementes e raizes, esta
correlacionada ao seu teor de compostos como
cafeina, aminas, alcaloides, ligninas, terpenos
oxidados, taninos e fendis, muitos destes
formando um grupo conhecido como compostos
fendlicos®®*!. Dentre o grande grupo de
compostos  fendlicos estdo incluidos os
flavonoides que englobam ainda as antocianinas,
flavonas, flavanonas, isoflavonoides, flavandis e
flavondis. Os flavonoides mais investigados sdo a
quercetina, a miricetina, a rutina e a naringenina
e muitos destes sdao encontrados em extratos
foliares®®. Eles tém sido amplamente estudados
por apresentarem comprovados efeitos na
reducdo do risco ou retardo do desenvolvimento
de doencgas cardiovasculares, cancer, diabetes e
modulacdo de outros processos bioldgicos
essenciais em  mamiferos®. Um  estudo
prospectivo realizado na Finlandia, por exemplo,
mostrou que a ingestdo de alguns tipos
especificos de flavonoides, incluindo quercetina e
miricetina, estd inversamente associada ao risco
de desenvolvimento do diabetes tipo 2**. Muitos
dos efeitos antidiabéticos dos flavonoides sdo
atribuidos a sua capacidade de preservacdo da
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funcionalidade das células B pancreaticas através
da reducdo de danos induzidos pelo estresse
oxidativo®.

A Eugenia uniflora L. (pitangueira) é uma
planta pertencente a familia Myrtaceae e seus
frutos comestiveis sdao muito conhecidos e
apreciados no Brasil. Varios efeitos terapéuticos
tém sido atribuidos as folhas de Eugenia uniflora
L., dentre os quais destacam-se a sua acao
hipotensora, antigota, antirreumatica, digestiva e
hipoglicemiante. E uma planta rica em compostos
fendlicos com propriedades antioxidantes, sendo
0s mais abundantes a quercetina e a miricetina e
também taninos, como o 4cido gdlico e o
elagico’®?’. O efeito antidiabético das folhas de
Eugenia uniflora L. foi relacionado a atividade
inibitoria do extrato sobre enzimas intestinais,
tais como a-glicosidase, maltase e sacarase’,
resultando na reducdo da absor¢cio de
carboidratos e consequente controle da glicemia.
Entretanto ndo ha estudos relacionando a acdo
direta do extrato de folhas Eugenia uniflora L.
sobre o pancreas endodcrino, mais
especificamente sobre a funcionalidade das
células secretoras de insulina. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi investigar a
citotoxidade, a capacidade citoprotetora e
insulinotrépica do extrato de folhas de Eugenia
uniflora L. sobre células secretoras de insulina.

METODOLOGIA

Neste estudo foram utilizados reagentes
de qualidade analitica. O meio de cultura RPMI
1640, soro fetal bovino, penicilina e
estreptomicina foram adquiridos da Vitrocell
(Campinas, Brasil); MTT- brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio, da
Sigma Chemical (St Louis, MO, USA); a tripsina foi
adquirida da GibcoBRL, Life Technologies (Grand
Island, USA) e o dimetilsulféxido (DMSO) da
Biotec (Curitiba, Brasil). As células RINm5f
(derivadas de insulinoma de rato) foram
gentilmente doadas pelo Prof. Rui Curi da
Universidade de S30 Paulo (ICB/USP).

As folhas frescas de Eugenia uniflora L.
foram coletadas na forma de um pool de folhas
provenientes de diversas drvores do campus da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG). A
espécie foi devidamente identificada e uma
exsicata encontra-se sob o registro 14536 no
herbario do Departamento de Biologia Geral
(Universidade Estadual de Ponta Grossa — UEPG).
Para o extrato aquoso (AQ), as folhas frescas
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(200g) foram picadas e aquecidas juntamente
com 3600 mL de agua destilada a 70-80°C por 40
min. O extrato foi filtrado em gaze dupla,
liofilizado (rendimento final de aproximadamente
15g) e dissolvido em d&gua destilada para
utilizacdo. Ja o extrato alcodlico (ALC) foi obtido
através da maceracao de folhas frescas (85g) em
960 mL de alcool etilico 95% e armazenado a
temperatura ambiente (protegido da luz) por 7
dias. O extrato foi filtrado em gaze dupla e
concentrado por rotaevaporagdo (rendimento
final de aproximadamente 70 mL).

A concentragao de fendis totais presentes
nos extratos de folhas foi determinada pelo
método de Folin-Ciocalteau®™. Este método
baseia-se na producdo de oxidos azuis de
wolframio (Wg0,3) e molibdénio (MgO,3) a partir
da oxidacdo de compostos fendlicos em meio
basico. As leituras das absorbancias foram
realizadas a 720 nm (leitor de microplaca marca
Biotek, pQuant). Catequina foi usada como
padrdo para construcdio de uma curva de
calibragdo (40; 80; 100; 120; 140; 160; 180; 200
pg/mL de catequina). Os resultados foram
expressos em  ug/mL  equivalentes de
catequina/mg de extrato.

A viabilidade celular foi avaliada pelo
método de redu¢dao do MTT. Esse método é
utilizado como um indicativo da atividade
metabdlica, através da avaliagdo da integridade e
atividade mitocondrial. O método baseia-se na
capacidade da enzima succinato desidrogenase
mitocondrial em reduzir o MTT a cristais de
formazan®.

As células RINm5f foram cultivadas em meio
de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de
FBS (soro fetal bovino), penicilina (100 U/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL) e mantidas a 37°C em
atmosfera umidificada contendo 5% de CO,. As
células (5x10%/pogo) foram cultivadas por 24 h para
adesdo em placa de 96 pocos (8 replicadas de cada
grupo). Posteriormente as células foram incubadas
na presenca ou auséncia de diferentes
concentragBes do AQ (150; 75; 50; 25 e 12,5 ug/mL)
e alcodlico (500; 250; 125; 62,5 e 31,25 ug/mL) por
46 h/37°C em meio RPMI 1640. Apds incubagdo, o
sobrenadante foi desprezado e as células foram
lavadas com tampdo fosfato-salino (PBS). Foram
adicionados a cada pogo 200 uL de solugdo de MTT
em meio de cultura (concentraggo final 0,5 mg/mL) e
as células foram incubadas por 1h/37°C. O
precipitado (formazan) foi extraido com a adi¢do de
200 pL de DMSO e a absorbancia foi determinada
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em 546 nm (leitor de microplaca marca Biotek,
pQuant). A viabilidade celular foi expressa em % de
viabilidade em relagdo ao controle (controle
normalizado para 100%).

A capacidade citoprotetora dos extratos foi
avaliada pelo método de redugdo do MTT. As células
(5x10*/poco) foram cultivadas por 24 h para adesdo
em placa de 96 pocos (8 replicadas de cada grupo).
Apds adesdo, as células foram incubadas na presencga
ou auséncia de AQ (75; 50; 25 e 12,5 ug/mL) e
alcodlico (250; 125; 62,5 e 31,25 pg/mL) por 24
horas/37°C. Apds tratamento, o meio de cultura foi
removido e as células foram lavadas com PBS.
Solucdo de H,0, (150 uM) foi adicionada em cada
poco e as células foram incubadas por 2 h/37°C.
Apds estresse oxidativo induzido pelo H,0, as
células foram lavadas e incubadas por 1 h/37°C na
presenca de solugdo de MTT (concentragdo final 0,5
mg/mL). O precipitado formazan foi extraido com
DMSO e a absorbancia foi determinada em 546 nm
(leitor de microplaca marca Biotek, pQuant). A
viabilidade celular foi expressa em % de viabilidade
em relacdo ao controle. A capacidade citoprotetora
foi determinada através da comparacdo com o grupo
controle Cyy0, (auséncia de extrato e estresse
induzido por H,0,).

A concentragdo de insulina nas amostras
obtidas apds secregdo estatica foi determinada
por radioimunoensaio®™*’. As células foram
cultivadas (5x10°célula/pogo) em placas de 24
pocos e incubadas por 22 h para adesdo. Em
seguida as células foram lavadas com PBS e foi
adicionado 1 mL da solu¢do de Krebs-Henseleit
(KH) contendo 0,2% de albumina sem glicose por
30 minutos/37°C para a estabilizacdo celular. A
solucdo KH foi desprezada e adicionou-se em
cada po¢o 1 mL das solugBes a serem testadas:
75; 50; 25 e 12,5 ug/mL de AQ e 250; 125; 62,5 e
31,25 pug/mL de ALC em solugdo KH contendo
0,2% de albumina e 5,6 mM de glicose. As placas
foram incubadas por 60 min/37°C e apds
incubagdo, o sobrenadante de cada pogo foi
suavemente homogeneizado e as amostras
coletadas para determinagdo da concentragao de
insulina.

Células RINmSf (1x10°célula/poco) foram
cultivadas em placas de 24 pocos por 24h/37°C
para adesdo. As concentragdes de extrato que
promoveram maior citoprotecdo no ensaio de
viabilidade celular (redu¢do do MTT) foram
utilizadas para avaliagdo do efeito na morfologia
celular. Apds adesdo, as células foram incubadas
na auséncia ou presenga das seguintes
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concentragdes de extrato: 75, 50 e 25 ug/mL de
AQ e 250 ug/mL de ALC. Apds 24h de exposi¢do, o
meio foi desprezado, as células lavadas com
tampao-fosfato PB 0,1 M e foi adicionado sobre
elas uma solugdo de H,0, a 150 uM/2h/37°C.
Posteriormente, as células foram novamente
lavadas com tampdo-fosfato PB 0,1M e fixadas
com paraformaldeido (PFA) 4% por 15 min. As
células foram coradas com hematoxilina-eosina
(HE) e a morfologia celular foi analisada em
microscépio dptico invertido (Medilux).

A analise estatistica dos dados foi
realizada utilizando o programa GraphPad Prism
5. Os resultados foram expressos como
médiaterro padrdao da média (EPM) e analisados
estatisticamente por andlise de varidncia
(ANOVA), seguida pelo pds-teste de Tukey,
adotando-se como limite minimo de significancia
p<0,05.

RESULTADOS

A concentracdo de fendis totais (n=3)
presentes nos extratos de folhas de pitanga foi de
440,27 pg/mL equivalentes de catequina/mg no
AQ e de 37,83 pug/mL equivalentes de
catequina/mg no ALC, respectivamente. O AQ
apresentou uma concentracdo final de
compostos fendlicos cerca de 11 vezes maior
quando comparado ao ALC, demonstrando a
maior eficiéncia da agua na extracdo desses
compostos.

A viabilidade das células secretoras de
insulina foi avaliada pelo atividade mitocondrial
(reducdo do  MTT). As concentracGes
consideradas seguras (ndo toxicas) para as células
RINm5f foram aquelas nas quais foi evidenciada
uma viabilidade igual ou superior a 90%. O AQ
nao comprometeu a viabilidade celular na
maioria das concentra¢des testadas. Apenas na
maior concentragdo do extrato (150 ug/mL) a
viabilidade celular foi inferior a 90%. J& na
presenca do ALC, a viabilidade celular foi superior
a 90% em todas as concentragdes testadas. Nas
concentra¢des mais baixas de ALC (31,25; 62,5 e
125 pg/mL) a reducdo do MTT foi superior ao do
grupo controle (controle = 100% de viabilidade)
sendo este efeito um indicativo de aumento do
metabolismo mitocondrial nessas concentragdes
(Tabela 1).
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Tabela 1. Citotoxicidade dos extratos aquoso (AQ) e alcodlico (ALC) de folhas de Eugenia uniflora L. em

células RINm5f.

Extrato (ug/mL) AQ 12,5 AQ 25 AQ 50 AQ75 AQ 150
103,5+1,42 100,8+1,60 98,43+1,09 98,18+1,72  75,94%0,59***

Extrato (ug/mL) ALC31,25 ALC 62,5 ALC 125 ALC 250 ALC 500
112,5+0,94***  110,6+1,71***  106,5+1,56** 98,87+1,00 94,22+0,64

Os resultados sdao expressos em porcentagem de viabilidade celular (controle= 100% de viabilidade)
como médiatEPM de 2 experimentos independentes (n=8). **p<0,01 ***p<0,001

Nas células RINm5f submetidas ao
estresse oxidativo induzido pelo perédxido de H,0,
(150 uM) ocorreu uma reducdo da viabilidade
celular em torno de 45% quando comparado ao
grupo controle (auséncia de H,0,). A reducdo da
viabilidade celular induzida pelo H,0, assim

como o efeito das diferentes concentragdes de
AQ e ALC podem ser observados na Figura 1.
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Extrato Alcodlico (ALC)

Figura 1. Atividade citoprotetora dos extratos aquoso (AQ) e alcodlico (ALC) das folhas de Eugenia uniflora
L em células RINm5f apds 24 h de exposigdo celular e estresse oxidativo induzido por 150 uM H,0,/2h. Os
resultados sdo expressos como médiazEPM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 quando comparados ao
grupo controle (Cy,0,). Resultados representativos de 2 experimentos independentes (n2 8).

A capacidade citoprotetora do AQ foi
observada em  praticamente todas as
concentragdes testadas (75, 50 e 25 pg/mL).
Nessas concentracbes a viabilidade celular foi,
em média, 16,5% maior quando comparada com
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o grupo controle Cy,0,. Ja 0 ALC apresentou efeito
citoprotetor apenas na concentracdao de 250
ug/mL, sendo verificado um aumento de 18% na
viabilidade celular (comparado ao grupo controle
Ci202). Nas menores concentragdes (31,25 e 62,5




ug/mL) o ALC potencializou o efeito deletério do
H,0,.

O efeito citoprotetor dos extratos
também foi avaliado através da andlise
morfoldgica das células submetidas ao estresse
oxidativo induzido por H,0,. O formato
caracteristico das células RINm5f é estrelado,
com nucleo arredondado e o citoplasma rico em
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componentes anidnicos, o que confere a essas
células uma intensa coloragdo por hematoxilina.
Essas caracteristicas podem ser evidenciadas na
Figura 2 C (células do grupo controle).

Figura 2. Morfologia das células RINm5f. Controle (C), controle com H,0,: 150 uM H,0, /2h (Cyy02)-
Tratamentos com 24 h de exposi¢do ao extrato aquoso: AQ1l; AQ2 e AQ3 — 25; 50 e 75 ug/mL de AQ,
respectivamente. Tratamento com 24h de exposicdo ao extrato alcodlico: ALC 250 ug/mL de extrato
alcodlico. Resultados representativos de 2 experimentos independentes (n=4). Coloragdo HE. Aumento

800x.

A adicdo da solugdo de H,0, (150 uM)
promoveu a perda de adesdo intercelular com
alteracdo no formato caracteristico das células
(Figura 2 - grupo C,,0,). Na presenga do H,0,, as
células RINm5f adquiriram uma forma mais
arredondada e a membrana plasmatica de varias
células apresentou aspecto irregular, com
formagao de pregas, citoplasma mais claro,
reducdo da basofilia e nucleo mais evidente.
Tanto o AQ (75 pg/mL) quanto o ALC (250 ug/mL)
foram capazes de prevenir grande parte das
alteragGes celulares induzidas pelo H,0,. Apesar
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da forma arredondada, as células tratadas com
AQ e ALC nas concentragdes protetoras tiveram
algumas projec¢oes citoplasmaticas preservadas.
A basofilia citoplasmdtica apresentada por essas
células foi semelhante ao do grupo controle e
nao apresentaram intensa formacdo de pregas na
membrana plasmatica (Figuras 2 - AQ3 e ALC).
Além da capacidade citoprotetora,
também foi avaliado o efeito dos extratos na
funcionalidade das células RINm5f (Figura 3).
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Figura 3. Secrecdo de insulina apds tratamento das células RINm5f com extrato aquoso (AQ) e extrato
alcodlico (ALC) de folhas de Eugenia uniflora L. C=controle (5,6 mM de glicose e auséncia de extrato). Os
resultados sdo expressos como médiatEPM. ***p<0,001 quando comparados ao grupo controle (C).
Resultados representativos de 2 experimentos independentes (n>10).

A secrecgdo estdtica de insulina induzida
por 5,6 mM de glicose foi analisada na auséncia
ou presenca de diferentes concentragdes de AQ e
ALC (grupo controle — 5,6 mM de glicose e
auséncia de extrato - 100% de secrecdo). O AQ
ndo interferiu na secre¢do de insulina. Em
contrapartida, o ALC, em todas as concentragdes
testadas, apresentou um significativo efeito
insulinotrépico, promovendo um aumento de
mais de 3 vezes na secrecao basal de insulina
comparado ao grupo controle (Controle = 100%,
extrato alcodlico: 31,25 pg/ml= 370%; 62,5
pg/ml= 330,5%; 125 pg/mL= 372% e 250 pg/mL=
307,5%).

DISCUSSAO

No Brasil, as folhas de Eugenia uniflora L.
sdao popularmente utilizadas, na forma de
infusdes ou extratos, no tratamento de diversas
patologias, inclusive o diabetes mellitus. O
potencial antidiabético da Eugenia uniflora L. foi
atribuido, principalmente, a sua agao inibitéria
sobre enzimas intestinais, reduzindo o processo
de digestdo e absorcdo de glicose e a sua
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atividade anti-inflamatdria sobre o pancreas
endécrino®®®. Apesar de varios estudos ja terem
avaliado a composicdo e a capacidade
hipoglicemiante do extrato de folhas de Eugenia
uniflora L., ndo ha relatos do efeito direto desse
extrato sobre a funcionalidade das células B
pancreaticas.

As folhas de Eugenia uniflora L. sdo ricas
em compostos fendlicos com comprovada
atividade antioxidante, tais como quercetina,
miricetina, rutina, acido elagico e acido ga’lico33'34.
Muitos desses compostos, quando testados
isoladamente, apresentaram significativa acdo
citoprotetora e hipoglicemiante. Neste trabalho
foi avaliado o conteudo total de compostos
fendlicos presente em cada um dos extratos
obtidos e foi verificado que a extracdo desses
compostos em meio aquoso foi mais eficiente
gue em meio alcodlico.

Embora os compostos  fendlicos
tipicamente atuem como antioxidantes, com
propriedades citoprotetoras, em determinadas
condicdes eles podem também apresentar agdo
pro-oxidante. O comportamento dos flavonoides
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ou acidos fendlicos como antioxidantes ou pro-
oxidantes depende da natureza do estresse
oxidativo, da susceptibilidade celular e das
concentragdes desses compostos. Um exemplo
dessa variacdo de efeito é a genisteina,
flavonoide derivado da soja, que modula a
apoptose em células B e em ilhotas pancreaticas
de forma diferente de acordo com a sua
concentragcdo. Quando administrada em dose
baixa (25 puM) essa substancia reduz a apoptose
induzida por NaF (fluoreto de sddio) enquanto
que em dose alta (100 uM) potencializa o
processo de morte celular’”. Como o
comportamento celular, frente aos diferentes
extratos e as diferentes concentracbes de um
mesmo extrato vegetal pode variar muito, é
essencial uma  criteriosa  avaliagdo da
citotoxicidade de forma a garantir uma utilizagcdo
racional e segura das plantas medicinais. Nesse
trabalho foi verificado que o AQ apresentou
efeito citotdxico (viabilidade menor que 90%)
sobre as células secretoras de insulina somente
na concentracdo mais alta testada (150 pg/mlL)
enquanto doses mais baixas ndo interferiram na
viabilidade ou proliferagao celular, confirmando
assim a seguranga na utilizagdo desse extrato. Ja
0 ALC ndo reduziu a viabilidade celular em
nenhuma das concentragdes testadas, entretanto
em trés delas (31,25, 62,5 e 125 pg/mlL) foi
evidenciado um aumento na redugao do MTT,
sugestivo de aumento do metabolismo
mitocondrial.

O ALC apresentou, em todas as
concentragdes testadas, um significativo efeito
estimulatdorio sobre a secrecdo de insulina
induzida pela glicose. O mecanismo através do
qual esse extrato induz o aumento da secregao
basal de insulina ndo foi investigado, entretanto
uma hipotese é que este efeito possa ser, pelo
menos em parte, resultante da estimulacdao do
metabolismo mitocondrial (verificado no ensaio
de redug¢do do MTT) acompanhado de um
provavel aumento da relagdo ATP/ADP
intracelular. J4 o AQ ndo apresentou efeito na
secregdo de insulina em nenhuma das
concentragdes testadas. Varios compostos
isolados de extratos foliares ja tiveram a sua a¢do
insulinotrépica comprovada. O 4cido gdlico, por
exemplo, um dos principais taninos presentes nas
folhas de Eugenia uniflora L., estimula a
expressdo génica e a secrec¢do de insulina (efeito
dose-dependente) em  células  RINmSF®.
Possivelmente, a extracdo alcodlica realizada
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nesse estudo, apesar de nao ter sido tao eficiente
quanto a aquosa na extracdo de grandes
quantidades de compostos fendlicos, possibilitou
a extracdo de compostos com significativa acdo
insulinotrépica. Além disso, devido a baixa
toxicidade, o ALC foi testado em concentracdes
mais elevadas quando comparado ao AQ,
aumento assim a possibilidade de exposicao das
células RINm5f a maiores concentracdes dos
compostos insulinotrépicos.

Além do efeito direto sobre a secrec¢do de
insulina, também foi avaliada a capacidade
citoprotetora dos extratos sobre as células
RINm5f submetidas a estresse oxidativo. O AQ
apresentou agdo citoprotetora, prevenindo
parcialmente a acdo deletéria do H,0, em
praticamente todas as concentragdes testadas. O
AQ foi o que apresentou a maior concentragao
de compostos fendlicos e, sabidamente, a acdo
antioxidante desses compostos esta amplamente
relacionada com a protecdo celular e prevencao
do desenvolvimento de diversas patologias, entre
elas o diabetes mellitus. A baixa atividade e
expressao proteica de enzimas antioxidantes
torna as células B pancreaticas muito susceptiveis
aos danos celulares mediados por espécies
altamente reativas'®. Varios estudos demonstram
a capacidade antioxidante e citoprotetora dos
compostos fendlicos mais abundantes no extrato
foliar de Eugenia uniflora sobre células
pancreaticas. Coskun et al.*, por exemplo,
demonstraram o efeito citoprotetor da
guercetina através da diminuicdo da peroxidacdo
lipidica, inibicdo da geracdo de oxido nitrico e
aumento da atividade de enzimas antioxidantes
em ilhotas de ratos diabéticos. A elevada
concentracdo de compostos fendlicos no AQ
possivelmente seja a responsavel pela maior
capacidade citoprotetora deste quando
comparado ao ALC. Essa hipotese é reforgada
pelo fato do ALC somente ter apresentado efeito
citoprotetor semelhante ao do AQ em alta
concentragdo (250 pg/mL). Por outro lado, as
concentragdes mais baixas do ALC (31, 25 e 62,5
ug/mL) potencializaram o efeito deletério do
H,0,. Essas coincidem com as concentra¢des de
ALC em que foi evidenciado aumento do
metabolismo mitocondrial (maior reducdo do
MTT) nas células RINm5f. Uma hipdtese é que
esse aumento do metabolismo mitocondrial
possa ter sido acompanhado de maior geracdo de
EROs e consequente potencializacdo do estresse
oxidativo induzido pelo H,0,. A baixa
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concentracao de compostos fendlicos,
acompanhada da reduzida atividade
citoprotetora, é indicativo de que a atividade
insulinotrépica do extrato ALC ndo é resultante
de uma significativa atividade antioxidante.

As EROs, como superdxido, H,0, e
radical hidroxila podem comprometer a
integridade e consequentemente a
funcionalidade celular. As células RINm5f em
cultura apresentam caracteristicas epiteliais com
grande adesdo intercelular através de projecGes
citoplasmdticas mantidas por microfilamentos de
actina. O estresse oxidativo induzido pelo H,0,
causou varias alteragdes morfoldgicas nas células
RINm5f, como perda de adesdo intercelular e
alteracdo no formato celular (de estrelado para
mais arredondado). Isto sugere provavel
alteracdo nos elementos estruturais (polimeros
de actina) podendo levar a um aumento de
permeabilidade e reducdo da seletividade da
membrana celular’®®. Apds incubacdo com o
H,0,, a membrana plasmatica de varias células
apresentou aspecto irregular, com formacdo de
pregas e citoplasma mais claro, possivelmente
devido a  desestruturagio do  reticulo
endoplasmatico granular e consequente redugao
da basofilia. A provavel perda do conteudo
citoplasmatico, resultante da peroxidacgao lipidica
e do aumento da permeabilidade da membrana,
deixou o nucleo das células mais evidente. Além
da peroxidacdo lipidica, o citoesqueleto é um dos
primeiros alvos do estresse oxidativo®. H4 uma
gama crescente de evidéncias suportando a
hipétese de que perturbagdes nas proteinas do
citoesqueleto correspondem ao passo inicial dos
danos induzidos por agentes oxidantes*'. Efeito
semelhante foi observado em  células
respiratdrias epiteliais (Calu-3). Nessas células o
estresse oxidativo induzido pelo H,0, promoveu
alteragdes no citoesqueleto e diminuicdo da
seletividade de membrana®. A exposicdo das
células RINm5f aos extratos aquoso (75 pg/mL) e
alcodlico (250 pg/mL) preveniu muitas das
alteragdes morfoldgicas induzidas pelo H,0,,
comprovando a capacidade citoprotetora de
ambos e sugerindo, neste caso, ndo uma agao
direta dos compostos antioxidantes na
neutralizacdo das espécies reativas, mas a
inducdo da expressio ou do aumento da
atividade de mecanismos antioxidantes de defesa
celular.

A partir dos resultados obtidos neste
estudo foi possivel concluir que os extratos
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aquoso e alcodlico testados apresentam
atividade citoprotetora sobre as células
secretoras de insulina e que o ALC possui uma
significativa acao insulinotrépica. Esses
resultados confirmam o potencial das folhas de
Eugenia uniflora L. como coadjuvante tanto na
prevencdao quanto no tratamento do diabetes
mellitus.
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