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Potencial antidiabético do extrato aquoso das folhas de Bidens gardneri
Baker

RESUMO

Bidens gardneri Baker tem sido tradicionalmente usada como uma planta medicinal para o
tratamento de Diabetes mellitus. No entanto, faltam evidéncias sobre os beneficios e
mecanismos. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito antidiabético do extrato aquoso
das folhas de B.gardneri (EABG). Avaliamos o potencial antiglicacdo pelo teste (BSA)/glicose
e apos 14 dias e 28 dias de incubacdo foram realizadas as leituras em um fluorimetro para
quantificar os produtos da glicacdo avancada (AGEs). Quantificacdo do contetdo de fendis,
flavonoides, flavonol e taninos. Identificagdo dos compostos por cromatografia liquida de alto
desempenho. Realizou-se o teste oral de tolerancia a glicose em ratos com diferentes doses (30
mg/kg, 100 mg/kg e 300 mg/kg). Animais diabéticos induzidos com aloxano receberam uma
dose diaria de EABG (300 mg/kg V.0O.) durante 10 dias. Os niveis de glicemia foram utilizados
para avaliar seus efeitos antidiabéticos. Animais resistentes a insulina foram induzidos com
uma dieta hipercaldrica durante 14 semanas associado ao tratamento com dose diaria de EABG
(300 mg/kg V.0O) no periodo de 10 semanas. Apds 0s animais serem submetidos a eutanasia
foram determinados a atividade das dissacaridases intestinais (maltase, sacarase e lactase) e
quantificacdo do conteudo de glicogénio muscular e hepatico. Na quantificacdo de metabolitos
0 &cido 4-O-cafeoilquinico foi 0 composto majoritario. O extrato apresentou potencial de
inibicdo na formacéo de AGEs. O estudo mostrou que o0 EABG aumentou a concentragdo de
glicogénio hepatico e muscular e inibiu as enzimas intestinais sacarase e lactase em animais
normoglicémicos. No TOTG a dose de 300mg/kg do EABG foi a que demonstrou o melhor
efeito na diminuicdo da glicemia dos animais, com um efeito parecido do medicamento
glibenclamida. Nos animais diabéticos, uma dose diaria de EABG durante 10 dias diminuiu
significativamente os niveis de glicose no sangue, prevenindo a perda de peso, aumentou 0
contetdo de glicogénio muscular e inibiu a atividade das enzimas intestinais. Além disso, dos
animais resistentes a insulina o extrato preveniu o aumento da glicemia, aumentando o contetdo
de glicogénio muscular e inibindo a atividade das enzimas intestinais. Nossos resultados
sugerem que o extrato aquoso de Bidens gardneri apresenta potencial para o tratamento da
diabetes.

Palavras-chave: Glicacdo, Diabetes Mellitus, Antioxidante.



ABSTRACT

Antidiabetic potential of the aqueous extract of the leaves of Bidens gardneri Baker

Bidens gardneri Baker has been traditionally used as a medicinal plant for the treatment of
Diabetes mellitus. However, there is a lack of evidence on the benefits and mechanisms.
This study aimed to evaluate the antidiabetic effect of B. gardneri (EABG) leaves aqueous
extract. We evaluated the potential anti-glycation by the test (BSA) / glucose and after 14
days and 28 days after incubation were carried out the readings in a fluorimeter to
determine the formation of Advanced Glycation End-products (AGES). the content of
phenols, flavonoids, flavonol and tannins were quantified. We identified the compounds by
high performance liquid chromatography. The oral glucose tolerance test was performed in
rats at different doses (30 mg / kg, 100 mg / kg and 300 mg / kg). Diabetic animals induced
with alloxan received a daily dose of EABG (300 mg / kg V.0O.) for 10 days. Blood glucose
levels were used to assess their antidiabetic effects. Insulinresistant animals were induced
with a hypercaloric diet for 14 weeks associated with treatment of daily dose of EABG
(300 mg/ kg V.O) over the 10-week period. After the animals were submitted to euthanasia,
the activity of intestinal disaccharidases (maltase, sucrase and lactase) and quantification
of the muscular and hepatic glycogen contents were determined. In the quantification of
metabolites 4-O-caffeoylquinic acid was identified as the major compound. The extract
presented potential of inhibition in the formation of advanced glycation products (AGES).
The study showed that EABG increased the concentration of hepatic and muscular
glycogen and inhibited intestinal sucrase and lactase enzymes in normoglycemic animals.
In the TOTG the dose of 300mg / kg of the EABG was the one that demonstrated the best
effect in the decrease of the glycemia of the animals, besides having an effect similar to the
drug glibenclamide. . In diabetic animals a daily dose of EABG given once daily for 10
days significantly lowered blood glucose levels, prevented weight loss, increased muscle
glycogen content and inhibited the activity of intestinal enzymes. In addition, of the insulin-
resistant animals, the extract prevented the increase of glycemia, increasing the muscle
glycogen content and inhibiting the activity of the intestinal enzymes. Our results suggest

that the aqueous extract of Bidens gardneri presents potential for the treatment of diabetes.

Keywords: Glycation, Diabetes Mellitus, Antioxidant.
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1. INTRODUCAO

A Diabetes mellitus (DM) é descrita como uma desordem metabolica multipla,
caracterizada pela hiperglicemia crénica decorrente de defeitos na secrecdo e/ou agdo da
insulina, resultando em auséncia ou resisténcia insulinica (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2016). Altas concentractes de glicose no plasma levam ao desenvolvimento
de degeneraces cronicas associadas a faléncia de diversos 6rgéos, principalmente olhos, rins,
coracdo, nervos e vasos (BOLAND; RHODES; GRIMSBY, 2017).

A DM tem se tornado uma doenca muito frequente na populacdo adulta e
consequentemente tem desencadeado um aumento na mortalidade por doencas
cardiovasculares, sendo considerado um dos maiores problemas de salude publica em muitos
paises (SANTOS, 2012). Segundo Moraes et al. (2010) a prevaléncia da DM em 2000 ocupava
o0 oitavo lugar, sendo que o Brasil ficava entre os dez paises com maior nimero de casos de
diabetes (4,6 milhGes), e a previsao até 2030 é que ocupara a sexta posi¢éo, quando contara com
8,9 milhdes de pessoas diagnosticadas.

Atualmente, fA&rmacos hipoglicemiantes sdo uma alternativa para controlar os niveis de
glicose no sangue, no entanto, apesar de grandes avangos na medicina moderna e o
desenvolvimento de agentes terapéuticos, a busca de tratamentos usando plantas medicinais tem
crescido (LI, 2017). Esta necessidade é dada a consequéncia dos medicamentos possuirem
efeitos colaterais, além de seus altos custos que normalmente sdo custeados pelos proprios
pacientes sendo um dos motivos principais identificado para ndo-adesdo ao tratamento entre
pacientes diabéticos. Desta forma, os pacientes buscam outros recursos e formas alternativas de
terapia, tais como uso de plantas medicinais (EZURUIKE; PRIETO, 2014).

Plantas medicinais constituem parte da biodiversidade e sdo amplamente utilizadas
desde o principio da civiliza¢do por diversos povos e de varias maneiras, sendo consideradas
fontes basicas do cuidado pela vida. Comunidades tradicionais utilizam as plantas medicinais
como remédios caseiros, e também as espécies vegetais podem ser utilizadas como
matériaprima de fitoterapicos e outros medicamentos (SHAHEEN et al., 2017; FIRMO et al.,
2011). Tais plantas vém sendo utilizadas pela populagdo mundial no tratamento de diversas
doencas crénicas, possuindo metabolitos, sendo assim de extrema importancia para a saude
global (PEREZ, 2010). No Brasil essa pratica é mais evidente, pois 0 pais apresenta uma vasta
biodiversidade e diversidade étnico-cultural. Estudos tém demonstrado a eficacia e a

potencialidade das plantas no tratamento de doengas crénicas, inclusive como diabetes
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(ARAUJO, 2015; SOUZA et al, 2017). As plantas medicinais s&o utilizadas sozinhas como
opcao terapéutica, ou associada com medicamentos convencionais (EZURUIKE; PRIETO,
2014).

Levantamentos etnobotanicos realizados na regido do Mato Grosso do Sul despertam o
interesse cientifico para espécie do género Bidens de ocorréncia no Estado, a Bidens gardneri
Baker (B. gardneri), conhecida como picéo-vermelho, a qual ¢ utilizada como planta medicinal
pela populacéo local como anti-inflamatdrio e diurético, inclusive para o tratamento da diabetes
(PEREIRA et al, 2007). As espécies do género Bidens sdo utilizadas popularmente e algumas
acOes bioldgicas j& foram comprovadas cientificamente na literatura, principalmente com
relacéo a espécie Bidens pilosa L., conhecida como picdo-preto, sendo esta a espécie com mais
estudos do género, inclusive relatos com potencial antidiabético (TROJAN-RODRIGUES et
al., 2011).

O extrato de algumas espécies do género Bidens foram avaliadas e observou-se
atividades antioxidantes e antidiabéticas relacionadas a presenca de flavonoides e poliacetilenos
(SILVA, 2011). No entanto, do ponto de vista quimico e farmacolégico, outras espécies nativas
do Brasil sdo praticamente desconhecidas, destacando-se neste contexto a espécie B. gardneri
(CARIBE; CAMPOS,1991). Desta forma este estudo tem como objetivo estudar os efeitos
hipoglicemiantes e antioxidantes da B. gardneri, contribuindo cientificamente com
informacdes.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Homeostasia da Glicose

Processos bioquimicos e fisiologicos estdo associados a manutencdo da homeostasia do
organismo humano. Alteraces nesse equilibrio sdo percebidas e varios sistemas sdo ativados,
incluindo o sistema endocrino, a fim de restabelecer o estado de homeostasia. Em resposta a
uma ma alimentacdo ocorre um processo que pode levar a uma serie de doencas: obesidade,
problemas cardiovasculares e da hipoglicemia ao diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (GELONESE;
LAMOUNIER; COELHO, 2006).

A glicemia apds uma refeigdo esté relacionada com a taxa de digestdo consumida de
carboidratos. No organismo o amido dietético é digerido no intestino delgado pela ag¢do da
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aamilase, gerando dissacarideos e oligossacarideos, que ainda sdo hidrolisados por aglicosidase
para produzir monossacarideos. Inibidores da o-glucosidase mostram ser eficazes na
hiperglicemia po6s-prandial, limitando a absorcao de glicose e a resposta a insulina. (OH et al.,
2015). As enzimas intestinais capazes de hidrolisar a sacarose e maltose estdo presentes na
escova do intestino e sdo translocadas para a superficie da célula estando envolvidas também
na digestao de actcares e amido. Pacientes diabéticos tipo 2 tém aumentado os niveis dessas a-
glicosidase que potencialmente aumenta a taxa de acUcar digestdo e absor¢do e agrava o
problema, tornando-se um alvo interessante para a inibicdo (PYNER, 2017).

Toda alteragdo de glicemia ¢ detectada pelas células B, iniciando automaticamente o
controle da secrecdo de insulina e captagdo ou liberacdo de glicose hepatica (MACHEDA, et
al., 2005). As células B pancreaticas produtoras de insulina sao responsaveis pela manutencao
da homeostase glicémica fisiologica, sendo o regulador priméario a resposta da elevacéo nas
concentracdes de glicose circulante ap6s uma refeicdo. No entanto, a a¢ao unica da célula
para as mudancas cronicas na glicemia tem revelado uma adaptacdo da célula para produzir
insulina dependendo da necessidade do metabolismo, associado com o transportador do
pancreas de glicose de membrana plasmatica GLUT2, facilitando detec¢édo de concentracdes de
glicose circulante (BOLAND; RHODES; GRIMSBY, 2017).

Quando a glicose entra nas células beta das ilhotas pela via GLUTZ2, é fosforilada para
formar glicose-6-fosfato, sendo o passo limitante da taxa deste processo, a insulina liberada esta
envolvida diretamente na homeostasia da glicose, no momento que ha a presenca elevada de
glicose, a insulina ¢ secretada das células as células P pancredticas com caracteristica
bifasica(OHNEDA,1993). A primeira fase € rapida, as vesiculas contendo granulos de insulina
sdo liberadas. Se a concentragdo de glicose permanecer elevada, a segunda fase é observada,
tem uma durabilidade estendida. Nesta, os sinais para secre¢do de insulina sdo amplificados,
levando ao recrutamento de vesiculas localizadas no citoplasma da célula PBpancreatica e
ativacdo da sintese do proprio horménio (POSTAL, 2015). Homeostase de glicose do
organismo baseia-se principalmente na capacidade das células f do pancreas para regular a
secrecdo de insulina em resposta a alteraces na concentracdo de glicose no sangue. Quando
secretada pelas células B das ilhotas pancreaticas regula a glicose em varios niveis, reduzindo a
producéo hepética de glicose (via diminui¢do da gliconeogénese e glicogendlise) e aumentando
a captacdo periférica de glicose, principalmente nos tecidos muscular e adiposo
(CARVALHIERA; ZECCHIN; SAAD, 2002; KITAMOTO, 2017).

Embora a glicose seja o principal mediador da secrecdo de insulina, uma variedade de

outros fatores e macromoléculas podem contribuir para homeostase da glicose, como o peptideo
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semelhante ao glucagon-1(GLP-1), um hormonio encontrado no intestino, secretado pelas
células L no ileo terminal, colon e do reto. GLP-1 quando combinado com receptores
especificos ¢ capaz de promover a sintese e secre¢ao de insulina nas células 8 (NIU et al., 2017).
As células a produzem glucagon em resposta a niveis baixos de glicose no sangue, logo em
seguida, o glucagon estimula o figado para conversdo de glicogénio em glicose.
Consequentemente, o figado libera glicose no sangue mais rapidamente, elevando os niveis
glicémicos em pessoas saudaveis, a acdo do glucagon € de estimular a producéo de glicose pelo
figado (CARLOS et al., 2014).

Quando h& um aumento fisiologico da glicemia, o pancreas produz uma quantidade
maior de insulina, suprimindo a producédo de glucagon e, consequentemente, reduz a produgéo
hepatica de glicose. De outro modo, ha aumento na captacédo da glicose pelo musculo e tecido
adiposo pela ativacdo da GLUT-4 (GELONESE; LAMOUNIER; COELHO, 2006).

A concentracdo de insulina e glucagon tem sido associada a sintese e a degradacéo,
respectivamente, de glicogénio no figado e masculos, portanto o glicogénio € uma das principais
fontes de energia para o funcionamento adequado do metabolismo humano (COSTA, 2008). O
glicogénio € distinto nos tecidos muscular e hepatico; o glicogénio muscular é importante
apenas para 0 musculo, metabolizado nesse local para fornecer energia para a contracao
muscular, enquanto o glicogénio hepético tem por funcéo regular a glicemia e fornecer substrato
energético para outros tecidos (CARLOS, 2014).

2.2 Diabetes Mellitus

Essa patologia é definida como uma desordem metabdlica crénica caracterizada pelos
altos niveis de glicose no sangue, resultado da insuficiéncia de secre¢do de insulina, também
conhecida ou por defeitos na acdo e secre¢do da insulina e na regulacdo da producédo hepética
de glicose (EZURUIKE; PRIETO, 2014). E classificada principalmente em trés categorias:
diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 e diabetes gestacional. Diabetes tipo 1 € uma doenga autoimune
caracterizada por destruicdo das células beta pancreaticas. Na diabetes tipo 2, existe uma da
resisténcia a insulina e da disfuncao das células beta, fortemente associada a obesidade e a um
estilo de vida sedentario. A diabetes gestacional é definida como uma alteragdo no metabolismo
dos carboidratos, resultando em hiperglicemia diagnosticada na gestacdo (FERREIRA et al.,
2011; DIRETRIZES SOCIEDADE BRASILEIRA DE

DIABETES, 2016; JACOB et al., 2014).
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A DM foi descoberta pelo médico grego, Aretaeus of Cappadocia (30-90 dC), o qual
descreveu pela primeira vez esta doenca relatando os sintomas, como sede constante
(polidipsia), miccdo excessiva (polidria) e perda de peso, que ainda sdo verdadeiras hoje em dia
(YANG, 2014).

A Federacdo Internacional de Diabetes, relata que aproximadamente 415 milhGes de
pessoas serdo acometidas por DM no mundo até 2040. Cerca de 75% das pessoas com diabetes
vivem em paises em desenvolvimento, nos quais se alimentam a base de dietas pouco saudaveis
e estilos de vida sedentarios, promovendo o desenvolvimento de diabetes tipo 2 (LI; YAO; LI,
2016).

Segundo as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2016), a evolucdo do
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) passa por estagios que recebem a denominacéao de glicemia de
jejum alterada e tolerancia a glicose diminuida. Esses estagios sdo provenientes de uma

combinagdo de resisténcia a acdo insulinica e disfungdo de célula f.

O critério para o diagndstico da Organizacdo Mundial da Satde (OMS) e pela Sociedade
Brasileira de Diabetes (SBD), compreende na glicemia casual aquela realizada a qualquer hora
do dia, independentemente do horério das refei¢des, glicemia de jejum > 126 mg/dl (7 mmol/dl).
Em caso de pequenas elevacgdes da glicemia, o diagnostico deve ser confirmado pela repeticdo
do teste em outro dia, glicemia de 2 h pos-sobrecarga de 75 g de glicose > 200 mg/dl
denominado teste de tolerancia a glicose deve ser feito com os cuidados preconizados pela
OMS, com coleta para diferenciacéo de glicemia em jejum e 120 min ap0s a ingestdo de glicose.
Sabe-se que a diabetes tem se tornado um problema de salde publica trazendo altos custos a
identificacdo precoce da hiperglicemia e seu controle constitui um potencial terapéutico para a
prevencdo das complicacdes cronicas do diabetes (GELONEZE; LAMOUNIER; COELHO,
2006).

A atividade fisica é considerada um dos pilares do tratamento da DM tipo 2. O resultado
do exercicio fisico no controle glicémico se faz pelo efeito sensibilizador a insulina dos
exercicios, e pelo estimulo a captacdo de glicose independentemente da agdo insulinica
(LARSEN et al., 1999). A dieta pode ser utilizada também na forma de tratamento com a
ingestdo de fibras soluveis, pela sua viscosidade e capacidade de retardar a absorcdo de
carboidratos, melhorando a glicemia p6s-prandial (HU; WILLET, 2002).

A terapia por meio de dieta e exercicios pode prevenir a progressdo da diabetes. No
entanto, no diabetes agravado, com a evolucdo da doenca ha a necessidade de associar agentes

farmacoldgicos para manter o estado pds-prandial dentro de limites da normalidade (COSTA,
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2008). Cada classe de antidiabéticos atua por vias bioldgicas diferentes, proporcionando as
desvantagens e os beneficios potenciais de classe (YAO et al., 2011).

Dos hipoglicemiantes orais, a classe das biguanidas sédo as mais estudadas, esta classe
aumenta a sensibilidade a insulina em pacientes com DM2 diminuindo a producéo hepatica de
glicose e aumentando a absorcdo de glicose no musculo. Ja as tiazolidinedios (TZDs) aumentam
a sensibilidade a insulina através da ativacdo de receptores ativados por proliferador de
peroxissoma (PPARy) (VIANNA; SANCHES; BARRETO, 2017). A classe das sulfonilureias
atua como secretagogos de insulina por ligacdo a superficie de células B pancreaticas e, assim,
estimulando a exocitose de insulina, a classe do Peptideo insulinotrdpica dependente de glicose
do intestino e o glucagon peptideo 1 e 2 (GLP-1 e GLP2), horménios liberados no duodeno e
jejuno proximal e no L-células localizadas no ileo distal e c6lon, respectivamente, os horménios
sdo secretados apenas ap6s a ingestdo de alimentos estimulando a liberagdo da insulina das
células B (MORTENSEN, 2003).

Além dos hipoglicemiantes orais ha também o tratamento a base de insulinoterapia,
tratamento com a reposicao insulinica (PIRES; CHACRA, 2007). A insulina regular a base de
insulina humana possui o inicio de a¢do 30 minutos, também pode ser associada com a de a¢édo
intermediaria. Insulina intermediaria € representada pela de insulina lenta e insulina humana
recombinante (NPH) com inicio de ag8o entre 1 e 2 horas, elas podem ser misturadas na mesma
seringa para facilitar a adesdo da insulinoterapia (MORTENSEN, 2003).

2.3 Estresse Oxidativo

A oxidacdo é parte fundamental do nosso metabolismo, assim, os radicais livres sao
produzidos naturalmente, esses radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se
centrado nos atomos de oxigénio ou nitrogénio encontram-se envolvidos na producdo de
energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular e sintese de substancias bioldgicas
importantes, no entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais (BARREIROS; DAVID,
2005).

Os antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidagdo, podendo
proteger o corpo humano contra os danos causados pelos radicais livres (ALMEIDA, 2006).
Esses interceptam radicais livres gerados pelo metabolismo ou fontes enddgenas, impedindo
ataque e evitando a formacéo de lesdes e perda de integridade celular, podem ainda reparar as
lesBes causadas, reconstituindo as células danificadas (ROCHA, 2006). A classificagdo mais
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utilizada para estas substancias é dividida em dois sistemas, 0 enzimatico, composto por
enzimas produzidas no organismo, e 0 ndo enzimatico, sendo as vitaminas da dieta
(VASCONCELOQS, et al., 2014). Os principais antioxidantes presentes nos vegetais sao as
vitaminas C, E, os carotenoides e os compostos fendlicos, em particular os flavonoides. Esses
antioxidantes absorvem radicais livres e interrompem a cadeia de transmissdo das reacoes
oxidativas promovidas pelos radicais (PODSEDEK, 2007).

Atualmente, os alimentos funcionais, estdo sendo cada vez mais procurado pela
populacdo motivados pelas suas propriedades benéficas para a saude e as ervas tornaram-se uma
fonte promissora de antioxidantes naturais (XIAO et al., 2017).

A elevacdo dos niveis glicémicos pode gerar complicacBes secundarias conhecidas
como sindrome diabética ocasionada por um aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio causando estresse oxidativo, uma vez que as células B pancredticas estdo sofrendo
sobrecarga de glicose tornam-se mais vulnerdveis ao ataque de radicais livres
(VASCONCELOS et al., 2007).

As complicagdes vasculares do DM sdo as principais causas de morbimortalidade. A
hiperglicemia crénica conduz aos danos celulares e teciduais, a formacdo dos produtos de
glicacdo avancada, também chamados AGEs (do inglés, Advanced Glycated End-Products), é
considerada uma das mais importantes agentes que produz esse tipo de dano tecidual. Os AGEs
promovem, respectivamente, estresse oxidativo, alteraces morfofuncionais e aumento da
expressdo de mediadores inflamatdrios (BARBOSA, et al., 2008). O efeito patoldgico dos
AGEs esté relacionado a capacidade destes compostos de modificar as propriedades quimicas
e funcionais das células (JUNIOR, 2014).

A hemoglobina glicada é conhecida como um produto de Amadori, quando gerado possui
grupos carbonilas, que se condensam com grupos aminas primarios, dando origem aos produtos
avancados — AGEs (BARBOSA, et al., 2008). Os individuos diabéticos apresentam
concentracdes séricas de AGEs, assim a mensuracdo da hemoglobina glicada (HbA1C), que
carrega um produto da Amadori em sua cadeia f, reflete a ocorréncia de hiperglicemias nos
altimos trés meses (BEM; KUNDE, 2006).

2.4 Plantas Medicinais

Plantas medicinais séo consideradas plantas que administradas podem exercer alguma
acdo terapéutica. O tratamento com uso de plantas medicinais em suas diferentes formas



19

farmacéuticas, sem a utilizacdo de principios ativos isolados, é definido como fitoterapia
(FIRMO et al., 2011). O uso de produtos naturais, com fins medicinais, foi encontrado ja em
civilizagdes antigas, considerada uma pratica empregada pelo homem para cura, prevencdo e
tratamento de doencas (ANDRADE; CARDOSO; BASTQOS, 2007). No uso popular ja
foram encontrados inumeras plantas no tratamento para diabetes cientificamente avaliados para
o0 tratamento. Entre eles, B. pilosa é comumente usado como alimento e remédio, dados tem
demonstrado o potencial desta planta e compostos ativos no tratamento embasado no
mecanismo antidiabético (LI; YAQ; LI., 2016).

Alguns metabdlitos presentes nas plantas medicinais s&o 0s responsaveis pelas atividades
de cada uma, esses compostos podem adquirir a capacidade de protecdo contra os efeitos do
estresse oxidativo associado a hiperglicemia crénica (RAMAKRISHN et al., 2017). Os
fendlicos sdo compostos com potente atividade antioxidante e também mostraram uma
atividade inibitéria contra amilase e glucosidase. Alimentos ricos em compostos fenolicos e
flavonoides como parte de dietas auxiliam na hiperglicemia cronica e do estresse oxidativo
(SARKAR; SHETTY, 2014).

2.4.1 Bidens gardneri

Bidens gardneri pertencente a familia Asteraceae (HSU, 2008). Familia Asteraceae
ocupa um lugar em pesquisas devido suas caracteristicas aromaticas e alta diversidade
fitoquimica, ja foram encontradas atividades hipoglicémicas atribuidas a flavonoides presentes
nas éspecies dessa familia como Bidens pilosa e Bidens tripartita, sendo frequentemente
mencionadas para uso com diabetes (TROJAN-RODRIGUES, 2011; HSU, et al., 2009;
ORHAN, et al., 2016).

Algumas espécies deste género sao descritas no Brasil e sdo conhecidas popularmente como
picdo, em virtude da caracteristica pegajosa de suas sementes. B. subalternans, conhecida como
picdo-do-campo, e B. gardneri, conhecida como picdo-vermelho, séo utilizadas popularmente
na forma de chas como depurativas do sangue e para o tratamento de diversas doencas (diabetes,
anemia, hepatite) (BRATTI et al, 2013; PEREIRA et al, 2011; BIANCO, E.M.; SANTOS,
C.A.M., 2003).
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O picdo vermelho é caracterizado por possuir efeitos na aplicacdo da medicina caseira e
comprovacdo bioldgica para acdo diurético, antioxidante e anti-inflamatoério (SILVA, 2013),
encontrada principalmente em cerrado tipico e frequente em areas perturbadas e bordas de
cerrado (JULIO, 2009). O picdo-vermelho (B. gardneri) é uma erva ereta e pouco ramificada,
com cerca de um metro de altura; suas folhas sdo simples e alternas e apresenta flores tubulares
reunidas em capitulos radiados, com flores do raio apresentando coloragdo que varia do laranja
ao vermelho (REIS, 2015). Estudos encontraram grande quantidade de flavonas e terpenos
(SILVA, 2013).
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3 OBJETIVOS
GERAL
Avaliar a potencial atividade antidiabética do extrato aquoso das folhas de B.gardneri
Baker, através de modelos experimentais in vitro e in vivo.

ESPECIFICOS

Anélise fitoquimica do EABG;
Avaliar o potencial antiglicacdo pelos testes (BSA)/glicose;

Verificar o efeito do extrato aquoso das folhas de B. gardneri Bak. na glicemia de
animais normoglicémicos no TOTG.

Verificar o efeito do extrato aquoso das folhas de B. gardneri Bak. na glicemia de

animais diabéticos induzidos com aloxano por um periodo crénico de tratamento por via oral;

Verificar o efeito do extrato aquoso das folhas de B. gardneri Bak. na glicemia de
animais hiperglicémicos induzidos a resisténcia insulinica através de dieta hipercalorica e

Estudar o efeito do extrato aquoso no conteido de glicogénio hepéatico e muscular em
ratos hiperglicémicos e diabéticos;

Determinar o efeito do extrato nas atividades das dissacaridases, incluindo sacarase,
maltase e lactase;
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Potencial antidiabético do extrato aquoso das folhas de Bidens gardneri Baker

Antidiabetic potential of Bidens gardneri Baker aqueous extract

RESUMO

Bidens gardneri Baker tem sido tradicionalmente usada como uma planta medicinal para o tratamento
de Diabetes mellitus. No entanto, faltam evidéncias sobre os beneficios e mecanismos. Este estudo teve
como objetivo avaliar o efeito antidiabético do extrato aquoso das folhas de B.gardneri (EABG).
Avaliamos o potencial antiglicagdo pelo teste (BSA)/glicose e apds 14 dias e 28 dias de incubagéo foram
realizadas as leituras em um fluorimetro para quantificar os produtos da glicacdo avancada (AGES).
Quantificacdo do conteudo de fendis, flavonoides, flavonol e taninos. Identificacdo dos compostos por
cromatografia liquida de alto desempenho. Realizou-se o teste oral de tolerancia a glicose em ratos com
diferentes doses (30 mg/kg, 100 mg/kg e 300 mg/kg). Animais diabéticos induzidos com aloxano
receberam uma dose diaria de EABG (300 mg/kg V.0O.) durante 10 dias. Os niveis de glicemia foram
utilizados para avaliar seus efeitos antidiabéticos. Animais resistentes a insulina foram induzidos com
uma dieta hipercal6rica durante 14 semanas associado ao tratamento com dose diaria de EABG (300
mg/kg V.O) no periodo de 10 semanas. Apds 0s animais serem submetidos a eutandsia foram
determinados a atividade das dissacaridases intestinais (maltase, sacarase e lactase) e quantificacdo do
contetdo de glicogénio muscular e hepatico. Na quantificacdo de metabdlitos o &cido 4-O-
cafeoilquinico foi o composto majoritério. O extrato apresentou potencial de inibi¢cdo na formacao de
AGEs. O estudo mostrou que o EABG aumentou a concentracdo de glicogénio hepatico e muscular e
inibiu as enzimas intestinais sacarase e lactase em animais normoglicémicos. No TOTG a dose de
300mg/kg do EABG foi a que demonstrou o melhor efeito na diminuicdo da glicemia dos animais, com
um efeito parecido do medicamento glibenclamida. Nos animais diabéticos, uma dose diaria de EABG
durante 10 dias diminuiu significativamente os niveis de glicose no sangue, prevenindo a perda de peso,
aumentou o conteudo de glicogénio muscular e inibiu a atividade das enzimas intestinais. Além disso,
dos animais resistentes a insulina o extrato preveniu o aumento da glicemia, aumentando o conteildo de
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glicogénio muscular e inibindo a atividade das enzimas intestinais. Nossos resultados sugerem que o
extrato aquoso de Bidens gardneri apresenta potencial para o tratamento da diabetes.

Palavras-chave: Glicacdo, Diabetes Mellitus, Antioxidante.

abstract

Bidens gardneri Baker has been traditionally used as a medicinal plant for the treatment of Diabetes
mellitus. However, there is a lack of evidence on the benefits and mechanisms. This study aimed to
evaluate the antidiabetic effect of B. gardneri (EABG) leaves aqueous extract. We evaluated the
potential anti-glycation by the test (BSA) / glucose and after 14 days and 28 days after incubation
were carried out the readings in a fluorimeter to determine the formation of Advanced Glycation
End-products (AGES). the content of phenols, flavonoids, flavonol and tannins were quantified. We
identified the compounds by high performance liquid chromatography. The oral glucose tolerance
test was performed in rats at different doses (30 mg / kg, 100 mg / kg and 300 mg / kg). Diabetic
animals induced with alloxan received a daily dose of EABG (300 mg/ kg V.0.) for 10 days. Blood
glucose levels were used to assess their antidiabetic effects. Insulin-resistant animals were induced
with a hypercaloric diet for 14 weeks associated with treatment of daily dose of EABG (300 mg /
kg V.0) over the 10-week period. After the animals were submitted to euthanasia, the activity of
intestinal disaccharidases (maltase, sucrase and lactase) and quantification of the muscular and
hepatic glycogen contents were determined. In the quantification of metabolites 4-O-caffeoylquinic
acid was identified as the major compound. The extract presented potential of inhibition in the
formation of advanced glycation products (AGEs). The study showed that EABG increased the
concentration of hepatic and muscular glycogen and inhibited intestinal sucrase and lactase enzymes
in normoglycemic animals. In the TOTG the dose of 300mg / kg of the EABG was the one that
demonstrated the best effect in the decrease of the glycemia of the animals, besides having an effect
similar to the drug glibenclamide. . In diabetic animals a daily dose of EABG given once daily for
10 days significantly lowered blood glucose levels, prevented weight loss, increased muscle
glycogen content and inhibited the activity of intestinal enzymes. In addition, of the insulin-resistant
animals, the extract prevented the increase of glycemia, increasing the muscle glycogen content and
inhibiting the activity of the intestinal enzymes. Our results suggest that the aqueous extract of
Bidens gardneri presents potential for the treatment of diabetes.

Keywords: Glycation, Diabetes Mellitus, Antioxidant.

Introducéo

Diabetes mellitus (DM) é considerada um distirbio enddcrino caracterizado por
hiperglicemia, ocasionada pelos niveis elevados de glicose no sangue resultantes a insuficiéncia
de secrecdo de insulina ou resisténcia a insulina (Madhuri, 2017). Diabetes se tornou a terceira

causa de morte, apos cancer e doencas cardiovasculares (Oh, 2015). A hiperglicemia crénica
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esta associada ao risco de doenca cardiovascular e aos danos oxidativos. Na DM2, 6rgdos como

figado, masculo e adipdcitos desenvolvem resisténcia a insulina (Kasangana, 2017).

A absorcdo de glicose nos tecidos periféricos acontece nos musculos e adipdcitos
desempenhando papel na manutencdo da glicose corporal (DeFronzo, 2004). O aumento
abusivo de glicose pode gerar complicacdes secundarias conhecida como sindrome diabética,
ocasionada por um aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio causando estresse
oxidativo. Portanto, a descoberta de novos medicamentos para o diabetes ainda é necessaria
(Al-Rasheed et al., 2017).

As plantas medicinais sdo as mais antigas no tratamento empregado pelo homem nas
enfermidades de todos os tipos. Entre elas, Bidens gardneri Baker pertencente a familia
Asteraceae, tem sido usada para tratar diabetes em diferentes regiées do mundo (Damasceno,
2007; Queiroz et al., 2006; Pereira et al, 2007). As espécies do género Bidens sdo utilizadas
popularmente e algumas agdes etnofarmacoldgicas ja foram comprovadas cientificamente na
literatura, principalmente com relacdo a espécie Bidens pilosa L., conhecida como picédopreto,
a qual é a espécie com mais estudos quimicos e farmacoldgicos, inclusive relatos com potencial
antidiabético (TROJAN-RODRIGUES et al., 2011).

Portanto, este estudo teve como objetivo valiar o potencial antidiabético do extrato aquoso das
folhas da Bidens gardneri BAK através dos testes de tolerancia a glicose, inducéo por aloxano
e dieta hipercalorica.

2. Materiais e Métodos

2.1.  Coleta do material vegetal e preparacdo dos Extratos

As folhas de B. gardneri foram coletadas no assentamento lagoa grande, Ithaum, Mato Grosso
do Sul, Brasil, sob as coordenadas geograficas: 21°59°52,75” e 55°20°21,85”a exsicata da
espécie vegetal foi identificada pela Profd Dr* Zefa Valdivina Pereira e esta registrada no
herbéario da Universidade Federal da Grande Dourados sob o registro n°® 5560. As folhas de B.
gardneri foram secas em estufa a 40°C durante 4 dias e trituradas. O material vegetal foi
submetido a extracao atraveés de infusdo (15 min, 90°C, 1:5, m:v, 11,63% de rendimento). Apds
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arrefecimento, o extrato aquoso foi filtrado e liofilizado resultando no extrato bruto aquoso. O

extrato foi armazenado a -20°C até a sua utilizacéo.

Testes in vitro

2.2. Conteldo total de fenol

O extrato aquoso de B.gardneri (1g / L), foi dissolvido em metanol (1 g / L), onde 100
uL de solucdo foram misturados com agua destilada (1,0 mL) e 0,5 mL de reagente de
folinciocaleu (1:10 hgv / v). Finalmente, adicionou-se solucéo de carbonato de sédio (2%, 1,50
mL) a um tubo de ensaio e agitou manualmente durante 30 minutos, com intervalos. A
absorbancia foi medida a 765 nm utilizando um espectrofotdmetro. A concentracdo fendlica
total é expressa como equivalente de acido galico (GAE) em mg por grama de extrato (Lin et
al., 2007), utilizando a curva de calibragdo com acido galico.

2.3. Conteldo total de flavonoides

O extrato aquoso B. gardneri (1 g/ L), foi misturado com etanol (95%, 1,50 mL), cloreto
de aluminio (10%, 0,10 mL), acetato de sodio (1 M, 0,10 mL) e &gua destilada (2,80 mL) em
um tubo de ensaio. Em seguida, a mistura foi incubada durante 40 min. A absorbancia foi
medida a 415 nm utilizando um espectrofotdmetro. Para calcular a concentracédo de flavonoides,
uma curva de calibracdo usando quercetina foi realizada como padréo, e a concentracdo de
flavonoides é expressa como equivalentes de quercetina (QE) em mg por grama de amostra (Lin
et al., 2007).

2.4. Conteldo total de flavonol

Adicionou-se um extrato aquoso B. gardneri (1 g/ L), AICI3 (2%) e acetato de sodio (3
mL, 50 g/ L) em um tubo de ensaio. A mistura foi agitada e incubada durante 2,5ha 20 ° C.
A absorbéncia foi registrada a 440 nm (Maxson e Rooney, 1972) em um espectrofotbmetro. O

flavonol total é expresso como mg de equivalentes de quercetina por grama de peso seco (mg
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QE / g de amostra), utilizando a mesma curva de calibracdo para flavonoides.

2.5. Conteldo total de Tanino

A concentracdo de tanino foi medida pela reagdo da vanilina, de acordo com o método
de Broadhurst e Jones (1978), adaptado por Agostini-Costa et al. (1999). Em que foram
adicionados 5 ml de vanilina, reagente preparado recentemente a cada tubo de ensaio (em cinco
vezes). Os tubos de ensaio foram pré-aquecidos em banho de dgua a 30 ° C durante 30 min. Em
seguida, foram adicionados 1 ml de extrato aquoso (1 g / L) de B. gardneri a cada tubo foi
submetido a vortice durante 30 segundos. A reacdo foi mantida a 30 ° C durante 20 minutos e
a absorbancia foi registrada a 510 nm dentro de um periodo maximo de 1 hora. A quantificacao
foi feita por meio da curva de calibracdo externa, usando a catequina como padrdo e 0s

resultados sdo expressos em mg de catequina equivalente (EAC) por 1 g de amostra.

2.6.  Analise fitoquimica

Os compostos foram identificados por cromatografia liquida de alto desempenho
(Acquity-UPLCTM) acoplada a um detector de matriz de fotodiodo (PDA) e um espectrometro
de massa de alta resolucéo (Xevo® G2 QTof modelo - WATERS®) equipado com uma fonte
de ionizacao electrospray Funcionamento (ESI) no modo positivo. a separacdo cromatografica
foi realizada usando uma coluna de Synergi™ (Phenomenex®-identifica¢do 4 pm, 150 x 2.0
mm) a 40 ° C e o volume de inje¢ao foi definido como 5 pl. a eluigdo foi realizada usando uma
fase aquosa consiste em acido férmico a 2% (solvente A) e acetonitrila contendo 1% de acido
férmico (solvente B). Utilizou-se um gradiente linear de acordo com as seguintes condicdes: 0-
10 min, 5-12% B; 10-29 min, 12-18% B; 29-33 min, 18% B; 33-34 min, 5% B com um fluxo
constante de 0,4 mL.min-1. A detecc¢do realizou-se a 340 nm e o intervalo de varredura espectral
na regido visivel variou entre 190 e 600 nm (PDA). Massa digitalizacdo variou de m / z 100 a
1500 com um tempo de varredura de 0,5 s. MS / MS analisa foram realizadas usando uma rampa
de energia de colisdo (10-30 eV) com argdnio como gas de colisdo. a tenséo capilar de 1,0 kV,
temperatura do bloco de 120 ° C, temperatura de desolvation de 600 °C; taxa de fluxo de
nitrogénio de nebulizagdo de 80 L.h-1, desolvation do fluxo de gas nitrogénio de 800 L.h-1 e
cone tensdo de 40 V foram usados controlados pelo MassLynx v.4.1 software para

processamento e aquisicao de dados.
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2.7.  Avaliacdo do potencial antiglicacao utilizando sistema albumina sérica bovina

A glicacdo de proteinas foi avaliada utilizando metodologia adaptada utilizada por
Spera e Silva (2014), em 2,0ml do volume total da reagéo de glicacdo foram incluidas diferentes
diluicBes dos extratos das plantas, 10mg/mL de albumina sérica bovina (BSA), 500mM de
glicose, e 0,02% (p/v) de azida de sd6dio. Apds incubacdo a 37°C durante trés semanas, a
quantidade global de produto final da glicacdo (AGEs) através de fluorescentes formadas foi
determinada utilizando um fluorimetro, em comprimento de onda de excitacdo de 370nm e
comprimento de onda de emissédo de 700nm. A porcentagem de inibicdo da formacdo de AGE
para cada concentracdo foi calculada pela seguinte equacao, % de inibicdo = [1 - (fluorescéncia
da solucdo com inibidores / fluorescéncia da solucdo, sem inibidores)] x 100%.

Testes in vivo

2.8. Animais

Utilizou-se ratos Wistar machos entre 50-55 dias de idade, obtidos do Biotério Central da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD). Os animais ficaram mantidos em gaiolas
plasticas e alimentados com racdo comercial e agua ad libitum em sala climatizada onde
submetidos a um ciclo normal de claro/escuro, todos os animais sendo cuidadosamente
monitorados e mantidos em concordancia com as recomendacdes do Conselho Brasileiro de
Medicina Veterinaria e do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (Protocolo CEUA
02/2017).

2.8.1 Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

Ratos normoglicémicos de idade entre 45-50 dias ficaram em jejum por 8 horas e foram
divididos em diferentes grupos. Grupo I, controle, ndo tratado que recebeu salina (kg); Grupo
I, tratados com glibenclamida (5mg/kg v.0.); Grupo Ill, tratado com extrato dose 30 mg/kg
v.0.; Grupo IV tratado com extrato 100mg/kg v.o.; e Grupo V tratado com 300mg/kg, v.o.
verificou-se a glicemia de jejum em seguida os animais foram tratados com os extratos e depois
de 30 min receberam uma carga de glicose (4g/kg). Os niveis de glicose no plasma foram
verificados nos tempos 15, 30, 60, e 180 min apos a carga de glicose, por meio de sangue obtido

da veia da cauda do animal, utilizando-se o glicosimetro da marca Accu-Chek. Apds verificagcdo
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da glicemia os animais foram submetidos a eutanasia e retirada a parte inicial do intestino
delgado para teste de inibicdo das dissacaridases, tambem foram retirados parte do figado e o
musculo séleo para analise da presenca de glicogénio nos tecidos.

2.8.2 Animais Diabéticos Induzidos com Aloxano

A diabetes foi induzida através de uma unica injecdo — intraperitoneal dose Unica de
monohidrato de aloxano (Sigma) 5% em solucao fisiologica (NaCl 0,9%) na dose de 140 mg/kg
de peso corporal de animais mantidos sob anestesia. Esta solugédo foi preparada imediatamente
antes do uso. Oito dias depois foram coletadas as amostras de sangue e 0s niveis de glicose
foram determinados para confirmar o desenvolvimento da diabetes. Foram considerados
diabéticos apenas os animais que apresentarem glicemia acima de 140 mg/dl de glicose (Okolo
et al., 2016). Posteriormente, iniciou-se o tratamento durante 10 dias com dose de 300mg/kag,
v.0. apos o termino do tratamento os animais foram submetidos a eutanasia e retirada a parte
inicial do intestino delgado para teste de inibicao das dissacaridases e retirado parte do figado e
0 musculo s6leo para anélise da presenca de glicogénio nos tecidos.

Semanalmente, foram avaliados o peso do animais.

2.8.3 Determinacdo da atividade das dissacaridases intestinais

O segmento do jejuno foi removido, lavado em 0,9% de solucdo de NaCl, pesado,
cortado, homogeneizado com NaCl a 0,9% (400 mg por mL) e centrifugado (10.000 r.p.m./8
min). O sobrenadante foi incubado a 37 °C durante 5 min com o substrato (maltose, sacarose e
lactose) em tampdo fosfato. O tratamento foi realizado 5 min antes da incubacdo com 0s
substratos. Atividades da maltase, lactase e sacarase foram determinadas pelo método glicose
oxidase. A atividade especifica foi definida como a atividade da enzima (U) por mg de tecido.

2.8.4 Determinagdo do conteudo de glicogénio

Para determinacdo do glicogénio muscular e hepatico, musculo soleo e o figado foram
removidos dos animais. Os tecidos foram pesados e digeridos com KOH 30% sob fervura a 100



33

°C por 30 min. Apds a fervura, foi adicionado etanol 95% e agitados, as amostras foram
aquecidas durante 10 minutos seguida de banho de gelo para precipitacdo do glicogénio. As
amostras foram entdo centrifugadas a 300 r.p.m. durante 10 min. O sobrenadante foi descartado
e 0 precipitado solubilizado em &gua. O contetdo de glicogénio foi determinado pelo tratamento
com reagente de iodo e posterior leitura em espectrofotometro a 460 nm. Os resultados foram
expressos em mg de glicogénio/g de tecido.

2.8.5 Modelo de intolerancia a glicose induzidas por dieta hipercaldrica

Inicialmente, os ratos foram divididos em dois grupos. Grupo I, que foi alimentado com
racdo comercial e Grupo Il que recebeu dieta hipercalérica (detalhes da dieta composicao). O
experimento durou 14 semanas. Nas quatro primeiras quatro semanas, 0S animais receberam
somente a racdo, ndo sendo administrado nenhum extrato. Nas dez proximas semanas, 0s ratos
foram subdivididos em quatro grupos, Grupo I, controle racdo comercial; Grupo | tratado, racéo
comercial recebendo o extrato 300mg/kg, v.o; Grupo Il, controle dieta hipercaldrica; Grupo 11
tratado, dieta hipercal6rica recebendo o extrato 300mg/kg, v.o. Ao final das 14 semanas, a
glicose foi mensurada por meio de sangue obtido da veia da cauda do animal, utilizando-se o
glicosimetro. Ap6s o término do tratamento os animais foram submetidos a eutanasia e retirada
a parte inicial do intestino delgado para teste de inibicdo das dissacaridases e retirado parte do
figado e 0 masculo s6leo para analise da contetdo de glicogénio nos tecidos.

2.9. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como a média +, conforme nimero de amostras
especificadas. As comparacOes estatisticas foram realizadas através da andlise de variancia de
uma ou duas vias (ANOVA) seguida pelo pos-teste de Bonferroni pelo programa INSTAT
versédo 2.02 ou o programa Graph Pad 5 Prism versdo 5.01. As diferencas encontradas foram

€C_.9

consideradas estatisticamente significativas para “p” igual ou menor que 0,05.
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3. Resultados e Discussoes

3.1.  Conteudo de fendis, flavonoides, flavonol e Taninos do extrato aquoso de B.
gardneri

A Tabela 1 apresenta os teores encontrados de fendlicos totais, flavonoides, flavonol e taninos
totais da amostra do extrato aquoso das folhas de Bidens gardneri. Os teores encontrados foram
766,02 + 0,495 mg equivalente de &cido galico por grama para fendlicos totais, 185,137 +
11,380 mg equivalente de quercetina por g para flavonoides totais, 251,911 + 2.623 mg
equivalente de quercetina por g para flavonol total e 15,282 + 6,946 mg equivalente de catequina
por g para taninos totais.

Tabela 1: Contetdo total de fendis, flavondides, flavonéis e taninos de B. Gardneri BAK

Amostra Total Fendis Total Total Total Taninos
(mg GAE/ g Flavonoides Flavonol (mg EAC/ g
extrato) extrato)
(mg QE/ g extrato) (mg QE/g
extrato)

Extrato 766,02 + 0,495 185,137 + 251,911 + 15,282 + 6,946
aquoso de B.
gardneri 11,380 2.623

Os compostos fenolicos sdo compostos amplamente encontrados em frutas, folhas, chas e
vinhos. Existem seis classes principais de flavonoides, incluindo antocianinas (cianidina,
pelargonidina, delfinidina, malvidina), flavonois (quercetina, rutina, kampferol e miricetina),
flavonois (epicatequinas, luteoporol, proceanidinas e teaflavinas), flavanonas (hesperidina e
naringerina), flavonas (apigenina e luteolina) e isoflavonas (daidzeina, genisteina). Estes
polifendis atuam como antioxidantes e antiinflamatérios, eliminando os radicais livres,

regulando o ciclo celular, e modulando algumas vias importantes de sinalizacdo celular (Souza
etal, 2017).

Os flavonoides e compostos fendlicos atuam como agentes hipoglicemiantes, reduzindo a

absorc¢éo intestinal de carboidratos, melhorando a fungdo das células B e a secregdo e agdo da
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insulina, os derivados de flavona podem aumentar significativamente o consumo de glicose nas
células resistentes a insulina, aumentar a absorcao e utilizacéo de glicose nas células e promover
a translocacdo do transportador de glicose nas células do mdsculo esquelético (GLUT-4)
(Mokashi, 2017).

3.2. Cromatografia liquida de alto desempenho

A fim de obter maiores informagdes a respeito a composicdo do EABG, foi analisado
atraves da técnica de cromatografia liquida de alto desempenho. O cromatograma (Figura 1 e
tabela 2) apresentou o &cido 4-O-caffeoylquinico como componente majoritario.
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Figura 1. Cromatografia liquida de alto desempenho (Acquity-UPLCTM) acoplada a um detector de matriz

de fotodiodo (PDA) e um espectrometro de massa de alta resolucéo.

Tabela 2: Compostos e tempo de retencao.

Principais

RT [M+Na]*fragmentos formula Erro Amax Identificacdo (min) (m/z) (m/z) Molecular (ppm) (nm)
Acido 3-0-



3,15

5,38

6,22

6,60

7,43
15,34

18,95

377,0847

377,0847

349,0890

377,0844

349,0900
391,0977

391,1007

163/145/117 C16H1809Na
163/145/117 C16H1809Na

147 CisH180sNa
163/145/135/117 Ci6H1809Na
147 CisH180sNa
189/163/145/117 C17H2009Na
163/145/117 C17H2009Na

0,3
-6,2

0,5

295/325 caffeoilquinico
Acido 5-
295/325 Ocaffeoilquinico
Acido p-Cumaggp
313 glucosido
Acido 4-
295/325 Ocaffeoilquinico
Acido p- Cumarico
313 glucosido
270/320 Acido feruloilquinico
270/315 Acido feruloilquinico

Pode-se observar que o composto majoritario é o acido 4-O-caffeoilquinico [6,60],

pertencente a familia de ésteres, compostos fendlicos, produzidos através da via chiquimico - e

fenilpropanoides. Estes compostos estdo presentes em quase todas as plantas e contribuem uma

fracdo significativa da ingestdo total de fendis na dieta humana diaria. Os mais comuns ocorrem

naturalmente &cido cindmico, séo p -cumarinico-, cafeico - e acido ferulico, que dao origem a p

-4cido coumaroylquinic (pCoQA), cafeoilquinico acido (CQA) e &cido feruloylquinic (FQA).
(Ncube, 2014).

3.3. Potencial antiglicacéo utilizando sistema albumina sérica bovina

Na figura 2 estdo apresentados os valores do potencial antiglicante do EABG

avaliados na concentracdo de 10ug/mL, 100pug/mL e 1000ug/mL em 14 dias e 28 dias. Todas

as concentracdes apresentaram inibicdo significativa. ***p<0,001.

intensidade’s de emissao

MCPS

dias

intensidade% de emissao
MCPS

28 dias 14

Figura 2. Avaliacdo de inibicdo da glicacdo do EABG através do método BSA/glicose no periodo de 14 E 28
dias. Diferenca estatisticamente significante quando comparado ao controle. ***p<0.001.

A utilizacdo da BSA em estudo in vitro foi utilizada como proteina glicada simulando a

glicacdo humana. Para tal, realizou-se uma inducdo de glicacéo, através da incubagdo de BSA

(Sigma) com glicose por 14 e 28 dias, levando a formacéo de AGEs, sendo o controle da reacéo

a amostra de BSA incubada na auséncia de glicose. A formacdo de AGEs pode ser dividida em
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trés fases. Na primeira ocorre a glicagdo, originando os produtos de Amadori, estruturalmente
mais estaveis. A hemoglobina glicada (HbAlc) é conhecida como exemplo de produtos de
Amadori. Na fase intermediaria, os produtos de Amadori sdo transformados em compostos
dicarbonilicos através de oxidagoes e desidrataces. A Ultima fase compreende na formacgéo do

composto irreversivel chamado AGE (Postal, 2015).

A inibicdo de qualquer uma destas trés fases pode reduzir a formagdo dos AGEs e
beneficiar o tratamento da diabetes. Estudos recentes realizados tém demonstrado a importancia
da investigacdo da capacidade antiglicante de compostos naturais de origem vegetal
(Ramkissoon et al., 2013). Compostos bioativos provenientes de vegetais, podem auxiliar na
prevencdo e tratamento de doencgas degenerativas, relacionadas com o envelhecimento, pois
podem exercer acOes especificas em alvos biologicos, incluindo a atividade antioxidante,
fotoprotetora e antiglicante (Beaulieu et al., 2010). Esses vegetais possuem aplicabilidade
principalmente devido ao potencial antioxidante proporcionado pelos flavonoides (Spera,
2014). Diante disso 0 EABG avaliado neste estudo pode contribuir de forma direta como um
agente antiglicante associado a presenca de fendlicos e sua capacidade de captar radicais livres.

3.4. Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

O efeito do EABG sobre os niveis de glicose no TOTG em ratos normoglicémicos é
apresentado na tabela 3Conforme o esperado o grupo controle ap6s a sobrecarga de glicose,
apresentou picos glicémicos apds 15 minutos até 60 minutos. O EABGnas doses de 30 e 100
mg/kg diminuiu significativamente a glicemia nos tempos de 15 e 30 minutos e aumentou em
60 minutos. Por outro lado, o tratamento com a dose de 300 mg/kg significativamente diminuiu
a gicemia nos tempos de 15, 30 e 60 min. Desta forma, o perfil de diminuicdo da glicemia da
dose de 300 mg/kg, quando comparadas as AUC, foi semelhante ao farmaco de referéncia
(glibenclamida).Baseado neste resultado do TOTG, escolhemos a dose de
300mg/kg, pois foi a dose perfil mais parecida com os resultados do farmaco, usamos entdo

para nosso tratamento de animais diabéticos induzidos por aloxano e no tratamento dos animais
intolerantes a glicose.

Tabela 3: Efeito agudo do extrato bruto de B gardneri sobre os niveis séricos de glicose
(mg / dL) teste oral de tolerancia a glicose

Grupos
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Tempo Controle B.gardneri B.gardneri B.gardneri Glibenclamida
(min) (30mg/kg) (100mg/kg) (300mg/kg) (100mg/kg)

0 87,6+2,52 89,4+1,69 92,0+£2,70 89,6+1,78 87,6+1,63

15 185+3,0 137,442,92%** 119,2+1,65*** 14945,34*** 151,647,49%**
30 245,6+3,90 231,2+11,58* 240,8+11,32 230,6+6,46* 228,2+7,4*

60 211,4+3,51 230+6,61* 228,4+9,75* 185+10,95*** 155+10,14***
180 100,8+2,35 106,6+1,77 109+1,64 102,2+1,24 98,4+2,54

Area sobre 30861 31580 31566 28103 25595
acurva

Os valores sdo expressos como média = S.E.M; n= 5 para este tratamento. Diferenca
estatisticamente significante quando comparado ao controle. *p <0.05; **p <0.01;
***p<0.001. AUC

N&o ha nenhum estudo relatando efeito de dose Unica do EABG em niveis de glicose no

sangue, porém ha estudos relacionados a outras espécies desse género, como Bidens pilosa, a

qual apresentou efeito anti-hiperglicémico em ratos nas doses de 10 mg/kg e 50mg/kg de extrato

aquoso no modelo de tolerancia a glicose (Hsu et al., 2009).

A insulina exibe uma resposta bifasica de secrecdo a um estimulo de glicose, na primeira

fase hé liberacdo imediata de insulina atingindo seu pico, seguida de uma diminui¢do aos niveis

basais, no momento que ha um estimulo continuo de glicose, inicia a segunda fase de secrecao,

com uma liberagdo mais lenta e gradativa de insulina (Zhuo Fu, 2013). Assim pode-se sugerir

que o extrato na dose de 300mg/kg apresenta uma resposta tanto na primeira fase quanto na

segunda fase, assemelhando com a acdo da glibenclamida, enquanto a dose de 30mg/kg e

100mg/kg pode estar agindo apenas na fase inicial.

3.5. Efeito do EABG na atividade das dissacaridases em ratos normoglicémicos

A figura 3, 4 e 5 mostra a atividade do EABG sobre as enzimas intestinais maltase,

sacarase e lactase dos animais submetidos ao TOTG. Estes resultados indicam que houve

inibicdo da atividade das enzimas intestinais sacarase e lactase na dose de 300 mg/kg. Por

outro lado, houve aumento na atividade dose-dependente da enzima maltase em comparagao

com o controle.
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Figura 3. Efeito do extrato aquoso das folhas de Bidens gardneri na atividade da maltase . Diferenca
estatisticamente significante quando comparado ao controle. *P<0.05.
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Figura 4. Atividade inibidora do extrato aquoso Bidens gardneri na atividade da sacarase. Diferenga
estatisticamente significante quando comparado ao controle. ***p<0.001. *P<0.05.
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Figura 5. Efeito do extrato aquoso de Bidens gardneri na atividade da lactase. Diferenga estatisticamente
significante quando comparado ao controle. *p <0.05.

A capacidade inibitdria na atividade das enzimas sacarase e lactase pode ser atribuida a
presenca de fendlicos totais e flavonoides. Uma vez que, comparando com outras espécies de
Bidens na qual a atividade inibitdria das dissacaridases é relacionada na literatura pela presenca

de fendis e flavondides no extrato (Branddo, 1997; Silva, 2013).

J& ha estudos direcionados a inibicdo de dissacaridases intestinais, por flavonoides,
seguida de reducdo da absorcdo intestinal de glicose (Pereira et al., 2011). A atividade
antihiperglicémica e antioxidante € atribuido ao conteudo de polifendis, particularmente acidos
fendlicos, flavonoides e taninos, que inibem a absor¢do de a-amilase, a-glucosidase e glicose
intestinal (Chin, 2014). Observado que o extrato bruto foi capaz de reduzir a atividade das
enzimas sacarase e lactase ndo dependente de concentragdo em comparagdo com O grupo
controle e que ja possuem estudos que comprovam a presenca de flavonoides no extrato bruto
da Bidens gardneri e suas espécies. Pode-se assim justificar o seu efeito na inibicdo das

dissacaridases pela presenca destes compostos o extrato

3.6. Contetdo de glicogénio hepatico e muscular

Dado que B. gardneri diminuiu os niveis de glicose na tabela 3 no teste de tolerancia a
glicose, observamos que houve a diminuigéo do nivel de glicose na dose de 300mg/kg, também
procuramos determinar se o extrato pode aumentar a capacidade de armazenamento de glicose

na forma de glicogénio na célula hepatica e muscular. No figado e musculo encontramos
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aumento de glicogénio nos grupos tratados com EABG quando comparado com 0 grupo

controle, figura 6 e figura 7 respectivamente.
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Figura 6. Efeito do BGEA sobre o conteido de glicogénio hepético. Os valores representam a média + SEM
dos grupos. ** p <0,01.significativamente diferente do controle. Colocar mg/kg no gréfico, ou coloca a

legenda, ou embaixo do eixo ndo precisa 0s dois
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Figura.7. Efeito do BGEA sobre o contetido de glicogénio muscular. Os valores representam a média = SEM

dos grupos. * p <0,05. significativamente diferente do controle.
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A captacgdo de glicose pelo musculo se da através da liberacdo de insulina pela ativagao
da GLUT-4 e da diminuicao da liberacdo de glicose pelo figado, com sobrecarga de glicose
aumenta a captacéo de glicose pelo figado resultando em um aumento do armazenamento de
glicogénio tanto no figado quanto no musculo (Costa et al., 2008). Assim, como observamos
um efeito anti-hiperglicémico no TOTG o efeito sobre 0 aumento do glicogénio muscular e
hepético foi aumentado, sendo que esses resultados podem estar relacionados

3.7. Efeito do EABG na glicemia e peso corporal de ratos diabéticos induzidos com aloxano.

O efeito no peso e a glicemia com o tratamento prolongado de EABG na dose de
300mg/kg no periodo de dez dias em ratos diabéticos induzidos por aloxano € mostrado na
tabela 4 e figura 8 respectivamente.

Para o modelo de DM tipo 1, foi analisado o peso inicial e final dos animais, glicemia de
jejum inicial e final. A tabela 4 mostra a diferenca no peso entre 0s grupos tratados com o
extrato e ndo tratados. No peso final mostrou que os animais ndo tratados apresentaram uma
diminuicdo no peso significativo quando comparado com seu peso inicial ***p<0,001,
enquanto no grupo tratado ndo observou-se essa diferenca. A perda de peso em animais
diabéticos € associada a condicdo patoldgica, devido a um aumento do catabolismo muscular
(Ravi et al., 2004). Nesse sentido, o tratamento de 10 dias com EABG na dose de 300mg/kg
preveniu a perda de peso.

Tabela 4: Avaliacdo do peso em ratos diabéticos induzidos por aloxano e tratados durante 10
dias com extrato aquoso das folhas de Bidens gardneri BAK

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Tratados 300mg/kg  Nao tratado

Peso inicial (g) 224+4,18 225,7+7,8

Peso final (g) 199,5+10,60 182,8+7,12%**

Valores expressos em média + desvio padrdo. Dados analisados com o teste ANOVA oneway. Diferenca

estatistica significativa entre os grupos comparados entre 0 mesmo grupo ***p<0,001.
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Figura 8. Curva do efeito do EABG sobre a glicemia dos animais diabéticos. Os valores representam a média
+ SEM dos grupos. ***p<0,001. Significativamente diferente dos ndo tratados.

Em relacdo a glicemia, os animais do grupo diabético ndo tratados continuaram
diabéticos apds 10 dias quando comparado a glicemia inicial *p<0,05 e quando comparado a
glicemia inicial ap6s 3 dias de inducdo com a final dos animais tratados (figura 8), o tratamento
de 10 dias com 0 EABG na dose de 300mg/kg foi eficaz em diminuir a glicemia dos animais
diabéticos.

Aloxano é um potente agente diabetogénico que danifica células B-pancreéticas e tem
sido amplamente utilizado como indutor de diabetes. Estudos com plantas da familia Asteraceae
demonstrou ter melhor capacidade de utilizacdo de glicose, esta atividade esta atribuida a
presenca de flavonoides e compostos fendlicos (Bahar, 2017). Assim podemaos atribuir o efeito
antidiabético a presenca de flavonoides e flavonol, onde ja foi relatado em estudo realizado com
ratos diabéticos induzidos por STZ, reduzindo os niveis de glicemia e aumentou o teor de

glicogénio e a atividade da sintese de glicogénio (Babu, 2013).

3.8. Atividade das dissacaridases em ratos diabéticos induzidos com aloxano

Os inibidores das dissacaridases interferem na borda do intestino delgado, impedindo a
liberacdo de glicose a partir de oligossacarideos e dissacarideos (Oh et al., 2015). Isso resulta

em baixa taxa de absorcdo de glicose, reduzindo os niveis de glicose plasmatica posprandial.
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Para determinar a atividade inibitoria em animais diabéticos examinamos o efeito do EABG
300mg/dL.
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Figura 9. O efeito inibitério do EABG sobre a maltase, sacarase e lactase do intestino delgado de ratos diabéticos.
Os resultados foram expressos como média + DP. Diferenca estatistica significativa entre os grupos comparados

entre 0 mesmo grupo ***p<0,001.

Inibidores das dissacaridases sdo agentes de interesse terapéutico, uma vez que
apresentam atividade contra diabetes. Uma inibicdo significativa ou inibi¢ao pouca significativa
pode ser potencialmente usada como uma terapia complementar efetiva na hiperglicemia pos-
prandial, com a vantagem de apresentar menos efeitos colaterais como aqueles decorrentes da

excessiva inibigdo de a-amilase pancreatica (Pereira., 2011).

3.9. Conteldo de glicogénio hepético e muscular em animais diabéticos

O Efeito do EABG 300mg/kg no glicogénio muscular demonstrou um aumento no
contetdo significativo, figura 10, em comparacdo com o nao tradado **p<0,01.
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Figura 10. Efeito do EABG no glicogénio hepatico e muscular em ratos diabéticos induzidos por aloxano.
Todos os valores estdo representados na media + SEM. Os valores significativamente p<0,01**

A reserva de glicogénio é essencial para a homeostase da glicose organismo. Em
ratos diabéticos, o depdsito de glicogénio diminui significativamente, pois o aloxano causa
danos as células P pancreaticas. O figado e o musculo s3o os principais tecidos de
armazenamento. Logo o figado equilibra a absor¢c@o e armazenamento de glicose. Na presente
investigacdo, o conteddo de glicogénio muscular foi significativamente aumentado em ratos
diabéticos tratados quando comparado aos ndo tratados, possivelmente devido a estimulacéo da
liberacdo de glicose pelo figado e a captacdo de glicose pelo musculo (Madhuri, 2017). O
glicogénio hepético € reservatorio de glicose para os tecidos, quando a glicose ndo esta
disponivel ocorre secrecdo do hormdnio glucagon, que tem sinaliza a liberagdo de glicose para
a circulacdo, proveniente da degradacdo do glicogénio hepatico fazendo com que fique
disponivel glicose na corrente sanguinea (Costa, 2008).

3.10 Efeito do extrato da Bidens gardneri na glicemia de ratos intolerantes a glicose

O efeito na glicemia com o tratamento prolongado de EABG na dose de 300mg/kg no
periodo de 14 semanas em ratos intolerantes a glicose € mostrado na figura 11. Houve diferenca
observada com grupo tratado e ndo tratado que receberam dieta hipercalérica. O EABG
300mg/kg mostrou que no periodo de 4 semanas na qual os animais receberam apenas racao

ndo houve diferenca na glicemia com nenhuma das dietas. Porém no periodo final de 10
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semanas de tratamento o grupo da dieta hipercaldrica controle quando comparados com a dieta
comercial obtiveram a glicemia aumentada. Na glicemia dos animais da dieta hipercaldrica
tratada obtiveram a diminuicdo da glicemia quando comparado ao controle **p<0,01.

4 semanas 10 Semanas de tratamento
125 ** - *%
100_ ||_|
-5 100- ==
- 2
g g 759 g
E s =
8 501 E 501
£ S
S .l G 259
o
0-

Dieta comercial Dieta hipercalérica DNC DNT DHC DHT

Figura 11 Efeito do EABG sobre a glicemia dos animais intolerantes a glicose. Os valores representam a
média + SEM dos grupos. **p<0,01. Significativamente diferente dos néo tratados.

DNC= dieta normal controle DNT= dieta normal tratado DHC= dieta hipercalérica controle DHT= dieta
hipercalorica tratado

Glicemia mostra a evolugéo ao longo das 14 semanas de experimentacdo. Notando, ainda,
que a tendéncia a hiperglicemia, observada nas semanas de estudo, tendeu a normalizacédo nas
etapas finais de experimentacdo com o tratamento do EABG. O resultado pode estar associado
a presenca de fenois, sendo que ha estudos que demonstram que o &cido cafeoilquinico, quando
encontrado em grandes quantidades apresenta reducdo a absorcao de glicose pela inibicdo da
atividade enzimatica da (glicose-6-fosfatase) G6Pase (Jackson, 2017).

3.11 Atividade das dissacaridases em ratos intolerantes a glicose.

A figura 12, 13 e 14 mostra a atividade do EABG sobre as enzimas intestinais maltase,
sacarase e lactase dos animais intolerantes a glicose. Estes resultados indicam que houve
inibicdo da atividade das enzimas intestinais maltase, sacarase e lactase na dose de 300 mg/kg
na dieta hipercaldrica, e na dieta comercial apenas houve a inibicdo da enzima maltase. Por
outro lado, houve aumento na atividade das enzimas na dieta hipercalérica controle em
comparacdo com o controle da dieta normal, ja que na dieta hipercaldrica a uma quantidade
maior de amido, agucar e leite (Babu,2013; Bahar, 2017).
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Figura 12. O efeito inibitério do EABG sobre a maltase do intestino delgado de ratos intolerantes a glicose. Os

resultados foram expressos como média £ DP. Diferenca estatistica significativa entre os grupos comparados entre

0 mesmo grupo *p<0,05; ***p<0,001.
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Figura 13. O efeito inibitério do EABG sobre a sacarase do intestino delgado de ratos intolerantes a glicose. Os

resultados foram expressos como média + DP. Diferenga estatistica significativa entre 0s grupos comparados entre

0 mesmo grupo **p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 14. O efeito inibitério do EABG sobre a lactase do intestino delgado de ratos intolerantes a glicose. Os
resultados foram expressos como média + DP. Diferenga estatistica significativa entre os grupos comparados entre

0 mesmo grupo ***p<0,001.

Abordagem terapéutica para diabetes mellitus € retardar a absorcado de glicose através da
inibicdo de enzimas digestivas, tais como a a- glucosidase. Naturalmente flavonoides tém sido
muito estudados como inibidores a- glucosidase. Geralmente, inibidores a- glicosidase sdo
consumidos com as refei¢cOes, resultando em um atraso na absorcéo de glicose que reduz niveis
de aclcar no sangue pdés-prandial. Estudos tem demonstrado que a quercetina possui acao
inibitéria potente de enzimas digestivas, sendo reconhecida como controle positivo para

determinar a atividade antidiabética natural (Sarian, et al 2017).

Além disso, o consumo de polifendis tem sido associado com diminuicdo da incidéncia
de diabetes tipo 2 e doenca cardiovascular, pois podem influenciar a digestdo e absorcao de
carboidratos no intestino delgado. Assim, polifendis tém o potencial de agir da mesma forma
como acarbose atua inibindo as enzimas maltase e sacarase impedindo assim a quebra dos
dissacarideos, isto também poderia fornecer um mecanismo para a reducao no risco de diabetes,

atribuida a dietas rica em polifendis (Postal, 2015).

3.12. Captacdo de glicogénio hepatico e muscular em animais intolerantes a glicose
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O Efeito do EABG 300mg/kg no glicogénio muscular demonstrou um aumento no
conteudo significativo tanto na dieta comercial quanto na dieta hipercaldrica, figura 15 e
figural6, em comparacdo com o ndo tradado **p<0,01
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Figura 15. Efeito do EABG no glicogénio hepatico e muscular em ratos intolerantes a glicose da dieta comercial.
Todos os valores estdo representados na média + SEM. Os valores significativamente p<0,001***
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Figura 16. Efeito do EABG no glicogénio hepatico e muscular em ratos intolerantes a glicose da dieta
hipercaldrica. Todos os valores estdo representados na média £ SEM. Os valores significativamente p<0,001***

A familia Asteraceae destaca-se pelo seu uso no tratamento de doencas gastrointestinais
e inflamatodria, estudos desenvolvidos mostraram que os &cidos cafeoilquinicos (CQAS) sdo 0s
polifendis dominantes nessas espécies. Esta classe de compostos é particularmente abundante
em plantas de Asteraceae possuindo propriedades hipoglicemiantes, hipolipidémicas e
hepatoprotetoras benéficas (Spinola, 2017). Nosso estudo mostrou que a Bidens gardneri,
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pertencente a esta familia, apresentou efeito hipoglicemiante, aumentando o armazenamento de
glicogénio muscular. Estes resultados sugerem um possivel mecanismo de acdo da Bidens
gardneri que poderia aumentar a sensibilidade a insulina, através da diminuicdo da glicose-
6fosfatase(G6Pase), uma vez que seus compostos majoritarios, como acido cafeoilquinico
possui atividade hipoglicemiante comprovada relacionada com esse mecanismo de agéo.

(Jackson, 2017).

CONCLUSAO

Em concluséo, nosso trabalho demonstra que a acdo da Bidens gardneri Baker
desempenha um importante papel na homeostasia glicémica em modelos experimentais de
Diabetes mellitus, além de apresentar inibi¢cbes das principais enzimas digestivas maltase,
sacarase e lactase. A Bidens também mostrou atividade anti-glicacdo, demonstrando outro papel
eficiente no atraso ou na prevencdo de complicacBes diabéticas. Os acidos fenolicos, como o
majoritario acido 4-O-caffeoilquinico, podem representar os metabdlito ativos para as
atividades antidiabéticas relatadas. Outros estudos devem ser realizados para confirmar

possiveis mecanismos de acao hipoglicemiantes do extrato analisado.
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