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APRESENTACAO

Este volume da obra “Ciéncias Biologicas: Campo promissor em Pesquisa 4” vem
trazer ao leitor, em seus capitulos, informacdes diversas imbuidas em diferentes campos
do conhecimento de Ciéncias da Vida, como o préprio titulo do e-book sugere: uma area
extremamente promissora, dindmica e passivel de aquisicdo de novas informacgdes a todo
momento, vindo, de forma comprometida e eficaz, a atualizar o leitor interessado nesta
grande area do conhecimento.

Pesquisadores de diferentes geragdes, e diferentes regides do pais, motivados por
uma forca motriz que impulsiona a busca de respostas as suas perguntas, trazem dados
resultantes da dedicacédo a Ciéncia, ansiando responder suas inquietagcdes e compartilhar
com o leitor, de forma cristalina e didatica, seus alcances técnico-cientificos, satisfazendo a
funcéo precipua da ciéncia que é a de melhorar a qualidade de vida do homem, enquanto
executante do seu papel cidadao e ser social.

Somente por uma questdo de ordenacédo, os 28 capitulos deste volume foram
sequenciados levando-se em consideracao, primeiramente, estudos, em diferentes vertentes,
com organismos Vivos, animais e plantas, seguidos por pesquisas oriundas de aspectos
didatico-pedagogicos, aquelas relacionadas aos progressos de situagdes-problemas em
vegetais, animais e humanos e, por fim, interacées entre diferentes organismos no espaco
ambiental com um todo.

Em todas estas areas, as pesquisas conduzem o leitor a acompanhar descobertas/
avancgos que proporcionam, indubitavelmente, um quadro mais robusto, e que acresce ao
que até entao se tem conhecimento naquele campo de estudo, das diferentes subareas das
Ciéncias Biologicas, com viés também para a saude e bem estar humanos.

Neste sentido, a heterogeneidade deste volume, extremamente rico, ird contribuir
consideravelmente tanto na formacao de jovens graduandos e pés-graduandos, quanto ser
atrativo para profissionais atuantes nas areas escolar, técnica e académica aqui abordadas,
nao eximindo também o leitor “curioso” interessado nas tematicas aqui trazidas.

Portanto, aproveitem os assuntos dos seus interesses e boa leitura!

Jesus Rodrigues Lemos
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CAPITULO 16

EFEITO DO EXTRATO DE Uncaria tomentosa
E PALMITATO SOBRE A MORTE CELULAR DE
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DE LIPIDIOS A ACIDOS GRAXOS LIVRES

Lipidios consistem em uma classe de
macromoléculas organicas cuja insolubilidade
em solvente aquoso é a principal caracteristica.
Estalhesconfere umaimportanciabiologica, pois
as células tanto podem utilizar a insolubilidade
para dividir dois compartimentos que devem
ser isolados, 0 meio intra e o extracelular,
quanto podem armazenar os lipidios de forma
praticamente anidra e, consequentemente,
representam uma importante forma de reserva
energética. Os lipidios intracelulares séo
encontrados, em sua maioria, na forma de
triglicerideos (TG), que s&o compostos por uma
molécula de glicerol associada a trés moléculas
de acidos graxos.

Uma vez liberados devido a lipdlise, o
glicerol é transportado livremente pelo sangue
até o figado, onde pode ser utlizado na
gliconeogénese ou servir como intermediario da
glicélise, na forma de gliceraldeido-3-fosfato®'2.

Jaosacidos graxos sdo transportados no sangue
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MIOBLASTOS C2C12

majoritariamente ligados de modo reversivel
a albumina. Desta maneira, sdo denominados
de &cidos graxos livres (AGL), e sao utilizados
principalmente pelo tecido muscular esquelético
e cardiaco como fonte energética’®.

MECANISMO DA LIPOTOXICIDADE NA
RESISTENCIA A INSULINA

O tecido muscular esquelético, em
repouso, é responsavel pelo consumo de 20 a
30% do oxigénio e contribui para a regulacao da
glicemia, uma vez que capta aproximadamente,
75% de toda glicose sanguinea. E, portanto, um
tecido importante para o balango energético®,
principalmente no estado pds-alimentar como
resultado da acéo da insulina.

No entanto, diversos fatores contribuem
para o comprometimento da ac&o deste
horménio no musculo esquelético. Como
exemplo, o acumulo ectopico de gordura
e a excessiva disponibilidade de lipideos
e carboidratos na alimentagdo. Elevadas
concentragbes plasmaticas de AGL estéo
associadas a aumento do conteudo lipidico
intramiocelular'®, que por sua vez interferem
na sinalizagao celular da insulina, prejudicando
o transporte, a fosforilacdo e a subsequente

oxidagcéo da glicose, bem como a sintese de
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glicogénio de modo semelhante aos defeitos moleculares observados no diabetes do tipo
215, 23_

O &cido palmitico € um dos AGL mais abundantes, representando cerca de 75% do total
de AGL plasmaticos®. Os acidos graxos de cadeia longa — que contém nimero maiordo que
doze atomos de carbono, como palmitico, linoleico e linolénico, tem efeito potencializador da
secrecao de insulina em resposta a concentracao basal de glicose, que é cerca de 3,0 mM.
Ademais, dietas ricas em AG monoinsaturados (6leo de oliva, com 71% de acido oleico) e
poli-insaturados (6leo de soja, com cerca de 60% de linoleico) aumentam esta resposta. Ja
as dietas ricas em acidos graxos saturados (banha e manteiga de origem animal, como de
porco por exemplo, contendo cerca de 30-35% de acidos palmitico e estearico) reduzem a
responsividade das ilhotas pancreaticas a glicose?.

Curi® descreve que a concentracéo fisioldgica de AGL plasmaticos, durante o jejum em
humanos, varia de 100 a 500 yM, sendo a média de 300 yM. O turnover (taxa de producao
e degradacgao) deste AGL é, nesse contexto, de 6.000 ymol/min por kg de peso corporal. No
estado alimentado, tanto a concentracéo do AGL quanto seu turnover sao menores®.

Concentracbes de AGL em pessoas com diabetes do tipo 2 ndo compensados sao
significativamente maiores. O palmitato, por exemplo, possuitaxas no plasmade 1,5 e 3 vezes
maiores nestas pessoas durante o sono noturno e estados pos-prandiais, respectivamente,
guando comparados com individuos euglicémicos'> %",

Disturbios metabolicos relacionados a resisténcia a agdo da insulina no tecido
muscular apresentam como mecanismos celulares o comprometimento dos componentes
iniciais da cascata de sinalizacao da insulina®’, aumento do contetdo de triglicerideos
intramusculares' ' e queda na habilidade da insulina em regular a utilizacédo de combustiveis
celulares*.

Os efeitos mediadores nas alteracdes dos niveis de AGL de cadeia saturada no musculo
esquelético incluem: aumento do estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial, aumento na
taxa de apoptose, inibicdo da sinalizagéo pela insulina e redugéo na captagao de glicose'

(Figurat).
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Figura 1. Mecanismo proposto para a lipotoxicidade no diabetes do tipo 2. O acumulo do AGL
palmitato leva a lipotoxicidade e a disfuncao mitocondrial, que contribuem para o aumento do quadro
de resisténcia a insulina em tecidos alvos como o musculo esquelético e para as complicacdes
associadas ao diabetes.




A exposicéo celular a hiperglicemia e 0 aumento de AGL induzem alteragdes nas vias
de sinalizacdo, que levam a disfungcdo mitocondrial e aumento do estresse oxidativo, pois
induz a producéao de superoxido, o que pode ser restaurado por tratamentos antioxidantes
em algumas situacoes’.

TERAPIAS FARMACOLOGICAS E POSSIVEIS  ALTERNATIVAS NAO
FARMACOLOGICAS PARA O TRATAMENTO DA RESISTENCIA A INSULINA

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) representa uma doenca de alto custo, tanto para os
individuos afetados quanto para o sistema de saude, elevando consideravelmente os gastos
no controle da doengca40. Além disso, os tratamentos farmacoldgicos para o controle da
resisténcia a insulina, e para minimizar suas comorbidades, aprovados para uso pelo FDA
(por exemplo, orlistat, lorcaserin, fentermina-topiramato, rimonabant e sibutramina/meridia)
tém efeitos colaterais importantes que limitam seu uso, como a doencga do refluxo esofagiano,
hipertensao arterial, obstipacao intestinal, enxaqueca, doenca cardiacas, depressao, faléncia
hepética, insdnia, efeitos cognitivos e psiquiatricos™®.

O uso de fitoterapicos por pacientes acometidos por DM2 representa uma forma
alternativa de tratamento, pois deve-se levar em consideracédo os beneficios como o baixo
custo e a possibilidade de uni&do a terapia convencional.

Nas duas Ultimas décadas, pesquisadores desenvolveram diversos métodos de
utilizacéo de fitoterapicos para testar suas propriedades farmacologicas, incluindo a reducao
da morte de células epiteliais em resposta ao estresse oxidativo, citoprotecéao por meio da
remocao de radicais livres, reducdo do estresse oxidativo e inibicao direta da producéao de
fatores que regulam ainflamacao?.

Essa busca por alternativas n&o farmacoldgicas derivadas de plantas levou a criacéo
do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, aprovado pelo Decreto
numero 5.813 de 22 de junho de 2006. Esse programa foi, e ainda &, utilizado para avaliar
a eficiéncia de fitoterapicos com potencial uso clinico. Em novembro de 2015, foi divulgada
uma atualizagdo da Relagdo Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (RENAFITO),
na qual foram apresentados 71 nomes de plantas medicinais de interesse para o Sistema
Unico de Saude (SUS). Dentre elas, estdo algumas como a Uncaria tomentosa, conhecida
popularmente como Unha-de-gato.

A Uncaria tomentosa é um fitoterapico que possui a capacidade de modular a producéo
de citocinas como TNF-a, IL-18 e IL-6 3 '7:31 além de inibir a proliferacéo de linfécitos' %,
conferindo-lhe, assim, uma acgéo antiinflamatoria. Ela esta disponivel nas Unidades Bésicas
de Saude dos municipios que aderiram a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares no Sistema Unico de Saude, como a Farmacia Viva, para distribuicdo aos
usuarios mediante prescricdo por um médico especializado. Sua indicagéo no SUS é restrita
ao tratamento de doencas articulares, em especial a osteoartrite.
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Estudos prévios desenvolvidos no laboratério de Sinalizacdo Celular da Universidade
de S&o Paulo mostraram que camundongos alimentados com dieta hiperlipidica, por um
periodo de 10 a 12 semanas, apresentaram intolerancia a glicose e resisténcia a insulina,
enquanto que o grupo tratado com este fitoterapico mostraram reducao na glicemia de jejum
e aumento da sensibilidade a insulina, entre outros parametros, sugerindo que tal tratamento
poderia interferir na resisténcia a insulina no tecido muscular (Tabela1).

Dieta
Resultados o U o Tratamento (Ut)
Hiperlipidica
Glicemia de jejum T 1
Kitt . T
GTT T -
Ingestao calorica t -
Indice de massa corpérea (IMC) T l

Consumo de VO3 e Producéao de VCO3 1

Tabela 1: Efeito da dieta hiperlipidica e do tratamento com Uncaria tomentosa sobre glicemia de jejum,
sensibilidade a insulina medida pelo indice de decaimento da glicose (Kitt), tolerancia glicose (GTT),
ingestao calérica, medida de massa corporal (IMC) e gasto energético medido pelo consumo de
oxigénio e producéao de diéxido de carbono (Araujo et al., 2018).

Considerando esses elementos, foi desenvolvido um sistema para se avaliar o efeito
do extrato seco de Uncaria tomentosa, na protecdo de células musculares esqueléticas
da linhagem C2C12, contra o possivel efeito citotoxico do palmitato, um dos AGL mais
abundantes no plasma, testado em diferentes concentragées. Os resultados gerados nesse
trabalho podem contribuir para melhor entendimento do mecanismo molecular relacionado
a resisténcia a insulina nas células do musculo esquelético, abrindo perspectivas para o uso
da Uncaria tomentosa no tratamento dodiabetes.

DETERMINACAO DA CITOTOXICIDADE DA UNCARIA TOMENTOSA E PALMITATO SOB
CELULAS MUSCULARES ESQUELETICAS

As células C2C12 foram cultivadas em meio de cultivo padréao - Eagle modificado
por Dulbecco (do inglés de, Dulbecco modified Eagle Medium com alta concentracéo de
glicose — DMEM) contendo soro fetal bovino (SFB) 10%. Para simular a temperatura e
oximetriahumana, as culturas foram mantidas a 37°C, em atmosfera imida contendo CO,5%.

Foi realizada uma curva dose-resposta para o tratamento com Uncaria tomentosa
(Figura 3) e palmitato (Figura 4). Foram classificadas em vidveis ou citotdxicas para as
células, segundo a tabela 2, utilizando o método MTT, que quantifica a atividade mitocondrial,
medindo-se a formacgéao de cristais deformazan.

Os dados foram obtidos pela absorbancia mensurada em 595 nm, e expressos em
termos da porcentagem de viabilidade celular média + desvio padrdao de amostras (n=3),
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segundo Oliveira?? e descrito na Tabela 2.

Citotoxicidade Viabilidade celular (%)
Nio-citotoxico >90
Levemente citotoxico 80a89
Moderadamente citotoxico 50a79
Severamente citotoxico <50

Tabela 2. Classificacéo de citotoxicidade em relacéo a porcentagem de viabilidade celular.

Os resultados mostraram que a viabilidade das células tratadas com palmitato, a partir
da concentracdo de 250 pM, foi reduzida para, aproximadamente, 50% em 24 h e 65% em
48 h (Figura 3). Tais resultados indicam que a exposi¢cao das células a concentracdes de
palmitato maiores do que 250 yM causa diminuicao significativa da viabilidade celular, sendo
considerado severamente citotoxico em concentragcdes superiores a 500 pM.

b [ S V— B 24h
citotoxico
100 | |—s| 3 48h
$
80+ Mod.

citotoxico

Severamente
citotoxico

Viabilidade (%)

0 10 50 100 250 500 750 1000

Palmitato (uM)

Figura 3. Efeito do palmitato sobre as células C2C12. O palmitato em concentragbes maiores do
que 250 pM foi citotoxico para as células C2C12. Foram realizadas incubacgdes, por 24 e 48 h, com
o palmitato nas concentra¢des 10, 50, 100, 250, 500, 750 e 1000 yM. Os dados estéo apresentados
como a média + desvio padrao (DP) de 7 experimentos em triplicatas. A absorbancia foi medida em 595
nm. As diferencas foram analisadas por ANOVA de duas vias seguido pelo pos-teste de Bonferroni. $,
indica diferenca significativa quando comparado ao controle (p<0.05).

Por outro lado, a incubagao com o extrato da Uncaria tomentosa induziu o aumento
da viabilidade celular (Figura 4). A menor concentracdo que induziu aumento em 50% da
viabilidade celular em relagcdo ao controle foi a de 250 pyg/ml. Assim, foi escolhida esta
concentracéo para ser utilizada nos experimentos subsequentes como aquela capaz de
induzir efeito protetor frente ao tratamento compalmitato.
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Figura 4. Efeito da Uncaria tomentosa (Ut) sobre as células C2C12. Foram realizadas incubacoes,
por 24 h, com o extrato seco de Ut nas concentragdes 10, 50, 100, 250, 500, 750 e 1000 ug. As
concentragdes de Ut maiores do que 250 pg/ml causaram aumento da viabilidade das células
musculares, quando comparado com o controle. A absorbancia foi medida em 595 nm. Os dados estdo
apresentados como a média + DP. ¥, indica diferenca significativa quando comparado ao controle.

EFEITO PROTETOR DO EXTRATO DE UNCARIA TOMENTOSA CONTRA A
CITOTOXICIDADE INDUZIDA PELO PALMITATO EM CELULAS MUSCULARES

Para se verificar o efeito protetor do extrato de Uncaria tomentosa sobre a citotoxicidade
do palmitato, as células foram plaqueadas em meio de cultivo padrdo. Apds 24 h em cultura,
as células foram incubadas com o extrato de Uncaria tomentosa na concentracao final de
250 pg/ml, e permaneceram em cultura por 6 horas. Ap6s os periodos definidos, 0 meio
contendo a Uncaria tomentosa foi substituido por meio padrao contendo palmitato em
diferentes concentragcdes (10, 50, 100, 250, 500, 750 e 1000 pyM) e as células mantidas em
cultura por mais 24 h.

Ainda, para se verificar se o possivel efeito protetor da Uncaria tomentosa contra a
citotoxicidade induzida pelo palmitato, dependia de sua presenca continua no meiode cultura,
foram adotadas duas abordagens: 1) lavagem com tampéo fosfato salino (PBS) apés a pré-
incubacgao, por 6 h, com o fitoterapico, e posterior incubacédo do palmitato em diferentes
concentracdes, para avaliar o eventual efeito preventivo da lesédo induzida pelo palmitato; 2)
apos a pré-incubacao, 6 h, com o fitoterapico, o palmitato nas diferentes concentracdes foi,
diretamente, adicionado as culturas, para avaliar o eventual efeito terapéutico .

Na Figura 5, estdo mostrados os resultados referentes a viabilidade celular apos
tratamento com Uncaria tomentosa 250 pg/ml, por 6 h. Nas culturas que permaneceram
com Uncaria tomentosa e foram tratadas com palmitato, verificou-se aumento da viabilidade
em, pelo menos, 45%, chegando a 90%, para todas as concentracdes de palmitato. Por
outro lado, as amostras em que a Uncaria tomentosa foi removida apds o periodo de pré-
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incubacéo de 6 h, mostraram aumento de até 30% na viabilidade das células na incubacéo
com palmitato 10, 50 e 100 M, quando comparadas ao controle (zero) e aumento de 35 a 40%
na viabilidade das células na incubacéo com palmitato 100 a 750 yM, quando comparadas a
propria incubacao do acido graxo.

250- _
o Bl Palmitato
= *
“g 200- . * * [ 6 h Ut + Lavagem
— * *
% 150- ; = 6 h Ut-Lavagem
% 100-
© *
=2 *
- 504 " "
&
0- T

0 10 50 100 250 500 750
Palmitato (uM)

Figura 5. Efeito da Ut sobre a citotoxicidade induzida por palmitato. Apés pré-incubacdo com o
fitoterapico Ut 250 pg/ml por 6 h, foi feita a incubacgéo, por 24 h, com palmitato nas concentragées 10,
50, 100, 250, 500 e 750 yM. Os dados estao apresentados como média + DP *, indica a presenca
de diferenca estatisticamente significativa no aumento da taxa de viabilidade comparado ao controle
(p<0,05).

A CITOTOXICIDADE DO PALMITATO ALTERA A MORFOLOGIA DAS CELULAS
MUSCULARES IN VITRO

Foi realizada analise da morfologia dos mioblastos C2C12 durante os ensaios, usando-
se as diferentes concentracdes de palmitato (Figura 6). O tratamento das células com as
concentracdes crescentes de palmitato resultou em células mais irregulares, com diminuicéo
em seus diametros e quantidade nuclear. A confluéncia e os agrupamentos em colbnias
foram reduzidos, sendo mais evidentes no tratamento com 48h de palmitato.
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Figura 6. Células C2C12 incubadas com diferentes concentrac6es de palmitato. Fotografias
capturadas das células ap0Os os periodos de 24 e 48 h de incubagéo com palmitato sob as diferentes
concentragbes descritas. As células cultivadas em meio de cultivo padrao foram consideradas controle.
Quanto maior a dose de palmitato, mais as células foram perdendo suas caracteristicas fusiformes e
de agrupamento em colbénias. Ampliacdo de 100 x.

DISCUSSAO

Considerando que a concentracdo aumentada de AGL no meio extracelular é capaz de
induzir a geracéo de espécies reativas de oxigénio, resultando em lipotoxicidade associada
a estresse de reticulo endoplasmatico, desequilibrio no contetdo de calcio intracelular,
disfuncao mitocondrial, resisténcia a insulina e morte celular em diversos tipos celulares, nos
demonstramos que o palmitato nas concentra¢des de 250 a 1000 pyM foi citotdxico para as
células musculares C2C12. Este efeito foi dose e tempo dependente.

Por outro lado, o fitoterapico Uncaria tomentosa, aumentou a viabilidade celular em até
170%, provavelmente envolvendo 2 efeitos distintos: (1) devido a um aumento na proliferacao
celular e (2) a uma reducao da morte celular.

Avaliando o efeito protetor do fitoterapico contra a toxicidade do AGL, foi observado
que ap6s os tratamentos com Uncaria tomentosa 250 ug/ml, por 6 h, tanto nas culturas
que permaneceram com o fitoterapico, como as que foram lavadas apos o tratamento com
Uncaria tomentosa, e tratadas com palmitato, verificou-se aumento da viabilidade celular,
sugerindo uma diminuic&o do estresse oxidativo.

Neste estudo, foi proposto um sistema para simulagéao de um cenario de citotoxicidade,
induzida pelo acido palmitico, com concentragdes que podem estar presentes desde uma
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situacao de jejum noturno até um jejum prolongado ou diante de uma dislipidemia associada
a DM2 descompensado (50, 100, 250, 500, 750 € 1000uM).

Os resultados obtidos mostraram que as concentragdes de palmitato de 250, 500 e 750
UM foram responsaveis por diminuicdo significativa da viabilidade celular, em 24 horas. O
fitoterapico se mostrou eficiente para prevenir e reduzir o efeito téxico do AGL.

Embora ndo tenham sido analisados os possiveis mecanismos celulares pelos quais
o extrato foi capaz de interferir sobre a citotoxicidade do AGL, esse estudo, nos permite
propor ndo apenas futuros ensaios para compreensdao dos mecanismos envolvidos, mas
o estabelecimento de um modelo in vitro e viavel para avaliar potencial efeito deoutros
fitoterapicos, como protecao a citotoxicidade associada a resisténcia ainsulina.
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