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PROBIC-FAPERGS

INTRODUÇÃO/OBJETIVO

METODOLOGIA 

RESULTADOS E DISCUSSÃO
O Diabetes Mellitus (DM) é um distúrbio fisiopatológico caracterizado pela presença de grandes 

quantidades de glicose na corrente sanguínea. A hiperglicemia crônica causada pelo DM2 leva ao 
estresse oxidativo e nitrosativo, que se mantém mesmo após medicação e está associado às 
co-morbidades do DM. LGM3 é um extrato feito a partir das cascas dos frutos de uma árvore pequena 
da família Myrtaceae (NODARI et al., 2008). O fruto de LGM3 possui alto potencial medicinal e 
nutricional podendo ser uma boa fonte alternativa para uso e aplicação em produtos nutracêuticos e 
farmacêuticos (CLERICI & CARVALHO-SILVA, 2011). Seus compostos bioativos mais conhecidos são 
do grupo dos flavonoides, caracterizados por serem metabólitos secundários das plantas e possuírem 
capacidade antioxidante (WAR et al., 2012). Os compostos fenólicos possuem a capacidade de 
proteger dos danos causados pelas espécies reativas de oxigênio ao doar elétrons para estabilizar as 
espécies reativas (RICE-EVANS et al., 1997). O objetivo deste desenho experimental foi verificar o 
efeito do extrato da casca do fruto de LGM3 sobre o estresse oxidativo e nitrosativo induzido por alta 
concentração de glicose em células endoteliais (EA.hy926). A atividade antioxidante do extrato e seu 
conteúdo fenólico total também foram avaliados.

CONCLUSÃO
 Os resultados deste estudo contribuirão para o desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas 

coadjuvantes ao tratamento das disfunções celulares causadas pelo Diabetes Mellitus. É importante 
ressaltar, que estão sendo realizados maiores avaliações acerca desse extrato frente a hiperglicemia 
para esclarecer melhor os mecanismos de ação celular envolvidos.

REFERÊNCIAS 

Preparação do extrato LGM3
Casca de frutos LGM3:

❖ Higienizadas com NaClO 
1%;

❖ Liofilizadas e trituradas; 
❖ Extração aquosa 2% sob 

80ºC (infusão).

Filtrado e liofilizado 
novamente

Acondicionado a -20ºC

Quantificação dos 
Polifenóis Totais do Extrato
Ensaio de Folin-Ciocalteau

A absorbância foi medida por 
espectrofotômetro a 765 nm

SINGLETON et al., 1965.

Potencial Antioxidante 
do Extrato 

Método de DPPH°
(2,2-difenil-1- picril-hidrazil)

YAMAGUCHI et al., 1998.

A redução foi medida por 
espectrofotômetro a 517 nm

Potencial Antioxidante 
do Extrato

Método de ABTS•+
(ácido 2, 2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico)

A redução foi medida por 
espectrofotômetro a 734 nm

Tratamento 
24h

MTT 3h Células 
viáveis

Metabolização mitocondrial 
Cristais de Formazan

❖ Leitor de microplacas (517 nm);
❖ Resultados: % de Viabilidade 

Celular em relação ao grupo 
controle.

MTT (3-[4,5-dimetiltiazol 2-il]-2,5 difenil 
brometo de tetrazolina) DENIZOT & LANG, 1986.

 

Determinação da viabilidade celular

Cultura de células e avaliação da citotoxicidade do extrato

● Controles: normoglicêmico (NG-25mM 
de glicose) e hiperglicêmico (HG-35mM 
de glicose), antibiótico 1%, sob privação 
sérica;

● Amostras: NG + extrato (10, 25, 50 
µg/mL); HG (35mM) + extrato LGM3 
(10, 25, 50 µg/mL), ambos sob privação 
sérica.

Células endoteliais (EA.hy926)

Danos Oxidativos a 
Lipídios - TBARS

Peroxidação Lipídica;
Leitor de microplacas (530 nm);
Resultados: nmol de TBARS/mg 
de proteínas. 

Níveis de Óxido 
Nítrico (ON)

Reação de Griess;
Leitor de microplacas (550 nm);
Resultados: nmol de nitrito/mg 
de proteínas. 

Lisado Celular Proteínas Totais 
Método de Lowry

❖ Albumina como padrão;
❖ Leitor de microplacas 

(620 nm);
❖ Resultados expressos 

em mg/mL.
LOWRY et al., 1951.

GREEN et al., 1982.WILLS et al., 1966.

Os extratos de LGM3 não apresentaram citotoxicidade em nenhuma doses testadas (10, 25, 
50µg/mL) (Figura 1). Para verificar o possível efeito protetor do LGM3, as células foram expostas à HG 
(35mM) durante 24 horas. Verificou-se, na Figura 2 (A), que a viabilidade das células na presença da 
alta concentração de glicose (HG) levou a uma diminuição de viabilidade de 31% em relação ao 
controle, além de alterações na morfologia das células, conforme Figura 2 (B). A concentração de HG + 
LGM3 50µg/mL apresentou um aumento na porcentagem da viabilidade celular de 39,6%, em relação ao 
HG, se aproximando estatisticamente do controle. Portanto, o co-tratamento com o extrato LGM3 na 
concentração de 50µg/mL evitou a redução de viabilidade e o dano à morfologia celular, mesmo com a 
presença de HG. Diante desse resultado, essa concentração foi elencada para os demais parâmetros 
avaliativos.

O tratamento HG apresentou um aumento de quase 50% nos níveis de peroxidação lipídica (Figura 
3) e 91,52% na concentração de ON (Figura 4). No entanto, o extrato de LGM3 50µg/mL + HG foi capaz 
de reduzir estatisticamente estes níveis, em cerca de 39% para o ON e 30% para peroxidação lipídica. 
Logo, pode-se inferir que o extrato na concentração de 50µg/mL foi capaz de reverter o dano oxidativo 
aos lipídios e preservar os níveis de ON endotelial causados pelo excesso de glicose intracelular.

Figura 3 – Efeitos nos níveis de peroxidação lipídica em 
células endoteliais EA.hy926 tratadas por 24 horas com 
(50μg/mL) do extrato de LGM3 sem (NG) e com  adição de 
alta concentração de glicose 35mM (HG).
Figura 4 – Produção de óxido nítrico (ON) em células 
endoteliais EA.hy926 tratadas por 24 horas com (50μg/mL) 
do extrato de LGM3 sem (NG) e com adição de alta 
concentração de glicose 35mM (HG). 
Fonte: Autoral. Legenda: Os resultados foram expressos 
com média e desvio padrão. Diferentes letras indicam 
valores diferentes estatisticamente de acordo com a análise 
de variância ANOVA, seguido de teste de Tukey e post-hoc. 
Significância estatística de p<0,05. 

Figura 1 – Efeitos na viabilidade celular em três concentrações (as concentrações de 10, 25, 50µg/mL) do extrato de LGM3 em células endoteliais EA.hy926 por 24 horas. 
Figura 2 – Efeito na viabilidade (A) e morfologia celular (B) de diferentes concentrações do extrato de LGM3 com adição de glicose (HG - 35mM) em células endoteliais 
EA.hy926 por 24 horas. Fonte: Autoral. Legenda: Os resultados foram expressos com média e desvio padrão. Diferentes letras indicam valores diferentes estatisticamente de 
acordo com a análise de variância ANOVA, seguido de teste de Tukey e post-hoc. Significância estatística de p<0,05. 

Os resultados demonstraram que extrato LGM3 possui 281,5mg de EAG/g e significativa 
capacidade de varredura dos radicais ABTS•+ e DPPH•, com 95% e 82%, respectivamente. Frente a 
esses resultados, as concentrações de 10, 25, 50µg/mL de LGM3 foram testadas em cultura celular 
EA.hy926.
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