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Resumo

A diabetes mellitus tipo 2 é um disturbio metabolico onde o metabolismo dos
hidratos de carbono e lipidos se encontra alterado. Esta doenca agrava-se com a idade,
como consequéncia da alteracdo/degeneracdo dos processos metabdlicos do organismo
associados ao envelhecimento e, surge cada vez mais precocemente como resultado de
alteracdes no estilo de vida da populagdo. Os mecanismos/processos que levam ao
aparecimento deste distirbio ndo sdo completamente compreendidos mas tém sido
demonstrado que a resisténcia a insulina e a obesidade sdo fatores que potenciam o
aparecimento de diabetes tipo 2. As complicacOes vasculares s&o a principal causa de
morbidade e morte em pacientes diabéticos pelo que se torna imperativo desenvolver

terapias que atenuem a sua progressao.

A berberina é um alcaldide natural existente nas raizes, caules e rizomas de
diversas espécies de plantas. Tem sido utilizado desde a antiguidade na medicina
tradicional chinesa e asiatica para o tratamento de infe¢fes bacterianas e parasiticas. O
seu efeito benéfico na resisténcia a insulina e no abaixamento da hiperglicemia foi
descoberto por acaso quando administrada em pacientes diabéticos com diarreia. Apesar
dos inumeros estudos efetuados os seus efeitos ainda ndo sdo completamente
compreendidos. Este trabalho teve como objetivo estudar o potencial terapéutico da
berberina na resisténcia a insulina em ratos diabéticos ndo obesos e ratos Wistar

normais.

Para o presente estudo foram avaliados 4 grupos experimentais, 2 grupos de
ratos Wistar, um controlo e outro sujeito a tratamento com berberina (W+B) e 2 grupos
GK, um controlo e outro sujeito a tratamento (GK+B). A berberina (100 mg/kg) foi
administrada por via oral durante trés meses. Foram analisados diferentes parametros
metabolicos e as duas principais vias envolvidas na translocacdo dos transportadores

GLUT4 no figado e musculo-esquelético.

Foi verificado que o tratamento com berberina melhorou o perfil glicémico mas
ndo alterou o perfil lipidico. Neste estudo ndo houve ativacdo da via da AMPK nem da
via da insulina nos tecidos estudados, o que sugere a possibilidade de outras vias

moleculares estarem envolvidas no mecanismo de ac&o da berberina na diabetes tipo 2.
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Abstract

Type 2 diabetes mellitus is a metabolic disorder that alters the mechanisms
through which the carbohydrates and lipids are metabolized. This disorder develops
mainly as a consequence of the alteration/degradation of the metabolic processes of the
organism due to aging, but in consequence of the changes observed in the lifestyle in
recent years, this disorder is developing earlier, and is increasingly more common in the
population. It isn’t certain how the disorder develops, but it has been shown that insulin
resistance and obesity are factors that lead to the manifestation of the disorder. It is the
leading cause of morbidity and mortality due to microvascular and macrovascular
complications that the individuals develop with the progression of the disorder. Hence it
is imperative to create and develop therapies that mitigate the harmful effects the

patients manifest.

Berberine is a natural alkaloide existing in roots, stems and rhizomes of several
species of plants. It has been used since ancient times by Chinese and other Asiatic
countries in traditional medicine for the treatment of bacterial and parasitic infections.
Its beneficial effect on insulin resistance and on lowering hyperglycemia was discovered
when berberine was administered in diabetic patients with diarrhea. Although many
studies have already been carried out its effects are not yet entirely understood. This
work aimed to study the therapeutic potential of berberine on insulin resistance in

diabetic and normal Wistar rats.

For this project four experimental groups were evaluated, two groups of Wistar
rats, one control and another treated with berberine (W + B) and 2 groups of GK rats,
one control and the other with treatment (GK + B). The berberine (100 mg / kg) was
administered orally for three months. Several metabolic parameters were analyzed along
with the two major pathways involved in the translocation of GLUT4 in the liver and

skeletal muscle.

We found that treatment with berberine improved the glycemic profile but did
not affect the lipid profile. In this study there was no activation of the AMPK pathway
or the insulin pathway in the tissues that were studied, suggesting the possibility of
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other molecular pathways being involved in the mechanism of action of berberine on
type 2 diabetes.

Keywords: Type 2 diabetes mellitus, AMPK, insulin resistance, liver, skeletal muscle,

berberine, insulin pathway.
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Introducao

1.1 Diabetes mellitus tipo 2

A diabetes mellitus tipo 2 é uma desordem metabolica heterogénea caraterizada
pela desregulacdo do metabolismo dos hidratos de carbono, proteinas e lipidos devido a
defeitos na secre¢do da insulina e/ou agdo da insulina (O’Brien et al. 1996; Zhang et al.,
2011). Espera-se que o numero de individuos com diabetes tipo 2 aumente para 300
milhGes até 2025 devido a maior prevaléncia de obesidade, ao aumento da esperanca
média de vida e estilo de vida sedentario (Kiberstis, 2005; Zhang et al., 2011).

A diabetes tipo 2 desenvolve-se quando existe uma disfuncdo da célula beta do
pancreas e/ou resisténcia a insulina nos tecidos periféricos como o figado, musculo-
esquelético e tecido adiposo (Zhou et al., 2007). Em individuos sem diabetes, a
normoglicemia é mantida pelo equilibrio entre as concentracfes de glicose circulante
(com origem na producdo hepética e na absorcédo intestinal) e a glicose captada pelos
tecidos periféricos. Nos pacientes com diabetes tipo 2 a faléncia relativa ou absoluta da
secrecdo de insulina leva a um estado de hiperglicemia (niveis de glicose sanguinea
acima dos valores normais). Por outro lado, a resisténcia a insulina, reducdo da
capacidade da insulina estimular a captacdo de glicose, leva ao aumento da producéo
hepéatica de glicose ao mesmo tempo que diminui a captacdo e utilizacdo desta no
musculo-esquelético mantendo os niveis de glicose sanguinea elevados (DeFronzo e
Tripathy, 2009).

Para além da hiperglicemia, diversos sintomas, incluindo a hiperlipidemia estéo
envolvidos no desenvolvimento de complicacbes microvasculares e macrovasculares
que sdo responsaveis pela elevada taxa de morbidade e morte associadas a este disturbio
(Zhang et al., 2011; Zhou e Zhou, 2011).



Introducao

1.2 Musculo-esquelético

O musculo-esquelético é o tecido mais abundante do organismo e desempenha
um papel central no metabolismo e homeostasia humana. E bastante importante no
balanco energético e o primeiro tecido a captar e armazenar glicose em resposta a

estimulacdo com insulina (Cheng et al. 2006).

1.2.1Fisiologia do musculo-esquelético

O musculo-esquelético € constituido por fibras musculares que sdo células
largas, cilindricas e multinucleadas que estdo envolvidas por tecido conjuntivo e que se

agrupam formando fasciculos ou feixe de fibras (figura 1).

#a%¢ P8 sanguineos
28
) ros
i's".'ﬁ" ﬁ endomisio

fibra

tenddo cpimisio feixe muscular
(célula)

endomisio

Figura 1: llustragdo de um corte transversal de musculo-esquelético.
(Imagem adaptada de grupomedveterinaria.wordpress.com)

A parte interior da fibra muscular é formada principalmente por miofibrilas de 1
a 2 um de diametro, estas por sua vez sao constituidas por filamentos de miosina e de
actina dispostos lado a lado, que ao deslizarem uns sobre 0s outros permitem que ocorra
a contragdo. A unidade estrutural do ciclo contractil é designada de sarcomero (figura
2).


http://www.google.pt/url?sa=i&rct=j&q=musculo+esqueletico&source=images&cd=&docid=kql_Uo8PlZ_2aM&tbnid=RSkFhHdRuBaO6M:&ved=0CAUQjRw&url=http://grupomedveterinaria.wordpress.com/2012/06/21/tecido-muscular/&ei=KJKBUYP_MJOR0QXe8YH4AQ&bvm=bv.45921128,d.ZG4&psig=AFQjCNFUoAnpFqZtZxyv9hgUAj-HYYPpvg&ust=1367532382449854
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O sarcoplasma de uma fibra muscular é formado por organelos, inclusdes e
miofibrilas. O reticulo sarcoplasméatico é um organelo constituido por um sistema
continuo de tubulos limitados por membranas que se estendem por todo o sarcoplasma
formando uma rede de malha fina em volta das miofibrilas. Os tubulos longitudinais
distribuem-se por intervalos regulares ao longo das miofibrilas confluindo em canais,
orientados transversalmente, de calibre maior designados de cisternas terminais. Pares
paralelos de cisternas cursam transversalmente por entre as miofibrilas em relagédo
intima com um elemento de menor diametro, o tubulo T (invaginacdo do sarcolema). A
associacdo destas trés estruturas é designada de triade do musculo-esquelético e é

responsavel pela libertacéo de célcio, essencial no processo de contragdo (figura 2).

O musculo-esquelético é também um tecido bastante irrigado, 0s vasos
sanguineos passam pelo tecido conjuntivo e formam uma rede capilar em torno das
fibras musculares onde ocorre a passagem dos nutrientes e das moléculas necessarias

para o seu funcionamento.

Parte de uma fibra do

4.

Triade

Mitocondria

Miofibrilas

Tabulos do
reticulo
sarcoplasmatico
Ci na Ter inal
do reticulo
sarcoplasmatico

Tubulo T

Figura 2: llustracéo de parte de uma fibra do musculo-esquelético.
(Benjamin Cummings, uma impressao de Addison Wesley Longman Inc., 2001)
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1.2.2 Funcdes fisioldgicas do musculo-esquelético

O musculo-esquelético para além de ser responsavel pelos movimentos
voluntarios e permitir o deslocamento dos organismos, é também um local de
armazenamento de energia (armazena glicose na forma de glicogénio), sendo por isso
um dos principais locais de captacéo de glicose. Esta pode ocorrer devido a estimulagdo
por parte da insulina ou como resultado da contracdo. Uma reduc¢édo da captacao de
glicose dependente de insulina € observada em condicGes de diabetes tanto in vitro

como in vivo (Cheng et al., 2006).

1.3 Figado

O figado desempenha um papel fundamental no nosso metabolismo. E um 6rgéo
importante na manutencdo dos niveis energéticos pois tém a capacidade de controlar o
armazenamento e a libertacdo de energia consoante as necessidades fisioldgicas do

organismo, passando de um estado anabolico para catabolico e vice-versa.

O estudo deste 6rgdo € importante ndo apenas porque distarbios na sua funcéo
influenciam o metabolismo da glicose e dos lipidos, influenciando a homeostasia de
todo o corpo, mas também porque corresponde ao local responsavel pela metabolizacao
de farmacos e quimicos toxicos (Domitrovic et al., 2010). E importante entender as
alteracBes provocadas por estes para aperfeicoar e desenvolver melhores estratégicas

terapéuticas no tratamento de certas doencgas como a diabetes tipo 2.

1.3.1 Fisiologia do figado

O figado é a maior glandula do corpo humano, com um peso aproximadamente
de 1,5 quilos num adulto. Funciona como glandula exdcrina e enddcrina, estando
envolvido no metabolismo de diversas moléculas, tanto a nivel de armazenamento como

de producéo.
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Esté localizado no quadrante superior direito da cavidade abdominal, por baixo
do diafragma e protegido pelas costelas inferiores. Envolvido por uma fina membrana
fibrosa, capsula de Glisson, e pelo peritoneu, apresenta uma cor vermelha escura com
uma consisténcia mole e superficie lisa. Na sua constituicdo podem-se distinguir dois
I6bulos, sendo o direito de maiores dimensdes e estando separado do esquerdo por uma
prega do peritoneu denominada de ligamento falciforme (figura 3).

Na parte inferior, através de um sulco, hilo hepético, penetram no figado dois
vasos: a artéria hepatica e a veia porta hepatica, que transportam o sangue vindo do tubo
digestivo e do baco. Estes vasos ramificam-se no interior do figado formando uma rede
complexa de capilares sanguineos que entram em contacto com as células hepaticas,
hepatdcitos, permitindo o intercambio de substéncias, terminando nas veias supra-

hepéticas que emergem na parte superior do figado e levam o sangue para a veia cava

inferior (figura 3).
Veia
Hepatica
Diafragma
P Lobulo
Lobulo direito do
esquerdo Figado
do Figado
Artéria
Hepatica
i e Vesicula
Vel': biliar
porta  pycto

biliar
comum

Figura 3: llustracdo de um corte longitudinal do figado.
(Adaptado do site www.dermaharmony.com)

1.3.2 Funcdes fisioldgicas do figado

O figado esta envolvido em diversas fungdes relacionadas com o metabolismo
dos hidratos de carbono, dos lipidos e das proteinas; armazenamento de glicogénio, de
vitaminas e ferro e metabolizacdo de drogas. Assim, funcGes de armazenamento,
destoxificacao, protecdo, sintese da bilis, producdo de albumina e formacao da ureia séo

algumas das inumeras fun¢des desta glandula.


http://www.dermaharmony.com/
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1.4 Transporte de glicose

O transporte de glicose através das membranas celulares desempenha um papel
chave na sua regulacdo e controlo do metabolismo energético. A manutencdo de uma
concentracdo de glicose sanguinea relativamente constante € importante para o
metabolismo cerebral e permite também a sua utilizacdo e armazenamento nos tecidos

periféricos (Brown, 2000).

O transporte de glicose é mediado por proteinas transportadoras. O répido
metabolismo da glicose dentro da célula cria um gradiente de concentragdo através da
membrana plasmatica permitindo um transporte sem dispéndio energético — difusao
facilitada (Brown, 2000).

Os transportadores de glicose abrangem uma familia de proteinas (Brown, 2000;
Olson e Persin, 1996) com 12 dominios membranares com locais de ligagdo de ligandos
tanto internos como externos, dominios citoplasmaticos N e C-terminal e um local de
glicosilacdo localizado num dos loops extracelulares. Existem 4 transportadores de
glicose bem definidos nesta familia designados de GLUT 1-4 (figura 4) (Mueckler,
1994; Olson e Persin, 1996; Brown, 2000).

Motivo agucar

Membrana
Plasmatica

Citoplasma

Figura 4: Representacdo esquematica da familia de proteinas GLUT.
(Adaptado de Bryant et al., 2002)
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O GLUT4 é o transportador de glicose sensivel a insulina mais abundante na
membrana das células dos tecidos insulino-dependentes como o musculo-esquelético e
tecido adiposo (James et al., 1989; Brown, 2000). Nestes tecidos, o GLUT4 é
responsavel pela maioria da captacdo de glicose, embora existam outros transportadores
de glicose. Em condicdes basais (auséncia de estimulos), a densidade de transportadores
GLUT4 na membrana celular é relativamente baixa e a maioria dos transportadores
estdo presentes na membrana de vesiculas citoplasmaticas. Apds estimulacdo pela
insulina, estes transportadores séo translocados para a membrana celular aumentando a

captacdo da glicose (Cushman e Wardzala, 1980; Suzuki e Kono, 1980; Brown, 2000).

O transporte de glicose, é o passo limitante na velocidade do metabolismo da
glicose, e pode ser ativado nos tecidos periféricos por duas vias distintas. Uma é
estimulada pela insulina através do substrato do recetor da insulina (IRS-1) e do
fosfatidilinositol 3-cinase (PI3-cinase), a outra pela contracdo muscular/exercicio fisico
através da ativacdo da proteina cinase ativada pelo AMP (AMPK) (Krook et al., 2004;
Cheng et al., 2006). Ambas as vias aumentam a fosforilagdo dos componentes da
familia das MAPK (cinase das proteinas ativadoras de mitigénese) (Goodyear et al.,
1996; Widegren et al., 1998; Cheng et al., 2006), e promovem a translocacdo de
vesiculas contendo os transportadores GLUT4 para a membrana plasmatica aumentando

a captacéo da glicose

1.4.1 Viadainsulina

A insulina através da ligacdo ao seu recetor regula a captacdo de glicose para 0s
tecidos (Li et al., 2004). Assim, a ligacdo da insulina aos recetores no figado, nos
musculos ou tecido adiposo aciona Vvarias vias intracelulares que causam o aumento da
sintese de glicogénio e captacdo de glicose, assim como a diminuicdo da libertacdo da
glicose pelo figado e masculo (Zhang H. et al., 2010).

O recetor da insulina pertence a familia dos recetores de fatores de crescimento
com atividade de tirosina cinase intrinseca (Virkamaki et al., 1999). E um
heterotetramero constituido por duas subunidades o, e duas subunidades p com
atividade tirosina cinase (Kasuga et al., 1983; Virkamaki et al., 1999; Saini, 2010). A
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ligacdo de insulina a subunidade o do recetor da insulina leva a ativagdo da tirosina
cinase da subunidade B promovendo a autofosforilagdo desta. Para que haja a
amplificacdo da atividade de cinase € necessario ocorrer a fosforilacdo de trés residuos
de tirosina (White et al., 1988; Saini, 2010). Este processo resulta na ativacdo da cinase
do recetor e na fosforilacdo da tirosina de uma familia de proteinas designadas de
substratos do recetor da insulina, IRS (figura 5).

Apo6s a fosforilagdo da tirosina do IRS, esta interage com proteinas como a
subunidade p58 da PI3-cinase (figura 5) (Li et al., 2004). A PI3-cinase ¢ uma cinase
lipidica, constituida por uma subunidade reguladora, responsavel pela ligacdo das
proteinas IRS, e uma subunidade -catalitica responsavel pela fosforilacdo dos

fosfatidilinositois encontrados nas membranas celulares (Virkamaki et al., 1999).

A ativagdo da PI3-cinase produz fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) e
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). Pensa-se que estes atuam como segundos
mensageiros para algumas respostas biologicas da insulina ao ligarem-se a cinases
serina/treonina da AKT/PKB (proteina cinase B) e ao seu ativador cinase-1 dependente
de fosfoinositideos, PDK1 (figura 5) (Cohen et al., 1997; Coffer et al., 1998; Virkamaki
etal., 1999).

A ativacdo da PI3-cinase leva a estimulagdo/ativacdo da AKT (Li et al., 2004)
que por sua vez promove a translocacdo das vesiculas, contendo os transportadores de
glicose (GLUT4), para a membrana plasmatica permitindo a captacdo de glicose (figura
5) (Kupriyanova e Kandror, 1999; Pessin et al., 1999; Martin et al., 2000; Morino et al.,
2006; Saini, 2010).

Anormalidades no recetor e nas vias de sinalizacdo a jusante sdo de extrema
importancia para o desenvolvimento de resisténcia a insulina associada a diabetes
mellitus tipo 2 e a sindrome metabolica (Taylor et al., 1994; Stumvoll et al., 2005).
Individuos com resisténcia a insulina tém auséncia ou reducdo da expressdo do recetor
da insulina nos tecidos periféricos, particularmente musculo, figado e tecido adiposo
(Foti et al., 2005; Kong et al., 2009). Os principais genes que podem estar implicados
na patogénese da insulino-resisténcia sdo: o gene do recetor de insulina, 0s genes do
IRS-1 e -2, 0 gene da P13-cinase e 0 gene do GLUT 4.



Introducao

Tuoulin recepiae o Interstitial fluid
D% L ]
| T-tubulus |
[ ﬁ\ll\ I ——r Sarcole mma ]
° IRS-1 PI3K PDK 1/2 [ GLUT4
® PKB PKC i
Glycogen ~ ~ —
- 5 =
l synthase e 7k
"‘1_‘"-_ _______ J
?
GSK3
Glycogen Cytoplasm

Figura 5: Via de sinalizacao da insulina que conduz & estimulagdo da captagédo de glicose e &
sintese de glicogénio. (Retirado de Derave, W., 2000)

1.4.2 Via da AMPK

A AMPK é uma enzima heterotrimérica que é ativada por regulacdo alostérica e
fosforilacdo (Hardie, 2003; Cheng et al., 2006). Funciona como regulador metabolico
que fosforila proteinas chave incluindo enzimas envolvidas no metabolismo de lipidos,
oxidacdo de acidos gordos e captacdo de glicose (Cheng et al., 2006). Pertence a familia
das proteinas cinases sensiveis a metabolitos e atua ndo s6 como sensor energético mas
também como molécula sinalizadora em células musculares ao monitorizar os niveis
energéticos da célula como a razao entre 0 AMP (monofosfato de adenosina) e o ATP
(trifosfato de adenosina) (Ma et al., 2010).

Esta cinase € ativada ap0s deplecdo de ATP, ou mais precisamente, quando
ocorre 0 aumento da razdo AMP:ATP dentro da célula, ajustando as taxas de consumo
de ATP, e respetivas reacGes anabolicas e catabdlicas (Carling, 2004). A longo prazo, a
ativacdo da AMPK altera tanto a expressao de genes (Yang et al., 2001; Carling, 2004)
como a expressdo de proteinas (Winder et al., 2000; Fryer et al., 2002; Carling, 2004).
Embora as consequéncias fisioldgicas destes efeitos ndo sejam completamente
compreendidas, parece provavel que estejam relacionadas com a regulacdo do
metabolismo energético global (Carling, 2004). A AMPK também parece estar
envolvida na regulacdo periférica da resisténcia a insulina e controlo glicémico (Leff,
2007).
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Para além da alteracdo da razdo da AMP:ATP, que pode ser provocada por
estimulos fisioldgicos e patoldgicos (exercicio prolongado, envenenamento metabdlico,
choque por calor, stress oxidativo, hipoxia, isquemia ou privacdo de nutrientes) que
levam ao aumento do racio (figura 6), outros estimulos como as estatinas, o
peroxinitrito, a adiponectina, a leptina, a metformina e a calmodulina dependente da

proteina cinase Il mostraram também a ativacdo da AMPK independentemente das

mudancas no racio AMP:ATP (figura 6) (Li e Keaney Jr, 2010).
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Figura 6: Via de sinalizacdo da AMPK.

AMPK atua em diversas moléculas associadas ao metabolismo dos hidratos de carbono, dos
lipidos e das proteinas. Tem também relevancia no envelhecimento e fisiologia cardiovascular,
bem como, no crescimento e apoptose celular. Alguns exemplos da acdo da AMPK s&o o
blogueio do alvo do complexo 1 da rapamicina em mamiferos (mTOR), fator de crescimento
que contribui para a resisténcia a insulina, da ACC, acetil CoA carboxilase que produz malonil
CoA envolvida na sintese de acidos gordos e da HMGCOA redutase, enzima chave para a
sintese de colesterol. Por outro lado, a AMPK aumenta a atividade da eNOS (sintase de
monoxido de azoto endotelial) aumentando a producéo de éxido nitrico que esta relacionado
com o relaxamento endotelial, bem como aumenta a expressdo dos transportadores de glicose 4

(GLUT4). (Imagem retirada de flipper.diff.org)
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A AMPK é constituida por uma subunidade catalitica a e duas subunidades
reguladoras B e y. Existem duas isoformas da subunidade o (AMPKal e AMPKa2)
(Carling, 2004; Li e Keaney Jr, 2010; Ma et al, 2010). A subunidade o contém uma
serina/treonina com caracteristicas conservadas dentro da superfamilia das proteinas
cinases (Carling, 2004), uma regido de 150 residuos de aminoéacidos no terminal C
necessaria para a associagdo com a subunidade 3 e y e varios residuos que podem ser
fosforilados tanto in vitro como in vivo, destacando-se o residuo Thrl72 cuja
fosforilacdo € essencial para a atividade da AMPK. A subunidade  funciona como elo
de ligacdo das sub-unidades a e y (Woods et al., 1996; Carling, 2004). Por sua vez a
subunidade y possui quatro dominios sintase da cistationina p (CBS), necessarios para a
ligacdo do AMP (figura 7) (Carling, 2004).

Figura 7: Estrutura da AMPK.
(Imagem retirada de nimr.mrc.ac.uk)

A via da insulina relaciona-se com a via da AMPK através da AKT. A ativacdo
da AKT diminui a fosforilagdo da AMPK no residuo Thrl72 (Kovacic et al., 2003;
Carling, 2004; Lim et al., 2010).

Devido ao seu papel na manutencdo do equilibrio da energia no interior das
células, a AMPK pode desempenhar um papel importante na prote¢cdo do organismo
contra doengas metabdlicas como a diabetes mellitus tipo 2 e a obesidade (Carling,
2004). Diversos estudos mostraram que a ativacdo da AMPK no musculo-esquelético
melhorou o metabolismo da glicose (Leff, 2007; Steinberg e Jorgensen, 2007) e que

reduziu a hiperglicemia em animais diabéticos devido ao aumento da captagdo da

12



Introducao

glicose no musculo-esquelético. No figado, a ativagdo da AMPK reduziu a producdo de
glicose pois levou a supressdo da transcricdo de genes chave na via da gliconeogénese
(Lochhead et al., 2000). Para além disso sabe-se que a AMPK fosforila e inibe a
atividade da ACC, reduzindo a concentracdo intracelular de Malonil-CoA, o que causa a
reducdo da biossintese de acidos gordos e o aumento da oxidacdo dos &cidos gordos
(Leff, 2007).

1.5 Resisténcia a insulina

A insulina é uma molécula pleiotrdpica que regula a captacdo de aminoacidos, a
sintese de proteinas, a protedlise, a lipolise no tecido adiposo, a atividade de
lipoproteinas lipase, a secrecdo de lipoproteina de muita baixa densidade (VLDL), a
captacdo de glicose no tecido adiposo e musculo-esquelético, a sintese de glicogénio no
figado e musculo-esquelético e a producdo endogena de glicose. Individuos insulino-
resistentes apresentam um metabolismo de glicose alterado, com niveis de glicose em
jejum elevados e/ou hiperglicemia, reducdo na acao da insulina apds a administracao da
glicose e/ou diminuicdo na supressao da producdo de glicose endégena (Cornier et al.,
2008).

Para além dos fatores genéticos, também os fatores ambientais parecem estar
envolvidos na ocorréncia da resisténcia a insulina. A combinacdo da obesidade,
inatividade fisica e consumo de dietas aterogénicas aumenta a prevaléncia de casos de

insulino-resisténcia (Cornier et al., 2008).

Sob o ponto de vista metabdlico, a insulino-resisténcia evidencia-se nas células
hepaticas, musculares e adiposas. O musculo e o tecido adiposo séo os principais 0rgaos
responsaveis pela utilizacdo periférica da glicose em condi¢fes pos-prandiais; assim a
diminuicdo da producdo dos transportadores de glicose GLUT4, responséveis pela
captacdo de glicose e defeitos de atividade da glicogénio sintetase muscular, contribuem
para a hiperglicemia pés-prandial. O figado € o principal responsavel pela producéo de
glicose em condigdes de jejum; assim a insuficiente inibicdo da glicogenolise e

gliconeogénese hepatica, aparentemente em relacdo com alteragbes da glicocinase
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hepatica, contribuem para a hiperglicemia de jejum. O aumento relativo dos niveis da
glicemia e dos &cidos gordos circulantes que ocorrem nessas circunstancias podem
contribuir para a insulino-resisténcia e para a lesdo progressiva da célulap -glico- e
lipotoxicidade (Saini, 2010).

Para manter a homeostase da glicemia é necessario o desenvolvimento de um
hiperinsulinismo mantido, o que requer a capacidade adaptativa e de reserva da célulap;
quando esta falha, em geral ao fim de algumas décadas, surge entdo a hiperglicemia e a
diabetes (Cornier et al., 2008). A resposta secretora da insulina diminui, o que conduz a
uma diminuicdo da concentracdo de insulina no plasma resultando no aumento da

producdo hepatica de glicose e hiperglicemia em paralelo (Lillioja et al., 1993).
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Figura 8: Via de sinalizagdo da insulina e respetivas funcdes.
(Retirado de msdlatinamerica.com)

A insulino-resisténcia define-se como uma situacdo com uma resposta bioldgica
insuficiente a insulina enddgena ou exdgena. A nivel celular, a resisténcia a insulina
define a incapacidade da via de sinalizacdo da insulina desempenhar as suas funcdes

que estdo envolvidas em multiplos aspetos metabdlicos e mitogenicos da sua fungéo
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celular (Ginsberg, 2000; Saini, 2010). Diversas evidéncias tém demonstrado que
defeitos no transporte de glicose séo responsaveis pela resisténcia a insulina observada
em diabetes mellitus tipo 2. A insulino-resisténcia deve-se a defeitos na regulagdo do
transportador de glicose 4, incluindo alteracdes na expressao e translocacdo de GLUT4;
alteracdo nos padrBes temporais e espaciais das moléculas sinalizadoras e/ou defeitos na
via de sinalizagdo da insulina (figura 8) (Yaworsky et al., 2000; Zhou et al., 2007),
como auséncia ou diminuicao da expressdo do recetor da insulina nos tecidos periféricos
(Foti et al., 2005; Zhou et al., 2007; Kong et al, 2009), entre outros.

1.5.1 Causas possiveis relacionadas com o desenvolvimento da resisténcia a

insulina

1.5.1.1 PI3-cinase

A familia das PI3-cinases € constituida por varias enzimas estruturalmente
relacionadas com diferentes modos de ativacdo e regulacdo. Pode ser dividida em trés
classes funcionais: I, Il e I1l. A primeira existe na forma de heterodimeros, consistindo
numa subunidade reguladora p58 associada a uma subunidade catalitica p110 (Saini,
2010). A regulacdo da atividade da PI3-cinase envolve um equilibrio entre os
monomeros p58 livres e o0s heterodimeros p58-p110, sendo estes ultimos os
responsaveis pela atividade da PI3-cinase (Mauvais-Jarvis et al., 2000; Ueki et al.,
2003; Saini, 2010). Os monémeros p58 e os heterodimeros competem pelos mesmos
locais de tirosina fosforilada das proteinas IRS, por isso um desequilibrio pode causar a

diminuicdo ou aumento da atividade da P13-cinase (Saini, 2010).

Alguns estudos demonstraram que uma inibicdo da PI3-cinase leva a inibi¢do da
captacdo de glicose estimulada pela insulina com concomitante inibi¢do da translocagéo
de GLUT4 para a membrana plasmatica (Okada et al., 1994; Virkamaki et al., 1999). A
supressdo da PI3-cinase inibe também outras funcGes celulares como a fosforilagéo da
AKT, a sintese de &cidos gordos, proteinas e DNA (Alessi e Downes, 1998; Virkamaki
etal., 1999).
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Como altera a captacdo de glicose e o metabolismo celular, esta cinase pode

potencialmente levar ao desenvolvimento de resisténcia a insulina.

1.5.1.2 PKC

A proteina cinase C (PKC) é uma superfamilia composta por varias isoformas
envolvidas em multiplos processos de sinalizagdo celular. O aumento de metabolitos de
lipidos como o diacilglicerol e acil CoA leva a uma maior ativacdo de certas isoformas
da PKC, demonstrado através de estudos com infusdes lipidicas, em ratos e humanos,
que ativaram a PKCO e a PKC6 induzindo resisténcia a insulina nestes (Boden e
Shulman, 2002; Itani et al., 2002; Saini, 2010). Para além disso, a PKC mostrou ser um
possivel candidato para a fosforilacdo de serinas do recetor da insulina (Virkamaki et
al., 1999; Morino et al., 2006; Saini, 2010), resultando em defeitos na sinalizacdo da

insulina e consequentemente no aparecimento de resisténcia a insulina (Saini, 2010).

1.5.1.3 Aumento da fosforilacdo de serinas nas proteinas IRS

O IRS-1 tem mais de 70 locais de fosforilagdo de serinas possiveis. A
fosforilacdo destas regula negativamente a sinalizacdo do IRS (Morino et al., 2006). Foi
anteriormente descrito que o fator de necrose tumoral-o. (TNF- o) diminui a sinalizagdo
de insulina ao induzir a fosforilagdo da serina do IRS-1 (figura 9) (Virkamaki et al.,
1999).

A fosforilacdo de serinas pode levar a dissociagao entre o recetor da insulina e o
IRS e/ou dissociacdo do IRS-1 da P13-cinase, prevenindo a ativacdo da PI3-cinase (Li et
al., 1999; Moeschel et al., 2004; Morino et al., 2006; Saini, 2010) ou aumentando a
degradacédo do IRS-1 (Itani et al., 2002; Morino et al., 2006; Saini, 2010).
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Esta fosforilagdo de serinas diminui a fosforilagdo da tirosina do IRS, reduzindo
os efetores posteriores (Virkamaki et al., 1999; Yu et al., 2002; Saini, 2010) e

consequentemente comprometendo a via de sinalizacdo da insulina.

O mecanismo de ativacdo das cinases serina/treonina in vivo ndo é claro, no
entanto, parece ser secundario ao aumento intracelular de cadeias longas de acil CoAs e
diacilglicerol (Yu et al 2002; Morino et al, 2006).
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Figura 9: Representacdo do gene do IRS-1. Sdo evidenciados os diferentes locais de
fosforilacdo de serinas e tirosinas assim como as moléculas que provocam essa fosforilag&o.
A fosforilagdo do IRS-1 na Ser307, Ser612 e Ser632 regula negativamente a fungéo do IRS-1.
IRS-1 contém dominios PH e PTB (dominio de ligagdo a fosfotirosina) no terminal N que ligam
0 IRS ao recetor da insulina. O dominio do terminal-C contém uma série de motivos de
fosforilacdo de tirosinas, que sao diretamente fosforilados pelo recetor da insulina. A
fosforilagdo da Tyr608 e Tyr628, por exemplo, gera locais de ancoragem para a P13-cinase. O
IRS-1 também contém locais de fosforilagdo de serinas como a Ser621 e Ser632. A fosforilagdo
da Ser370 desacopla o IRS-1 do recetor da insulina, diminuindo a fosforilag&o da tirosina e
aumentando a sua degradacdo; enquanto que a fosforilagdo da Ser612 e Ser632, localizadas
perto dos residuos tirosina esta envolvida na ligacdo com P13-cinase, podendo reduzir a
associacdo entre o IRS-1 e a PI3-cinase. (Retirado de Gual et al., 2005)

17



Introducao

1.5.1.4 Acidos gordos livres

Uma elevada concentracdo de &cidos gordos circulantes, principalmente
derivados das reservas de triglicerideos do corpo, contribui para o aparecimento de
resisténcia a insulina (Eckel, 1989; Jensen et al., 1989; Kim et al., 2001; Kong et al.,
2009). Experiéncias em modelos animais mostram que infusfes de emulsées lipidicas,
mesmo de curta duragdo, podem resultar em resisténcia a insulina (Dresner et al., 1999;
Kong et al., 2009).

O aumento intracelular de metabolitos derivados de &cidos gordos, como o
diacilglicerol, acil CoAs ou ceramidas ativa uma cascada de serinas/treoninas levando a
fosforilacdo de locais serina/treonina do IRS. Estas formas fosforiladas nos residuos de
serina impedem a interacdo do IRS com a PI3-cinase diminuindo a ativacdo do
transporte de glicose e outros eventos desencadeados pela interagdo do IRS com a PI3-
cinase, como a translocacdo dos transportadores de glicose GLUT4 (figura 10)
(Shulman, 2000; Saini, 2010). Para além disso, os &cidos gordos competem com a

glicose para a oxidagdo de substratos no musculo-esquelético (Shulman 2000).

O aumento de acidos gordos livres no plasma diminui a captacdo de glicose
estimulada pela insulina, enquanto a diminuicdo do conteldo de lipidos no plasma
melhora a atividade da insulina em células do mudsculo-esquelético, adipécitos e figado
(Moller, 2001; Saini, 2010) demonstrando a relacdo entre os acidos gordos e a insulino-

resisténcia.
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Figura 10: Mecanismo proposto para o desenvolvimento de resisténcia a insulina induzida pela
dislipidemia.

O aumento da concentragao de acidos gordos livres circulantes aumenta a sua absorgao. A
acetil-CoA com cadeias longas ndo oxidadas pode ser utlizada em vias ndo-oxidantes levando a
geracdo de triglicerideos, diacilglicerol (DAG) e ceramidas. Ambos os metabolitos lipidicos tém

sido implicados na etiologia da resisténcia & insulina devido a ativacdo de moléculas como a
PKC e a cinase do fator de transcri¢éo c-Jun (JNK).
(Retirado de Eugene et al., 2012)

1.5.1.5 Forkhead Box Protein O-1

Estas proteinas estdo envolvidas na regulacdo da expressdo de genes envolvidos
na gliconeogénese de uma maneira dependente da insulina e na resisténcia a insulina in
vivo (Nakae et al., 2002; Zhao et al., 2004; Saini, 2010). Forkhead box 1 (Foxol) é
fosforilada pela AKT, que é estimulada pela insulina. A diminuicdo da atividade da
AKT resulta na diminuicéo da fosforilacdo das proteinas Foxo, levando a entrada destas
no nucleo onde ativam a transcricdo de genes envolvidos na gliconeogénese (Hall et al.,

2000; Wolfrum et al., 2003; Saini, 2010) aumentando a producdo de glicose.
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Figura 11: Representacdo da regulacdo do metabolismo da glicose e dos lipidos através de
fatores de transcri¢do forkhead. (a) Em condic¢Ges normais, a via da insulina regula a Foxol e
Foxo2, controlando a glicemia e o balango entre oxidag&o de lipidos e acumulacéo de lipidos

hepaticos. (b) Na resisténcia a insulina moderada, ocorre a reducédo da atividade da via da

insulina levando a ativacdo da Foxol, que aumenta a hiperglicemia e a gliconeogénese. No

entanto, a Foxo2, como é mais sensivel a insulina, continua a reprimir, resultando em
diminuicdo da oxidag&o de lipidos e esteatose hepética. (c) Na resisténcia a insulina severa, a
via da insulina esta fracamente comprometida e ndo ¢ ativada. A Foxol e a Foxo2 encontram-se
ativas aumentando a gliconeogénese, a hiperglicemia e os niveis de oxidacao de lipidos, levando
a cetoacidose.
(Imagem da adaptada de nature.com)

1.5.1.6 PTP1B

PTB1B, proteina tirosina fosfatase 1B, € um regulador negativo da sinalizacéo
da insulina que interage com o recetor da insulina e catalisa a sua desfosforilacdo. Em
pacientes diabéticos, o aumento da atividade da PTP1B acompanha a reducdo da
sensibilidade a insulina (Chen et al., 2010) podendo estar envolvido no

desenvolvimento da insulino-resisténcia.
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1.5.2 Resisténcia a insulina no figado

O aumento do fluxo de &cidos gordos livres compromete a acdo da insulina
hepéatica em varios modelos estudados (Bergman et al., 2007). Isto inclui 0 aumento da
libertacdo de glicose hepética, a sintese de citocinas pro-inflamatorias e alteragdes no

metabolismo de lipoproteinas (Cornier et al., 2008).

A insulina em situac@es normais aumenta a expressdo de genes que expressam
enzimas chave na biossintese de triglicerideos (Gonzalez-Baro et al., 2007), mas
também reduz a producéo e secrecao de triglicerideos VLDL e apoproteina B, um efeito
atribuido a reducéo da lipdlise no tecido adiposo (Lewis et al., 1993).

No figado de pacientes insulino-resistentes, o fluxo de &cidos gordos livres €
elevado, a sintese e armazenamento de triglicerideos estd aumentada e 0 excesso de
triglicerideos é secretado como VLDL (Lewis e Steiner, 1996). A dislipidemia
associada a resisténcia a insulina é uma consequéncia direta do aumento da secrecdo de
VLDL no figado (Ginsberg et al., 2005; Cornier et al., 2008).

1.5.3 Resisténcia a insulina no musculo-esquelético

O defeito predominante na acdo da insulina neste tecido € um efeito inibitério no
transporte de glicose estimulado pela insulina devido ao aumento de &cidos gordos
livres (Boden et al., 1994; Roden et al., 1999). E colocada a hip6tese que a acumulagio
de triglicerideos no musculo desempenha um papel direto na etiologia da resisténcia a
insulina (McGarry, 2002).

Existem evidéncias que correlacionam inversamente a sensibilidade da insulina
do organismo com o conteudo de triglicerideos (Pan et al., 1997; McGarry, 2002), que
pode ser utilizado como um marcador de outros mediadores da resisténcia a insulina

como as ceramidas (Summers, 2006; Cornier et al., 2008).
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Estratégias que reduzam a sobrecarga de lipidos no musculo e no figado podem
ser benéficas na reducdo da insulino-resisténcia em pacientes com diabetes ou pré-

diabetes.

1.6 Berberina

A berberina é um alcaldide isoquinolina do tipo protoberberina que pode ser
encontrado nas raizes, rizomas e casca de caules de diversas espécies de plantas como a
Coptis chinensis Franch, Coptis japonica Makino, Berberis vulgaris L., Hydrastis
canadensis L. e Berberis aquifolium Pursh (figura 12) (Imanshahidi e Hosseinzadeh,
2008; Domitrovic et al., 2010).

H,CO

OCH4

Figura 12: (a) Estrutura molecular da berberina. (b) Berberis vulgaris L.

Possui um grande espectro de aplicacdes clinicas sendo utilizada no tratamento
de diarreias bacterianas, infecGes parasiticas nos intestinos, doencas cardiovasculares e
inflamacdo (Cheng et al., 2006). A berberina comegou a ser usada no tratamento de
diabetes tipo 2 na China em 1980, quando o seu efeito hipoglicémico foi acidentalmente
descoberto no tratamento da diarreia em pacientes diabéticos. Desde essa altura, um
largo nimero de ensaios clinicos e experiéncias em animais tém sido efetuadas para
demonstrar o efeito benéfico deste alcaldide (Chen e Xie, 1986; Gao et al., 1997; Zhou
et al., 2007).
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1.6.1 Efeitos gerais da berberina no metabolismo da glicose

Estudos anteriores mostraram que a berberina diminui a glicose sanguinea, altera
a sensibilidade a insulina e reduz o peso corporal, tanto em modelos de ratos com
diabetes tipo 2 induzida pela dieta como manipulados geneticamente (Yin et al., 2012).
Em ratos obesos induzidos por uma dieta gorda, a berberina diminui a glicemia do
jejum e pos-prandial a insulina em jejum, o modelo de avaliacdo da homeostasia
(HOMA-IR) e o peso corporal (Lee et al., 2006; Yin et al., 2004; Yin et al., 2008; Yin
etal., 2012).

1.6.2 Efeitos gerais da berberina no metabolismo dos lipidos

Foi demonstrado que a berberina melhorou o metabolismo dos lipidos tanto em
animais como humanos. Dois ensaios clinicos mostraram que a berberina diminui os
triglicerideos, o colesterol no soro e os niveis de colesterol contido na lipoproteina de
muita baixa densidade (LDL-C) em pacientes com dislipidemia (Kong et al., 2004; Yin
et al., 2012). Em ratos obesos induzidos por uma dieta gorda, a berberina diminuiu os
niveis de triglicerideos plasmaticos (Leng et al., 2004; Yin et al., 2004; Yin et al.,
2012).

1.6.3 Efeitos da berberina no figado

Um estudo recente mostrou que a berberina diminuiu a glicose sanguinea em
jejum por inibicdo direta dos genes da gliconeogénese, como a carboxixinase da
fosfoenolpiruvato (PEPCK) e glicose 6 fosfatase (G6Pase) no figado. Teve também um
efeito benéfico na esteatose hepatica devido a inibicdo da expressdo da sintase de &cidos
gordos (FAS) (Yin et al., 2012).

Outros estudos em modelos de roedores obesos e diabéticos mostraram uma

reducdo do peso do figado, uma diminui¢do dos niveis de triglicerideos hepaticos e
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plasméticos e uma diminuicdo do colesterol (Zhou et al., 2008; Kim et al., 2009; Yin et
al., 2012).

1.6.4 Efeitos da berberina no muasculo-esquelético

A nivel muscular, estudos prévios descreveram que a berberina melhorou a
atrofia muscular, aumentou o armazenamento de glicogénio e diminuiu o conteido de
triglicerideos em musculos-esqueléticos de ratos diabéticos tipo 2, de uma maneira

independente da atividade da insulina (Yin et al., 2012).
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Figura 13: Mecanismo da berberina na regulacéo do metabolismo.
(1) Aumenta a captacédo de glicose através da inducdo da glicolise, devido a inibicdo da
respiracdo aerdbica que leva a ativagdo da AMPK; (2) suprime a adipogénese através da
inibicdo da fungéo do recetor ativado por proliferador de peroxissoma gama (PPARg) e
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP); (3) diminui a absor¢do de glicose intestinal pela
inibicdo da glucosidase-a; (4) alivia a nefropatia diabética e melhora a funcéo dos ilhéus,
através da inibi¢do da aldose redutase e cinase das proteinas ativadoras de mitigénese (MAPK);
(5) regula positivamente a expressao do recetor das lipoproteinas de baixa densidade (LDLR)
através do aumento do mRNA do mesmo, que esta relacionado com a ativagdo das vias da
cinase reguladora de sinais extracelulares (ERK) e cinase do fator de transcricdo c-Jun (JNK).
(Retirado de Yin et al. 2012).
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2.1 Materiais

Os sais e 0s solventes organicos utilizados possuem o mais alto grau de pureza
analitica e foram obtidos comercialmente a Merck Darmstad — Alemanha, a Sigma
Aldrich — EUA, ou a Panreac Quimica SA — Espanha. A berberina foi obtida

comercialmente a Sigma Aldrich — EUA.

Os produtos e materiais especificos vao ser descritos ao longo da metodologia.

2.2 Métodos

2.2.1 Animais

Neste estudo foram utilizados dois modelos animais: ratos normais Wistar (W) e
ratos Goto-Kakizaki (GK) com diabetes tipo 2 ndo obesa desenvolvida espontaneamente
com a idade, obtidos de colonias da Faculdade de Medicina da Universidade de

Coimbra.

Ambas as colonias foram mantidas a uma temperatura e humidade constante
(22-24°C e 50-60%, respetivamente), ventilacdo adequada (12 renovagbes completas de
ar por hora) e ciclos alternados de luz e obscuridade, cada um de 12 horas. Os animais
tiveram livre acesso a racdo (dieta standard laboratorial A04-Panlab, Barcelona,
Espanha) e a agua, sendo esta utilizada como veiculo para a administracdo do produto

estudado, berberina.
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2.2.2 Tratamento

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais de 12 animais cada: 2
grupos W, um controlo e outro sujeito a tratamento e 2 grupos GK, um controlo e outro
sujeito a tratamento. O tratamento consistiu na administracdo de uma dose de
100mg/kg/dia de berberina dissolvida na dgua do biberéo a partir dos 9 meses, durante 3

Meses.

2.2.3 Peso Corporal

O peso corporal (gramas) dos animais em estudo foi determinado no final do

tratamento com berberina, pouco antes de estes serem sacrificados.

2.2.4 Determinacdo da glicemia e da Hemoglobina-Alc

As concentracdes de glicemia em jejum (mg/dL) foram determinadas no final do
tratamento na veia da cauda dos ratos, através do método da glicose-oxidase recorrendo
a utilizacdo de um glicometro e tiras-teste (Glucometer Elite — Bayer SA, Lisboa,
Portugal). Apdés a determinacdo da glicemia em jejum, administrou-se
intraperitonealmente 6 ml/kg de glicose a 30% (Braun, Queluz de Baixo, Portugal) e

determinou-se a glicemia ap0s 2 horas, pelo mesmo processo.

Os niveis de hemoglobina-Alc foram determinados através do sangue total da
veia da cauda, usando um analisador automatico (DCA 2000 Analyser, Bayer, Health

Care Diagnostics Division, Lisboa, Portugal).
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2.2.5 Determinacao dos niveis plasmaticos de acidos gordos livres

Os niveis de acidos gordos foram determinados no plasma através de um teste
enzimaético colorimétrico utilizando um Kit comercial (Half-Micro test, Roche Apllied
Science).

2.2.6 Determinagéo dos niveis plasmaticos de insulina

Os niveis de insulina foram determinados no plasma dos animais através de um
kit de ELISA (Ultrasensitive Rat Insulin ELISA, Mercodia).

2.2.7 Colheitas

2.2.7.1 Colheita de sangue

As colheitas de sangue foram realizadas por puncdo cardiaca apds os animais
serem submetidos a um jejum de 16-18 horas e anestesiados, por via intramuscular, com
cloridrato de quetamina (Parke-Davis, EUA) e cloridrato de cloropromazina
(Laboratorios Vitoria, Portugal) nas doses de 75 mg/kg e 3 mg/kg respetivamente. A
recolha das amostras sanguineas foi feita em tubos especificos: recolha de plasma
(BDVacutainer com 4,5 mg de EDTA) e soro (BDVacutainer sem EDTA). As amostras
foram centrifugadas durante 10 minutos a 4°C e 35000xg e armazenados a -80°C para

posterior analise.
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2.2.7.2 Colheita de urina

Os animais foram mantidos em caixas metabdlicas, durante 24 horas, e as
amostras de urina foram recolhidas e centrifugadas (10 minutos, 25000xg, 4°C) e
armazenadas a -80°C para posterior andlise.

2.2.7.3 Colheita de 6rgaos

Ap0s o sacrificio dos animais por deslocamento cervical, 0 masculo-esquelético
e o figado foram recolhidos e colocados em azoto liquido e armazenados a -80°C para

posterior analise.

2.2.8 Homogeneizacao do figado

Utilizou-se uma fatia de figado congelado, cerca de 200 mg, que foi
homogeneizado em 2 ml de tampdo de lise (tabela 1) e seguidamente sonicada.
Procedeu-se a duas centrifugacdes (20 minutos, 14000xg, 4°C) recolhendo-se,
sucessivamente o sobrenadante. No fim e apds determinacdo da concentracdo de
proteina na amostra pelo método do BCA (BCA protein, Pierce, USA) adicionou-se

tampdo Sample as amostras que foram posteriormente armazenadas a -80°C.

2.2.9 Homogeneizagdo do musculo-esquelético

Utilizou-se uma fatia de musculo-esquelético congelado, cerca de 200 mg, que
foi homogeneizado em 2 ml de tampao de lise (tabela I). Apds 30 minutos em gelo estas

foram sonicadas ficando mais 30 minutos em gelo.
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De seguida, procedeu-se a duas centrifugacdes (20 minutos, 14000xg, 4°C)
recolhendo-se o sobrenadante no fim de cada centrifugacdo. No fim e apds
determinacdo da concentracdo de proteina na amostra pelo método do BCA (BCA
protein, Pierce, USA) adicionou-se tampao Sample as amostras que foram armazenadas
a -80°C.

2.2.10 Western blot

A identificacdo e quantificacdo das proteinas AKT, IRS-1, AMPK e troponina,
tanto na sua forma fosforilada como total, foram efetuadas recorrendo a técnica de
western blot. A tubulina, no caso do IRS-1 no musculo-esquelético, e a actina serviram
como controlo da quantidade das amostras. A quantificacdo das bandas foi calculada

através do programa ImageQuant, Molecular Dynamics, EUA.

- Polimerizacao dos géis

Foram polimerizados géis de 6% e 10% de acrilamida no sistema de
polimerizacdo (Mini-PROTEAN 3 CELL, Bio-Rad, EUA) com os tampdes Resolving e
Stacking (tabela I).

- Preparacéo das amostras

As amostras contendo o tampédo Sample foram descongeladas e fervidas durante
5 minutos sendo posteriormente colocado um volume contendo 40 pg de proteina nos

géis exceto no caso do IRS-1 do musculo-esquelético em que se utilizou 80 ug.
- Separacéo das proteinas no gel

Os géis foram colocados no sistema Mini-PROTEAN 3 CELL (Bio-Rad, EUA)
com tampao Running (tabela 1) e procedeu-se a disposi¢cdo do padrdo (Precision Plus
Protein Standards, Dual Color, Bio-Rad, EUA) e das amostras. A corrida efetuou-se a

uma voltagem inicial de 80v até a frente de corrida ultrapassar o Stacking, sendo
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posteriormente aumentada para uma voltagem constante de 140v durante

aproximadamente 1 hora.
-Transferéncia

No fim da corrida, as proteinas separadas por peso no gel foram transferidas para
membranas de PVDF (Polyvinylidene fluoride membrane, Bio-Rad, EUA), previamente
ativadas com metanol e hidratadas com agua ultra pura. A transferéncia efetuou-se no
sistema de transferéncia (Mini Trans-Blot, Bio-Rad, EUA), a uma amperagem constante

de aproximadamente 300 mA, em tampao CAPS (tabela I).
- Bloqueio

Terminada a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com uma solucgéo de
TBST-BSA 5% (tabela I) ou TBST-Leite 10% (tabela 1), caso a proteina a quantificar
estivesse na forma fosforilada ou total, respetivamente, a temperatura ambiente, durante

2 horas.
- Incubacdo com anticorpos

Apds o blogueio as membranas foram deixadas a incubar, durante a noite, a 4°C
e com agitacdo constante, com 0s respetivos anticorpos primarios (anti-AMPK total e
fosforilada, Cell Signalling, EUA; anti-AKT total e fosforilada, Cell Signalling, EUA;
anti-IRS-1 total e fosforilada, Cell Signalling, EUA, anti-Troponin total e fosforilada
Cell Signaling, EUA; Mouse monoclonal anti-actin antibody, Chemicon International
Serologicals Company, EUA; Rabbit polyclonal Tubulin antibody, Abcam, Reino
Unido). No dia seguinte efetuaram-se 3 lavagens de 20 minutos com a solucdo de
lavagem TBST e incubou-se as membranas com o respetivo anticorpo secundario (Goat
Anti-rabbit HRP Conjugate, Biorad; Anti-mouse antibody, Secondary Anti-Mouse, GE
Healthcare, Reino Unido) durante 1 hora a temperatura ambiente e com agitacdo
constante. As membranas foram novamente lavadas com o tampdo de lavagem para

retirar 0 excesso de anticorpo secundario.
- Revelagao

No fim da lavagem as membranas foram incubadas com o devido substrato

enzimatico ECF (Mouse ECF Western Blotting Reagent Pack, Amersham Biosciences,
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Reino Unido), durante aproximadamente 2 minutos e reveladas atraves do leitor de
fluorescéncia (Typhoon, GE Healthcare, USA).

Tabela I- Solugdes utilizadas em Western blot

Tampéo de lise

25 mM Tris-HCI (pH 7,6); 150 mM NaCl; 1% Triton X-100; 1 mM EDTA; 1 mM
EGTA; 20 mM NaF; 2mM Na3V04; 10 mM B-glicerofosfato; 2,5mM pirofosfato de
sodio; 10mM PMSF e 20 ul cocktail inibidor de proteases por 0,5 g de tecido

Tampéao Sample (6x)

62,5mM Tris-HCI, pH 6,6; 20% SDS 10%; 2,5 mL glicerol; 0,05% Bromefenol Blue

Tampé&o Resolving

0,75mM Tris-HCI; 0,2% SDS; pH 8,8

Tampéao Stacking

0,25mM Tris-HCI; 0,2% SDS; pH 6,8

Tampdao Running

125mM Tris-Base; 480mM Glicina; 9mM SDS; pH 8,8

Tampao CAPS

50mM CAPS; 2% NaOH; pH 11;10% metanol

Tampéao TBS

250mM Tris; 1,5mM NaCl; pH 7,6

Tampéo TBST

Solucdo TBS; 1% Tween-20

2.2.11 Andlise estatistica

Os resultados estdo apresentados como valor médio +/- erro padrdo da média
(epm). Os dados obtidos foram submetidos ao teste ANOVA, sendo os valores de

p<0,05 considerados estatisticamente significativos.

32



3. Resultados



Resultados

3.1 Caracterizacéo geral

3.1.1 Peso corporal

No final dos 3 meses de tratamento, verificou-se que os ratos W tratados com
berberina (W+B) apresentavam um peso corporal inferior aos respetivos controlos (W).
Os grupos de animais GK, por sua vez, apresentavam um peso corporal inferior aos
animais W. O tratamento com berberina ndo modificou o peso corporal dos ratos GK
(tabela I1).

Tabela Il — Peso Corporal

O peso corporal dos ratos W, W tratados com berberina (W+B), GK e GK tratados com
berberina (GK+B) foi medido em jejum.

W W+B GK GK+B

470,6%15 400,1+5,5 388,5+7

** **k* **k*k

Peso corporal (g) 531,9+16,1

Os resultados sdo apresentados como média + epm, n=12
** p<0,01; ***p<0,01 vs ratos W

3.1.2 Perfil glicémico e HbAlc

A glicemia, em jejum e 2 horas ap6s administracdo de glicose intraperitoneal
assim como os niveis de hemoglobina glicosilada foram significativamente superiores
nos ratos GK quando comparados com os ratos W, demonstrando uma intolerancia a
glicose pronunciada. A administracdo de berberina nos ratos W, (W+B), ndo promoveu
diferencas significativas em relacdo ao controlo (W), no entanto verificou-se uma
diminuicdo destes trés parametros nos ratos GK que foram submetidos a tratamento

com berberina (tabela I11).
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Tabela 111 — Glicemia, em jejum e 2 horas apds administracéo de glicose e HbAlc

Glicemia em jejum e 2 horas ap6s administracao intraperitoneal de glicose e a
hemoglobina glicosilada dos ratos W, W tratados com berberina (W+B), GK e GK tratados com
berberina (GK+B) no fim do tratamento de 3 meses com berberina.

W W+B GK GK+B
Glicose em 98,38+3,2 78+2,6
o 70,2+1,2 68,9+1,5
jejum (mg/dL) ol Hitt
Glicose 2h 335,4+25,9 261+7,6
90+3,2 89,5+2,6
(mg/dL) Fkk HitHt
6,5+0,18 5,64+0,2
HbA1c (%) 3,32+0,055 3,58+0,037 s "

Os resultados sdo apresentados como média £ epm, n=12.
*** p<0,001 vs ratos W; ### p<0,001 vs ratos GK; ## p<0,01 vs ratos GK.

3.1.3 Perfil lipidico

A nivel lipidico apenas foram observadas diferencas no colesterol total e
triglicerideos. Os ratos GK apresentaram um aumento significativo dos valores quando
comparados com os ratos W. O tratamento com a berberina ndo teve efeito no perfil
lipidico tanto nos ratos W como GK (tabela IV).

Tabela IV — Niveis de colesterol total, triglicerideos e colesterol ndo HDL

Perfil lipidico dos ratos W, W tratados com berberina (W+B), GK e GK tratados com berberina
(GK+B) no fim do tratamento de 3 meses com berberina.

W W+B GK GK+B
Colesterol total 149,4+7 7
113+47 109,446 .4 132,9+11.3
(mg/dL) *
Triglicerideos 127+11,2
89+7,4 77,916,6 122,2+11,7
(mg/dL) *
Colesterol ndo
51+2,4 51,8+3,6 53,95+4,7 50,3745
HDL (mg/dL)

Os resultados sdo apresentados como média + epm, n=12.
* p<0,05 vs ratos W.
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3.1.4 Niveis plasmaticos de acidos gordos livres

Apesar de haver um ligeiro aumento dos niveis de &cidos gordos livres nos
animais GK quando comparados com W, esta diferenca ndo foi significativa. Os
animais tratados com berberina ndo apresentaram diferencas quando comparados com

0s respetivos controlos (figura 14).

W W+B GK GK+B

Figura 14: Niveis plasmaticos de acidos gordos (mM) em ratos W, W tratados com berberina
(W+B), GK e GK tratados com berberina (GK+B) durante 3 meses.
Os resultados sdo apresentados como média + epm, n=10.

3.1.5 Niveis plasmaticos de insulina

Os animais GK apresentaram niveis de insulina inferiores aos animais W, no
entanto, ndo existem diferencas entre os animais diabéticos tratados com berberina
(GK+B) e o respetivo controlo (GK). O tratamento com berberina ndo promoveu

diferengas significativas nos animais W (figura 15).
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Figura 15: Niveis plasmaticos de insulina (ug/L) em ratos W, W tratados com berberina
(W+B), GK e GK tratados com berberina (GK+B) durante 3 meses.
Os resultados sdo apresentados como média + epm, n=10.
**p<0,01 vs ratos W

3.2 Caracterizacao da resposta hepética ao tratamento com berberina

Para compreender o efeito terapéutico da berberina no figado decidimos estudar
algumas proteinas chave das principais vias envolvidas na utilizacdo periférica de
glicose: a via da insulina e a via da AMPK. Assim, foram avaliadas as proteinas AMPK,
IRS-1 e AKT através de western blot.

3.2.1 AMPK total e fosforilada
A AMPK pode ser ativada por uma alteracdo no balango energético e a sua via
tem sido descrita como um dos mecanismos pela qual a berberina atua, por isso

decidimos verificar se o tratamento teria algum efeito nesta proteina. No entanto, ndo

obtivemos nenhuma diferenca entre os grupos avaliados (figura 16).
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Figura 16: Determinacdo do contetdo proteico de AMPK (total e fosforilada) no figado de
ratos W, W tratados com berberina (W+B), GK e GK tratados com berberina (GK+B). A.
Densitometria média do racio pAMPK/AMPK apds normalizacéo para a actina. B. Western blot
representativo do contetido proteico de AMPK (total e fosforilada) e de actina.

Valores médios + epm (n=8).

3.2.2 IRS-1 total e fosforilada

O substrato do recetor da insulina (IRS-1) é ativado ap6s ligacdo da insulina ao
respetivo recetor, o que desencadeia uma cascada de sinalizacdo que leva a captacdo de
glicose, por isso mesmo foi escolhido para o estudo da via da insulina. Tal como na
AMPK néo houve diferencas significativas entre o racio das fragdes fosforiladas e totais

nos grupos estudados (figura 17).
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Figura 17: Determinacdo do contetdo proteico de IRS-1 (total e fosforilado) no figado de ratos
W, W tratados com berberina (W+B), GK e GK tratados com berberina (GK+B). A.
Densitometria média do récio pIRS-1/IRS-1 ap6s normalizagdo para a actina. B. Western blot
representativo do contetido proteico de IRS-1 (total e fosforilado) e de actina.

Valores médios + epm (n=8).

3.2.3 AKT total e fosforilada

A AKT é uma das proteinas envolvidas na cascada de sinalizacdo iniciada pelo
IRS-1 essencial para a translocagdo do transportador de glicose, GLUT4; sendo por isso
um componente importante na via da insulina. O aumento desta proteina permite-nos
inferir se a via da insulina esta a ser ativada e, se existe ou ndo, alguma interrupgédo que
impeca a translocacao dos transportadores e consequentemente a captacao de glicose. A
partir dos dados recolhidos observou-se que o contetdo proteico da AKT ndo foi
alterado com o tratamento, e que 0s ratos normais W ndo apresentaram diferencas

relativamente aos ratos GK diabéticos (figura 18).
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Figura 18: Determinacdo do contetdo proteico de AKT (total e fosforilada) no figado de ratos
W, W tratados com berberina (W+B), GK e GK tratados com berberina (GK+B). A.
Densitometria média do racio pAKT/AKT ap6s normalizacdo para a actina. B. Western blot
representativo do contelido proteico de AKT (total e fosforilada) e de actina.

Valores médios + epm (n=8).

3.3. Caracterizacdo da resposta no musculo-esquelético ao tratamento

com berberina

O musculo-esquelético € um 6rgdo importante no metabolismo da glicose
porque é o principal local de utilizagdo periférica de glicose em condicdes pds-prandiais
(dependente de insulina). E também importante no armazenamento energético. A
diminuicdo da sensibilidade a insulina neste érgdo periférico é de enorme importancia
na diabetes tipo 2. Como tal foram estudadas as mesmas proteinas que no figado para
verificar se a berberina tinha ou ndo um efeito terapéutico na resisténcia a insulina neste

orgao.
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3.3.1 AMPK total e fosforilada

No musculo-esquelético ndo ocorreram diferencas significativas no conteudo
proteico entre a fragdo fosforilada da AMPK e a fracdo total, ou seja, esta via ndo foi
ativada com a berberina. Tal como no figado a berberina ndo foi eficaz a este nivel
(figura 19).
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Figura 19: Determinacdo do contetdo proteico de AMPK (total e fosforilada) no masculo-
esquelético de ratos W, W tratados com berberina (W+B), GK e GK tratados com berberina
(GK+B). A. Densitometria média do racio pAMPK/AMPK apds normalizacéo para a actina. B.
Western blot representativo do contetido proteico de AMPK (total e fosforilada) e de actina.
Valores médios + epm (n=6).
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3.3.2 IRS-1 total e fosforilada

Em relacdo ao IRS-1, os ratos W tratados com berberina apresentaram uma
tendéncia para a razdo pIRS-1/IRS ser maior que nos controlos W mas esta diferenca
ndo foi estatisticamente significativa. No entanto 0 mesmo ndo se passa quando
comparamos os ratos W com os ratos GK. A razdo pIRS-1/IRS-1 total foi
significativamente mais elevada no grupo de ratos diabéticos GK. Os restantes grupos
ndo apresentaram diferencas significativas (figura 20). Mais uma vez a berberina nao

promoveu nenhuma alteracéo nesta via de sinalizagao.
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Figura 20: Determinacdo do contetdo proteico de IRS-1 (total e fosforilado) no musculo-
esquelético de ratos W, W tratados com berberina (W+B), GK e GK tratados com berberina
(GK+B). A. Densitometria média do racio pIRS-1/IRS-1 apds normalizacdo para a actina. B.
Western blot representativo do contetdo proteico de IRS-1 (total e fosforilado) e de actina.

Valores médios + epm (n=4).
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3.3.3 AKT total e fosforilada

A razdo pAKT/AKT total ndo apresentou diferencas entre os grupos estudados
(figura 21).
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Figura2l: Determinacdo do contetido proteico de AKT (total e fosforilada) no musculo-
esquelético de ratos W, W tratados com berberina (W+B), GK e GK tratados com berberina
(GK+B). A. Densitometria média do racio pAKT/AKT apds normalizacdo para a actina. B.

Western blot representativo do contetido proteico de AKT (total e fosforilada) e de actina.
Valores médios + epm (n=6).
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3.3.4 Troponina total e fosforilada

A troponina € uma proteina reguladora no processo de contragdo muscular. A
sua monitorizacdo permite demonstrar que o efeito na AMPK se deveu exclusivamente
ao tratamento e ndo a uma variacdo do balanco energético provocado pela contragdo. O
contetido proteico da razéo ptroponina/troponina total ndo variou entre os ratos GK e 0s
ratos W. O tratamento com berberina ndo demonstrou ter efeito nesta proteina nos

animais estudados (figura 22).
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Figura 22: Determinacéo do contetido proteico de troponina (total e fosforilada) no musculo-
esquelético de ratos W, W tratados com berberina (W+B), GK e GK tratados com berberina
(GK+B). A. Densitometria média do racio pTRO/TRO ap6s normalizacdo para a actina. B.

Western blot representativo do contetdo proteico de troponina (total e fosforilada) e de actina.

Valores médios + epm (n=6).
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Discussao

A diabetes mellitus tipo 2 € uma patologia cada vez mais comum na populagédo
devido as alteracbes no estilo de vida dos Gltimos anos. Sendo a principal causa de
morbidade e morte devido as complica¢bes associadas € fundamental desenvolver

terapias alternativas para atenuar os efeitos deste disturbio.

A berberina tem sido considerada um bom candidato para o tratamento de
diabetes tipo 2 devido ao seu efeito hipoglicémico. Pensa-se que a via da AMPK podera
ser a principal responsdvel por estes efeitos. Neste trabalho, estuddmos o efeito
terapéutico desta molécula a nivel da sensibilidade a insulina em ratos normais Wistar e
ratos diabéticos GK ndo obesos. Para isso analisimos ndo s diversos parametros
metabolicos como as duas principais vias de sinalizacdo que levam a captacdo de
glicose: a via de sinalizagdo da insulina e a via de sinalizacdo da AMPK atraves da
quantificacdo de proteinas chave de cada uma das vias por western blot.

VerificAmos que o tratamento com berberina diminuiu significativamente o peso
corporal nos ratos Wistar. Alguns estudos descrevem que a berberina ndo tem qualquer
efeito no peso corporal (Zhang et al.,, 2010; Chen et al., 2011), enquanto outros

observam uma diminuicéo deste parametro (Lee et al., 2006).

Os ratos GK, como esperado, mostraram uma marcada intolerancia a glicose
com niveis de glicemia em jejum e 2 horas ap6s a administracdo de glicose
intraperitonealmente elevados (Seica et al., 2004). Tal como observado por Zhang e
colegas (2011), os nossos resultados mostraram que a berberina tem uma acdo no
metabolismo da glicose melhorando a glicemia em jejum, a tolerancia a glicose e a
sensibilidade a insulina (Zhang et al., 2010; Chen et al., 2011). Nos ratos normais o
tratamento com berberina ndo teve nenhum efeito. Sendo estes animais

normoglicémicos é positivo que a berberina ndo promova hipoglicémias.

Apesar da berberina ter apresentado efeitos benéficos na diminuicéo da glicemia
nos ratos GK, ndo promoveu nenhuma alteragdo nos niveis de insulina plasmatica destes
animais, ou seja, ndo provocou nenhuma alteracdo na secrecdo de insulina e/ou
funcionamento da célula p pancreéatica. A diabetes de longa duracdo presente nos ratos
diabéticos GK, eventualmente conduz a faléncia da célula B, que deixa de produzir, o
que explica os niveis baixos de insulina do animal diabético relativamente aos ratos W
controlo. Por outro lado, os ratos W mantém a sua normoglicemia gracas ao aumento da

secrecdo de insulina em resposta ao aumento de peso corporal e a adiposidade visceral
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que ocorre neste modelo animal. A faléncia da célula B observada no rato diabético com
um ano de idade conduz a uma diminuicdo da libertacdo de insulina e exacerba a sua

hiperglicemia neste modelo de diabetes tipo 2.

Neste trabalho também medimos a hemoglobina glicosilada porque é um fator
preponderante para a monitorizacdo da glicemia e avaliacdo dos riscos de complicacbes
em pacientes diabéticos (Manley, 2003; Zhang et al., 2010), e verificamos que a
berberina realmente tem um efeito benéfico no tratamento de diabetes comprovado pela
diminuicdo dos valores da hemoglobina glicosilada nos ratos diabéticos GK

encontrando-se de acordo com outro estudo realizado por Zhang e colegas em 2010.

O aumento de acidos gordos livres e triglicerideos afeta ndo s6 o sistema
cardiovascular mas também a secrecdo de insulina e o seu modo de atuacéo (Chen et al.,
2011). Niveis elevados de triglicerideos no sangue estdo associados a niveis elevados de
acidos gordos em circulacdo (Tripathy et al., 2003) o que afeta a sensibilidade periférica
a insulina (Kashyap et al., 2009). Um aumento progressivo de acidos gordos no plasma
causa uma inibicdo da estimulacdo da captacdo de glicose e utilizacdo em humanos (
Belfort et al., 2005; Chen et al., 2011). Por isso mesmo quantificAmos os niveis de
triglicerideos, colesterol total, colesterol ndo HDL e &cidos gordos livres plasmaticos e
verificAmos que a berberina ndo alterou estes parametros, nem nos ratos normais nem
nos ratos GK. No entanto, todos os parametros, exceto o colesterol ndo HDL, estavam
mais elevados nos ratos GK que nos ratos Wistar demonstrando que o aumento de
acidos gordos e triglicerideos no plasma estdo relacionados com a diminuicdo da
sensibilidade a insulina e disfuncdo da célula B pancreética, neste modelo com marcada

intolerancia a glicose (Chen et al., 2011; Huffman et al., 2009).

Os ratos GK apresentaram um perfil lipidico e glicémico concordante com

outros trabalhos realizados anteriormente (Sena et al., 2009).

Como a berberina mostrou ter um efeito hipoglicémico nos ratos GK, estudamos
as duas principais vias de sinalizacdo que levam a captacéo de glicose, a via da AMPK
ativada normalmente pela contragcdo/exercicio e a via da insulina (Krook et al., 2004;
Cheng et al., 2006).

A literatura tem sugerido a via da AMPK como o mecanismo pela qual a
berberina atua (Cheng et al., 2006; Turner et al., 2008; Li et al., 2011; Wang et al.,
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2011). Este processo seria independente da insulina, no entanto neste trabalho nao
houve nenhuma alteracdo a este nivel apos tratamento com berberina. O que ndo exclui
a hipétese de haver outras vias de sinalizacdo onde a berberina atua. A metformina
tambeém foi descrita como ativadora da via da AMPK, no entanto, diminuiu de forma
idéntica a gliconeogenese e a glicemia em ratos sem a subunidade catalitica da AMPK
(Foretz et al., 2010).

O recetor da insulina é essencial para a ligacdo da mesma nas células alvo (Kong
et al., 2009). A ligacdo da insulina ao recetor desencadeia uma via intracelular que
inclui a ativacdo do recetor, a fosforilacdo do IRS, bem como uma série de eventos
posteriores envolvendo a PI3-cinase e AKT (Gonzalez-Sanchez e Serrano-Rios, 2007;
Kong et al., 2009; Zhang et al., 2010).

O tratamento com berberina ndo ativou a via da insulina, pois ndo ocorreram
alteracbes dos contetdos proteicos de IRS-1 e de AKT. Estes resultados sao
concordantes com outros trabalhos em que a fosforilagho da AKT foi fraca ou
inexistente (Cheng et al., 2006; Zhang et al., 2010) e a fosforilacéo da tirosina da IRS-1
ndo aumentou apos tratamento com berberina (Kim et al., 2007). Zhou e colaboradores
mostraram que a berberina ndo ativa a AKT e que, mesmo na presenca de wortmannin
(inibidor seletivo da P13-cinase), estimula a captacao de glicose, sugerindo que a via de
sinalizacdo da berberina é independente da via da PI3-cinase (Zhou et al., 2007). Pelo
contrario, outros estudos demonstraram uma ativacdo da AKT e de IRS ap0s tratamento
com berberina (Chen et al., 2010; Xie et al., 2011; Zhao et al., 2012).

As investigacOes feitas até & data ndo sdo conclusivas quanto ao mecanismo de
acdo desta molécula, sendo necessario estudos adicionais para verificar/confirmar os
resultados que tém sido descritos, ndo descurando a possibilidade de que a berberina
pode ativar/alterar mais do que uma via. Neste trabalho, nem a via da AMPK nem a via
da insulina foram ativadas. Com as doses de berberina biodisponiveis ndo foi possivel
visualizar esta ativacdo. No entanto, ndo quer dizer que a berberina ndo possa atuar
através de uma delas utilizando concentragdes superiores deste alcaldide. Sheng e
colegas, descreveram que a berberina tem uma baixa biodisponibilidade quando
administrada oralmente, (metodo de administracdo utilizado neste estudo) (Sheng et al.,
1993). Por outro lado, Zhang e colegas e Ye e colegas demonstraram que, para este

método de administracdo, sdo necessarias doses muito superiores as usadas no presente
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estudo para obter niveis biodisponiveis de berberina capazes de serem efetivos (Ye et
al., 2009; Zhang et al.,2008; Domitrovic et al., 2011).

Os metabolitos da berberina encontrados na urina de ratos ap6s administracéo
oral e intra-peritoneal sdo os mesmos, sugerindo que sdo formados apds absorgéo e ndo
no trato gastrointestinal (Qiu et al., 2008). Além disso, parece que esses metabolicos sao
0S componentes ativos da berberina (Tsai e Tsai, 2004; Zuo et al. 2006; Domitrovic et
al., 2011). Pa e colaboradores demonstraram que a absor¢cdo da berberina é
comprometida por uma glicoproteina-P, presente nas células epiteliais da parede
intestinal. Inicialmente, apenas 5% da berberina ingerida é absorvida, quando estes
autores administraram inibidores da glicoproteina-P, a absorcdo da berberina era seis

vezes superiores & inicial (Pa et al., 2002).

A baixa dose utilizada (100 mg/kg/dia), comparando com outros estudos como
Zhang e colegas que utilizaram 250 mg/kg/dia, associado ao método de administracéo e
a baixa biodisponibilidade da berberina poderdo justificar a auséncia de efeitos
observados (Zhang et al., 2011). Para além disso, 0s mecanismos e as vias de
sinalizacdo dos animais utilizados podiam estar alterados devido a idade avancada
destes, 12 meses, podendo este facto ter influenciado o tratamento com a berberina. Para
termos a certeza da influéncia da idade no estudo deveriamos repeti-lo comparando os

dados obtidos com dados de animais mais novos.

O facto de a berberina ser descrita como ativadora da AMPK, e nalguns casos
como promotora da via de sinalizacdo da PI13-cinase/AKT, ndo exclui a possibilidade de

existirem mais vias envolvidas no seu processo de agéo.

Chen e colaboradores demonstraram que o choque osmético em adipdcitos
3T3L1 estimula o transporte de glicose através do aumento da translocacdo de GLUT4
para a membrana plasmatica. Este processo envolve tirosinas cinases posteriores a P13-
cinase e AKT (Chen et al., 1997). Outros dois estudos mostraram que a via da p38-
MAPK estimula a translocacdo dos transportadores GLUT4 para a membrana
plasmatica sem envolver a ativacdo da via da PI3-cinase/AKT (Konrad et al.,2001;
Somwar et al.,2001). Os estudos referidos demonstraram que existem mais vias
envolvidas na captagdo de glicose para além das que foram aqui avaliadas o que pode
explicar o facto da berberina, neste projeto, ter tido um efeito hipoglicémico sem ativar

as duas principais vias descritas para a captacdo de glicose. Cheng et al demonstraram
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que em miotubos L6 a captagéo de glicose envolvia tanto a AMPK como a p38-MAPK
(Cheng et al., 2006), o que pode explicar o facto de termos tido um efeito hipoglicémico
mas nenhuma diferenca nos outros parametros. A dose de berberina administrada foi
suficiente para ativar a p38-MAPK mas ndo para ativar outras vias, promovendo apenas

um efeito hipoglicémico.

Outra proteina que analisamos foi a troponina que corresponde a um complexo
de trés proteinas que participam no processo de contracdo muscular no mausculo-
esquelético e cardiaco (Berchtold et al., 2000). No musculo-esquelético, o célcio é
libertado transitoriamente do reticulo sarcoplasmatico ativando a contracdo muscular e
utilizando a troponina C como alvo. A ligacdo do célcio a subunidade C da troponina
influencia a sua estrutura e das outras subunidades da troponina, levando a ativacdo da
ATPase da miosina, que culmina na contracdo muscular (Berchtold et al., 2000). Como
ja foi referido antes, a AMPK ¢ ativada no musculo-esquelético em resposta a
contracdo, resultando no aumento de glicose (Hayashi et al., 1998; Mu et al., 2001;
Carling, 2004). Apesar de ndo termos registado diferencas a nivel da troponina, esta
servia para excluir a contragdo como meio de ativacdo da AMPK, ou seja, esta proteina
funcionou como um controlo, para assegurarmos que O que observamos seria

exclusivamente proporcionado pela berberina.

Durante este trabalho verificou-se que os ratos diabéticos GK apresentaram
conteddos proteicos de IRS-1 no musculo-esquelético mais elevados que os controlos, o
que ndo seria de esperar ja que este modelo € diabético e insulino-resistente. No entanto,
a AKT néo apresentou diferencas, levando a especular que existe algo entre estas duas
proteinas que provocou uma interferéncia na cascada de sinalizacdo normal da insulina.
Um estudo anterior demonstrou que uma interleucina, IL-4, fosforila a IRS-1 ativando a
P13-cinase sem promover a transloca¢do de GLUT4 nem a captacéo de glicose (Isakoff,
1995). Este estudo pode ajudar a explicar os nossos resultados, uma vez que, tal como
esta interleucina ativa a IRS-1 sem promover a captacdo de glicose, uma molécula
(citocina ou outra) pode estar a provocar o mesmo efeito nestes animais, dai termos
maiores niveis desta proteina e ndo termos visto diferencas na AKT, que promove a

translocacdo de GLUT4 e consequentemente a captacdo de glicose.
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Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito terapéutico da berberina na
resisténcia a insulina nos tecidos periféricos, misculo-esquelético e figado. Duas vias
foram estudadas, a via da insulina que promove a ativacdo da IRS-1/PI3-cinase/AKT e a
via da AMPK. Escolhemos estas duas vias porque estdo descritas na literatura como
sendo as potenciais vias pelas quais a berberina atua, promovendo o seu efeito benéfico
tanto no metabolismo da glicose como dos lipidos.

Foram estudados dois modelos de animais, um rato ndo obeso diabético tipo 2
(GK) e outro rato normal (Wistar). Verificamos que os ratos GK possuiam uma
acentuada intolerancia a glicose e que os niveis de lipidos eram superiores quando
comparados com 0s ratos controlo, o que demonstra a relacdo entre a resisténcia a

insulina e 0 aumento dos niveis de lipidos circulantes.

A nivel sistémico a berberina ndo provocou nenhuma alteracdo no metabolismo
da glicose e dos lipidos nos animais Wistar, mas mostrou ter um efeito hipoglicémico

nos ratos diabéticos GK.

Tanto no mausculo-esquelético como no figado, a berberina ndo alterou a
sinalizacdo da AMPK, ou seja, ndo é através desta que a berberina promove o efeito
hipoglicémico que verifichmos. No entanto, também n&o houve alteracdes nos niveis de
IRS-1 e de AKT, proteinas envolvidas na sinalizacdo estimulada pela insulina, o que

sugere que a berberina pode atuar por outras vias de sinalizacao.

A dose de berberina utilizada foi insuficiente para promover a ativacéo das vias
classicas ativadas pela mesma. Para além disso, os animais utilizados ja tinham uma
idade avancada, 12 meses, e 0s seus processos metabdlicos estardo mais disfuncionais,

podendo ser necessario um aumento da dose em compara¢cdo com animais mais novos.

O efeito hipoglicémico observado pode dever-se a ativacdo de uma outra via de
sinalizacdo como a via da p38-MAPK, que chegou a ser descrita como uma candidata

no mecanismo de atuagdo da berberina.

Contudo, apesar de podermos afirmar que a berberina € um composto natural
com um efeito hipoglicémico, sdo necessarios mais estudos para compreender qual o
mecanismo pelo qual atua e se realmente ela é benéfica na resisténcia a insulina a nivel

periférico.
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