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RESUMO

Introducédo: Diabetes Mellitus é um transtorno metabdlico crénico que associa
hiperglicemia inapropriada a alteracées no metabolismo de carboidratos, lipideos e
proteinas. Esta relacionado a altos indices de morbimortalidade devido as
complicacBes cronicas em longo prazo. Com base nestas premissas, existe um
grande interesse da comunidade cientifica em plantas medicinais, como a Terminalia
catappa, utilizadas como coadjuvantes no tratamento do diabetes. Afim de
possibilitar a inclusdo dessas plantas no sistema publico de saude e do
conhecimento de seus constituintes quimicos como possiveis prototipos de novos
farmacos hipoglicemiantes. Diante disso, tornou-se o objetivo desse trabalho avaliar
o efeito antidiabético do extrato hidroalcéolico das cascas do caule da T. catappa em
ratos; Métodos: Os ratos foram randomizados em quatro grupos, ndo-diabético
salina (NDS), ndo-diabético extrato (NDE), diabético salina (DS) e diabético extrato
(DE), n=10. A diabetes foi induzida com aloxana (40 mg/Kg, i.v.), ap6s 15 dias foram
considerados diabéticos os ratos com glicemia de jejum superior a 200 mg/dL.
Nesse momento, os grupos foram divididos (n=5), sendo metade dos ratos de cada
grupo, destinados ao teste de tolerancia oral a glicose e os demais destinadosao
tratamento com o extrato durante 15 dias (200 mg/Kg, v.0.). Os animais foram
pesados em trés momentos do protocolo experimental. Ao fim do tratamento foram
realizadas medidas diretas de presséo arterial e frequéncia cardiaca nos ratos
anestesiados e em seguida foram eutanasiados sob anestesia e o sangue coletado
para a realizacdo das dosagens plasméaticas de glicose, hemoglobina glicada,
lipideos, uréia, creatinina, ALT e AST; Resultados: O tratamento com o extrato em
ratos diabéticos apresentou: ganho de 5% (p<0,001) do peso corporal perdido no
periodo de instalacdo do diabetes; reducédo de 39% (p<0,001) da glicemia de jejum;
reducdo de 100% (p<0,05) do aumento da hemoglobina glicada quando comparado
a ratos diabéticos tratados com salina; reducdo de 66% (p<0,001) e 66% (p<0,001)
nos niveis plasmaticos de triglicerideose VLDL;reducao de 35% (p<0,01) dos niveis
plasmaticos de ureia; diminuicdo (p<0,05) de 10% da pressdo arterial sistélica
guando comparado a ratos diabéticos tratados com salina. Com relacdo aos ratos
nao diabéticos o tratamento com o extrato apresentou: diminuicao (p<0,05) de 38%
do colesterol total e (p<0,05) de 44% do LDL, diminuicdo da frequéncia cardiaca
(p<0,05) de 13%, revelou ainda, o potencial anti-hiperglicemiante do extrato ap6s
sobrecarga de glicose, uma vez que os animais ndo diabéticos tratados com salina
apresentaram aumentos de (p<0,001) de 29% (30 min), (p<0,001) de 37% (60 min),
(p<0,001) de 32% (90 min), (p<0,001) de 31% (120 min), (p< 0,01) de 29% (150 min)
e (p<0,001) de 40% (240 min) de glicemia; Conclusédo: O extrato hidroalcodlico das
cascas do caule de T. catappa tem efeito antidiabético, antiglicante,
hipotriglicerolémico e protetor renal em ratos diabéticos.

Palavras-chave: Diabetes mellitus. Aloxana. Plantas medicinais. Terminalia
catappa.



ABSTRACT

Introduction: Diabetes mellitus is a chronic metabolic disorder that is associated
hyperglycemia inappropriate to changes in the metabolism of carbohydrates, lipids
and proteins. Is related to high rates of mortality due to chronic complications in the
long term. Based on these assumptions, there is great interest in the scientific
community in medicinal plants such as Terminalia catappa, used as adjuncts in the
treatment of diabetes. In order to enable the inclusion of these plants in the public
health system and the knowledge of its chemical constituents as possible prototypes
new antidiabetic drugs. Given this, it became the goal of this study was to evaluate
the antidiabetic effect of hydroalcoholic extract of the stem bark of T. catappa in rats;
Methods: Rats were randomized into four groups, non-diabético salinE (CS), non-
diabetic extract (CE), diabetic saline (DS) and diabetic extract (DE), n = 10. Diabetes
was induced by alloxan (40 mg / Kg, iv), after 15 days were considered diabetic rats
with fasting blood glucose above 200 mg / dL. At this time, the animals were divided
(n = 5), half of the rats in each group, for the test oral glucose tolerance and the other
for the treatment with the extract for 15 days (200 mg / Kg, po). The animals were
weighed throughout the experimental protocol. At the end of treatment were carried
out direct measurements of blood pressure and heart rate in anesthetized rats and
then were euthanized under anesthesia and blood was collected to perform the
measurements of plasma glucose, glycated hemoglobin, lipids, urea, creatinine, AST
and ALT; Results: The treatment with the extract in diabetic mice showed: gain of
5% (p <0.001) of body weight lost induction of diabetes start of treatment; 39%
reduction (p <0.001) fasting glycemia; 100% reduction (p <0.05) increased glycated
hemoglobin compared to diabetic rats treated with saline; 66% reduction (p <0.001)
and 66% (p <0.001) in plasma levels of VLDL triglicerideos and; 35% reduction ( p
<0.01) in plasma urea; decrease (p <0.05) by 10% in systolic blood pressure when
compared to diabetic rats treated with saline. In relation to the non-diabetic mice
treated with the extract showed: decrease (p <0.05) by 38% and total cholesterol (p
<0.05) 44% of LDL, decreases in heart rate (p <0, 05) 13%, still revealed the
potential antihyperglycaemic extract after glucose load, since the non-diabetic
animals treated with saline showed increases (p <0.001) 29% (30 min) (p < 0.001)
37% (60 min) (p <0.001) 32% (90 min) (p <0.001) 31% (120 min) (p <0.01) 29% (150
min) and (p <0.001) 40% (240 min) glucose; Conclusion: The hydroalcoholic extract
of the stem bark of T. catappa has antidiabetic effect, antiglicante,
hipotriglicerolémico protector and kidney in diabetic rats.

Keywords: Diabetes mellitus. Alloxan. Medicinal plants. Terminalia catappa.
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1 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é um transtorno metabdlico que pode ser
caracterizado por hiperglicemia inapropriada. Trata-se de uma patologia crénica que
esta associada a deficiéncia parcial ou total da secre¢do de insulina e/ou de sua
acdo. Os aspectos de suas manifestacdes clinicas estdo relacionados ao disturbio
no metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas e as complica¢des ao longo do
tempo (SBD, 2009).

No distarbio metabdlico a hiperglicemia é resultado do aumento de producao
de glicose pelo figado e/ou da diminuicdo da remocao da glicose do sangue. Além
disso, apresenta as caracteristicas de perda de peso, polidpisia, polifagia, polilria,
glicosuria e cetondria. Quanto as complicacdes cronicas, o DM esta relacionado a
alta morbimortalidade, por causar inUmeros danos, desde disfuncdes até a faléncia
de vérios Orgdos, a partir de alteracbes na macro e microvasculatura. Essas
alteracbes sao responsaveis pelo desenvolvimento de neuropatia, retinopatia,
nefropatia, macroangiopatias e cardiopatia diabética. Diante disso, a doenca
cardiovascular (DCV) é a principal causa de morte entre estes pacientes (ADA,
2012).

Em busca de controlar a hiperglicemia e de retardar o desenvolvimento de
complicacBes crbnicas a terapéutica farmacolégica faz uso de insulina exdégena e de
farmacos hipoglicemiantes orais segundo um esquema terapéutico que visa poupar
ao maximo as células B pancreéticas ainda funcionais. Entretanto, mesmo diante
desses esforcos a normoglicemia raramente é alcancada. Dessa forma, tem sido
incentivada a pesquisa de novas drogas eficazes no tratamento do DM ou de
terapéuticas coadjuvantes que alcancem o objetivo da normoglicemia, e ainda com a
finalidade de aprofundar o conhecimento sobre a fisiopatologia do DM (SBD, 2007,
SHU, 2009).

A fim de alcancar esse objetivo varios modelos experimentais em animais tém
sido desenvolvidos. Um dos mais utilizados € a indugcéo quimica do DM atraves da
administragdo de aloxana em ratos. Resultando em insuficiéncia insulinica seguida
do estabelecimento de diabetes permanente, que reproduz os sintomas clinicos,
laboratoriais e histoldgicos do DM em humanos (LERCO et al., 2003).

Diante da necessidade de novas terapias no tratamento do DM, da ferramenta

experimental disponivel e da vasta flora brasileira. As plantas medicinais se
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tornaram alvo de pesquisas, com 0 objetivo a incluir essas plantas nas politicas
publicas de saude e do uso de seus constituintes quimicos ativos como prototipos
para novos agentes hipoglicemiantes.

Os mecanismos de acéo a partir dos quais as plantas medicinais diminuem a
glicemia sanguinea podem ser: aumento do numero e/ou da sensibilidade dos
receptores para a insulina, aumento da resisténcia aos horménios que aumentam a
glicemia e aumento do consumo de glicose nos tecidos e o0rgdos. Isto pode
promover aumento da liberacdo de insulina pancreética, diminuicdo da perda de
glicogénio, eliminacéo de radicais livres, resisténcia a peroxidacéo lipidica e melhora
da desordem metabdlica sobre lipideos e proteinas (MARLES FARNSWORTH,
1995; SAID et al., 2002; VOLPATO; DAMASCENO; CALDERON, 2002).

Dentre os varios géneros de importancia medicinal para o diabetes, o género
Terminalia vem despertando o interesse da comunidade cientifica. Em varias partes
do mundo estudos com diferentes espécies do género vém afirmando seu potencial
no tratamento do DM. Entre estas espécies estdo Terminalia pallida (RAO et al.,
2003), T. bellirica (SABU; KUTTAN, 2009; KASABRI; FLATT; ABDEL-WAHAB,
2010), T. chebula e T. catappa (AHMED et al., 2005; NAGAPPA et al., 2003).

A T. catappa esta amplamente distribuida em regides tropicais e subtropicais,
e a populacao relata seu uso para o tratamento de disturbios intestinais, hepéticos e
no diabetes. Além disso, a literatura relata que o extrato aquoso das folhas
apresenta atividade antidiabética em ratos (AHMED et al., 2005) e o extrato dos
frutos diminui os niveis de glicose no soro sanguineo de ratos induzidos por aloxana
(NAGAPPA et al., 2003). Até o0 momento ndo existem estudos na literatura sobre o
potencial antidiabético, anti-hiperglicemiante, os efeitos metabdlicos e parametros
hemodindmicos de ratos diabéticos apos tratamento crénico com o extrato

hidroalcodlico das cascas do caule da T. catappa.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Homeostasia energética

A capacidade de armazenar nutrientes e de liber4d-los na circulagéo
sanguinea, quando necessarios, é uma caracteristica que tem permitido a
continuidade da vida sem que seja obrigatéria a ingestdo continua de nutrientes. O
metabolismo energético € controlado especialmente pelos tecidos encefalico,
hepético, muscular e adiposo através da atuacao do sistema nervoso, das variacdes
entre os horménios insulina, glucagon e catecolaminas e de conjuntos enziméticos
pertencentes a esses tecidos (SHU et al., 2009).

Em situacdes fisioldgicas, apdés uma refeicdo, o estado absortivo tem duracéo
de duas a quatro horas, nesse periodo havera aumento dos niveis plasmaticos de
glicose, aminoacidos e triacilglicerdis. O metabolismo de carboidratos comeca por
sua digestdo na boca, com a acdo mecanica de dentes, demais componentes da
cavidade oral e com a acao enzimatica da amilase salivar presente na secrecao das
glandulas salivares. No percurso pelo trato gastrintestinal (TGI), polissacarideos
como o amido sofrem ainda a acdo da amilase pancreética, que, de forma
semelhante a amilase salivar, tem capacidade de clivagem dessas macromoléculas
em oligossacarideos e dissacarideos. Por fim, no epitélio absortivo do intestino
delgado, em sua porcdo do jejuno, existe uma classe de enzimas chamadas a-
glicosidases (como exemplos: maltase, lactase e isomaltase) que tém funcdo de
clivar esses carboidratos intermediarios em monossacarideos que podem assim, ser
absorvidos (ENGLYST; ENGLYST, 2005; BARRETT; UDANI, 2011).

A glicose, principal substrato energético das células eucaribticas, € uma
molécula polar que ndo é solivel na bicamada lipidica da membrana plasmatica
celular, dessa forma, ela precisa ser transportada por proteinas carreadoras. Essas
proteinas sdo conhecidas por transportadores de glicose e estéo divididos em duas
familias: os transportadores de glicose por difusdo facilitada (GLUTs) e os
cotransportadores de soédio/glicose (SGLTs). ApOs a digestdo dos carboidratos, a
absorcao da glicose no epitélio intestinal é realizada através do co-transportador de
sbédio/glicose SGLT1. Esse € codificado pelo gene SLC5A1 e apresenta 14
segmentos transmembrana hidrofébicos. Sua acdo ocorre pelo transporte de dois

jons Na* para cada molécula de glicose, através de transporte ativo secundario.
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Esse transporte € determinado pelo gradiente de concentracdo de Na’ e pelo
potencial da membrana, dependente de Na'/K'-ATPase (WRIGHT; TURK, 2004;
SABINO-SILVA et al., 2010).

De uma forma mais detalhada, quando os dois ions Na* se ligam ao SGTLI,
induzem uma alteracdo conformacional que aumenta a afinidade da molécula a
glicose. Apés a ligagdo da glicose ao SGLT1, ocorre uma nova alteracao
conformacional que resulta na reorienta¢éo dos sitios de ligacdo do Na* e da glicose
para 0o meio intracelular, a glicose € liberada e em seguida os dois ions Na*. O
SGLT1 retorna ao seu estado conformacional inicial, possibilitando o inicio de novo
ciclo. Em acréscimo, a molécula de glicose carreia consigo 264 moléculas de &gua,
sendo esse um importante mecanismo na absor¢cdo de &agua nos enterocitos
(ARAUJO; MARTEL, 2009).

Apbs a glicose ser transportada para dentro do enterécito pelo SGLT1 ocorre
a translocacdo de transportadores GLUT2 de vesiculas intracelulares para a
membrana basal mediada por altas concentracdes de Ca*" intracelular que ativam a
via da proteina cinase C (PKC). O transporte de glicose do enterOcito para a
corrente sanguinea através de GLUT2 é mediado por transporte facilitado. Esse
mecanismo leva ao aumento da concentracdo de glicose plasmética no periodo pos-
prandial (ARAUJO; MARTEL, 20009).

A célula B pancreatica em repouso apresenta sua membrana plasmatica
hiperpolarizada e sua despolarizacdo culmina na secre¢édo de insulina, da seguinte
forma: quando a concentracao de glicose plasmatica esta elevada, como ap6s uma
refeicdo, a glicose entra na célula 3 através do transportador de glicose GLUT2, por
difusdo facilitada através do gradiente de concentracdo. Em meio intracelular, a
glicose é fosforilada a glicose-6-fosfato pela enzima glicocinase (hexocinase). De
uma forma sequencial, glicose-6-fosfato entra na via metabdlica da glicélise que
viabiliza a formacdo de ATP e piruvato. O piruvato é transportado através das
membranas mitocondriais e na matriz mitocondrial é convertido em Acetil-CoA que
entra no Ciclo de Krebs para a formacdo de mais ATP e de transportadores de
elétrons NADH e FADH,;, os quais se deslocam para a membrana interna
mitocondrial, onde cedem seus elétrons para a cadeia fosforilativa de elétrons
culminando assim, na formacéo de grandes concentracdes de ATP intracelular. As
altas concentracbes de ATP intracelular inibem o canal para K™ sensivel a ATP,

dessa forma ocorre diminuicdo da condutdncia ao K*, ativando canais para
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Ca’'sensiveis a voltagem. Por conseguinte, o Ca*' intracelular age como
secretagogo de insulina. Dessa forma, esta despolarizagdo celular promove a
secrecdo das vesiculas contendo insulina como esta representado na figura 1
(SEINO; SHIBASAKI; MINAMI, 2011; ZHENG et al., 2012).

Figura 1 — Regulagao fisiolégica da liberagao de insulina pelas células B do pancreas.
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Fonte: SHU et al., 2009.

A secrecdo de insulina € um processo que tem o objetivo de viabilizar
concentracbes estaveis de glicose nos periodos de jejum e também apoés a
alimentacao. Portanto, a glicose € o principal estimulo a liberacao de insulina, além
disso, as células B pancreaticas apresentam atividade da glicocinase, enzima que
fosforila a glicose de forma proporcional a sua concentracdo sanguinea. A secrecao
de insulina é regulada ainda pela ingestdo de aminoacidos e pela secrecao de
hormonios intestinais como o peptideo inibidor gastrointestinal (GIP), peptideo
semelhante ao glucagon 1 (GLP-1), secretina, gastrina e colecistocinina. De maneira
distinta, a inibicdo da secrecdo de insulina ocorre na escassez de substrato
energético proveniente da dieta, no estimulo a secrecédo de glucagon e na secrecao
de adrenalina (SEINO; SHIBASAKI; MINAMI, 2011). Uma vez que as ilhotas de
Langerhans séo inervadas por nervos adrenérgicos e colinérgicos, qualquer estimulo
que ative o ramo simpatico inibe a secre¢ao de insulina por estimular receptores a;
adrenérgicos (DAVIS, 2007).

O receptor para insulina € uma proteina transmembranar composta por quatro

subunidades unidas por ligacdes dissulfetos (duas subunidades a externas a
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membrana, onde esta o sitio de ligagdo da insulina e duas subunidades B internas a
membrana com atividade tirosina proteinocinase). O mecanismo de a¢ao da insulina,
ilustrado na figura 2, envolve sua ligacdo a receptores especificos localizados na
membrana plasmatica de tecidos-alvo como o hepatico, muscular e adiposo, mas
também de tecidos ndo-alvos. Uma vez que todas as células apresentam receptores
para a insulina, essa diferenciagdo entre os tecidos se d& pela variacado extrema no
namero desses receptores por tipo de célula. Quando a insulina se liga as
subunidades a, as subunidades B se tornam autofosforiladas e ativam tirosinocinase
que, por sua vez, fosforila outras enzimas intracelulares incluindo o grupo de
substratos do receptor de insulina (IRS). Existem diferentes tipo de IRS (IRS-1, IRS-
2, IRS-3 e IRS-4), outros substratos incluem Shc, Gab-1, p60%*, Cbl, JAK2 e APS
gue sao expressos em diferentes tecidos e, dessa forma, vao permitir a insulina
diversas acoes, durante diferentes tempos de atuacdo, em minutos, horas ou até
mesmo dias (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002).

Figura 2 — As vias de sinalizagdo da insulina.
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Apbés a ligagdo da insulina ao seu receptor esse complexo é internalizado,

uma vez dentro da célula a insulina é digerida nos lisossomos citoplasmaticos. Os
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receptores podem ser também degradados ou reciclados sendo novamente
deslocados para a membrana celular, no entanto, quando os niveis de insulina estdo
muito elevados é favorecida a degradacao desses receptores, diminuindo assim seu
namero na membrana celular e levando a subsensibilizacdo (DAVIS, 2007)

No periodo absortivo, ap6s uma refeicdo, praticamente todos os tecidos
utilizam glicose como fonte de energia e a resposta metabdlica corporal a esse
estado é caracterizada por alteragcbes no metabolismo dos tecidos hepatico,
adiposo, muscular e encefalico. O figado recebe a drenagem venosa intestinal e
pancreética, entdo apos uma refeicdo é banhado com os nutrientes absorvidos e a
insulina secretada, sendo assim, ele capta a maioria dos carboidratos, lipideos e
aminoacidos que sao entdo, metabolizados, armazenados ou encaminhados a
outros tecidos (MARTINS, 2006).

No figado os carboidratos aumentam a fosforilagdo de glicose, através de
transportadores GLUT2 e pela acdo da glicocinase produz glicose-6-fosfato,
consequentemente também €& aumentada a sintese de glicogénio, por ativacdo da
glicogénio-sintase. Ocorre ainda aumento da via das pentoses e da glicélise, onde a
formacéo de grandes concentragBes de Acetil-CoA viabilizam n&o sé6 a sintese de
ATP, mas também de &cidos graxos.

Quando o aporte de carboidratos da dieta € superior a necessidade
energética, ocorre aumento da sintese de acidos graxos pela ativacdo da Acetil-
CoA-caboxilase e excesso de seus substratos, viabiliza ainda o aumento da sintese
de triacilgliceréis, uma vez que o acil-CoA graxo esta disponivel (oriundo do Acetil-
CoA formado na glicélise e da hidrélise dos triacilglicer6is componentes do
quilomicron). Além disso, o figado compacta triacilglicerois na forma de lipoproteina
de muito baixa densidade (VLDL), essas sao secretadas no sangue e utilizadas por
outros tecidos como adiposo e muscular (RADER, 2002).

O tecido adiposo também apresenta a capacidade de distribuir moléculas
energéticas. A acao da insulina em curto prazo em tecidos-alvo, como o adiposo e o
muscular, é devido transportador de glicose GLUT4. Trata-se de um transportador
de glicose sensivel a insulina que tem a principal fungdo proporcionar a captacao de
glicose. Quando a célula esta em repouso, GLTU4 se localiza em meio intracelular,
no entanto, quando ocorre o estimulo insulinico nas células desses tecidos é
determinada sua movimentacdo e consequente translocacdo em diregcdo a

membrana plasmatica, proporcionando a captacao de glicose e contribuindo para a



19

homeostasia glicémica em nivel tecidual e plasmatico (MACHADO; SCHAAN;
SERAPHIM, 2006).

Dessa forma, no tecido adiposo, altos niveis de glicose e insulina favorecem a
sintese de triacilglicerdis, uma vez que o aumento intracelular de glicose via GLUT4
estimula a glicolise e essa viabiliza a sintese de glicerol-fosfato (adipécitos nao
possuem glicerol-cinase). Em acréscimo, ap0s uma refeicdo contendo lipideos,
acidos graxos sao fornecidos ao tecido adiposo através da hidrélise de triacilglicerois
do quilomicron e do VLDL vindo do figado. Esses acidos graxos exdgenos sao
liberados pela acdo da enzimética da lipase lipoprotéica presente nos capilares do
tecido adiposo e muscular, resultando em sintese e armazenamento de
triacilglicerdis. Além disso, altos niveis de insulina ainda impedem a degradacéo de
triacilglicerdis por inativar a lipase sensivel a horménio (RADER, 2002).

No tecido muscular, o transporte de glicose é dependente da acao da insulina
e mediado por transportadores GLUT4, como mencionado anteriormente, em meio
intracelular a glicose é fosforilada a glicose-6-fosfato e metabolizada a fim de ser
formado ATP, essencial a contracdo muscular. Ademais, a sintese de glicogénio é
ativada para que seja usado como reserva de energia. Quanto ao metabolismo de
proteinas, apds uma refeicdo, o tecido muscular estimula a sintese de proteinas a
fim de repor proteinas degradadas (MARTINS, 2006).

De maneira distinta, no jejum, os niveis plasmaticos de nutrientes diminuem e
consequentemente ha diminuicdo da secrecdo de insulina e aumento da secrecao
de glucagon pelas células a das ilhotas pancreaticas e de catecolaminas pela supra-
renal. Logo, diante da privacdo de nutrientes ha o inicio de um periodo catabdlico,
havendo trocas de substratos entre os tecidos com o objetivo de manter os niveis
plasmaticos normais de glicose, para que o metabolismo encefalico ndo seja
comprometido e de mobilizar &cidos graxos do tecido adiposo e corpos cetbnicos do
figado para suprir as necessidades energéticas de todos os outros tecidos. Para tal,
o figado degrada glicogénio e inicia a gliconeogénese e oxida &acidos graxos para
formar Acetil-CoA. O tecido adiposo degrada triacilglicer6is para fornecer acidos
graxos e glicerol ao figado, ocorre protedlise muscular para que os aminoacidos
sejam catabolizados para a gliconeogénese hepatica e o encéfalo passa a usar,
além de glicose, corpos cetbnicos como combustiveis energéticos (GOORDAZI et
al., 2011)
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A compreensdo de todos os componentes envolvidos na homeostasia
energética se mostra imprescindivel ao completo entendimento dos mecanismos e
componentes envolvidos na fisiopatologia do diabetes mellitus e das demais

alteracdes de ordem metabdlica.

2.2 Diabetes mellitus

O Diabetes Mellitus (DM) é um transtorno metabdlico que tém como principal
caracteristica clinica hiperglicemia inapropriada. Trata-se de uma patologia crbénica
que esta associada a deficiéncia parcial ou total da secre¢éo de insulina e/ou de sua
acao (SBD, 2009) Ocorrem ainda, alteracdes no metabolismo dos carboidratos,
proteinas e lipideos, dessa forma, sendo considerada uma sindrome de etiologia
multipla. Relaciona-se diretamente a inUmeras complicacdes crénicas especificas
que podem culminar em danos ou faléncia de varios 6rgaos como olhos, rins,
nervos, coracao e vasos sanguineos (BERTOLUCI et al., 2008; TABIT et al., 2010).

O DM ¢é classificado por sua etiologia em quatro classes clinicas: DM tipo 1,
DM tipo 2, outros tipos especificos de DM e DM gestacional. Além dessas, existem a
glicemia de jejum alterada e a tolerancia a glicose diminuida, que sdo mencionadas
como categorias pré-diabetes, ndo séo classes clinicas, no entanto, trata-se de
pontos criticos no desenvolvimento de doencas cardiovasculares e do DM (ADA,
2012; SBD, 2009).

O DM tipo 1 representa aproximadamente 10% dos pacientes diabéticos e se
caracteriza pela destruicdo auto-imune das células B do pancreas que culmina em
total deficiéncia de insulina. As ilhotas de Langerhans sao infiltradas por linfécitos T
ativados causando insulite e essa destruicdo acontece numa taxa variavel, pode ser
rapida como em criangas ou lenta, forma mais comumente observada em adultos. O
aparecimento da sintomatologia acontece quando a destrui¢éo das células 8 € de 80
a 90% (ADA, 2012).

Em geral, o inicio do DM tipo 1 acontece na infancia ou puberdade e a
sintomatologia aparece de forma abrupta, caracterizada por polidria, polidipsia e
polifagia, tais sintomas sdo acompanhados por fadiga, perda de peso e fraqueza. As
alteracdes metabodlicas séo oriundas da deficiéncia de insulina associada ao
excesso de glucagon. As alteracbes mais marcantes séo sobre o metabolismo dos

tecidos hepatico, adiposo e muscular. A hiperglicemia ocorre por aumento da
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producdo de glicose hepética e por diminuicdo da utilizacdo periférica de glicose,
devido a incapacidade dessas células de captarem glicose, uma vez que nao ha
estimulo insulinico para a translocacdo do GLUT4 (ADA, 2012; MACHADO;
SCHAAN; SERAPHIM, 2006)

A cetoacidose diabética é resultado da mobilizacdo de &cidos graxos do
tecido adiposo, vinculada a sintese hepatica de 3-hidroxibutirato e acetoacetato. O
excesso de acidos graxos que nao € usado na sintese de corpos cetdnicos é
convertido em triacilgliceréis que sdo compactados e secretados na forma de VLDL
(lipoproteina de muito baixa densidade). Além disso, devido aos baixos niveis de
insulina, a sintese da lipase lipoprotéica esta diminuida (enzima responséavel por
degradar lipoproteinas no tecido adiposo), consequentemente 0s niveis de
quilomicrom e VLDL no plasma ficam elevados o que resulta em
hipertriacilglicerolemia (STOJANOVIC; ILHE, 2011)

Por reducdo das células B pancreaticas funcionais, os pacientes diabéticos
tipo 1, se tornam dependentes do tratamento com insulina exdgena, administrada
por via subcutanea, para que seja controlada a glicemia e a cetoacidose. A
administracdo da insulina é determinada a depender dos niveis médios de glicose
sanguinea e do percentual de hemoglobina glicada (HbAlc) (SBD, 2009).

A HbAlc é a denominacdo aos produtos das reacdes entre a hemoglobina
normal (HbA) e alguns acucares. A HbAlc revela o nivel glicémico médio dos trés
meses anteriores a realizacdo do teste, assim permite a avaliacdo do controle da
glicemia e a eficiéncia do tratamento que esta sendo realizado. Numa analise
laboratorial, individuos normais apresentam 3 a 6% de HbAlc, jA em pacientes
diabéticos mal controlados pode alcancar até 20%. Niveis superiores a 7% implicam
em complicacBes cronicas, sendo definido como o limite superior, a partir dele,
existe o risco de retinopatia, nefropatia, neuropatia e microalbuminuria. A Sociedade
Brasileira de Diabetes adotou o nivel de 6,5% de HbAlc como meta para o controle
glicémico. No entanto, é recomendada a manutencdo desses niveis menores
possiveis, mas sem riscos de hipoglicemia (BEM; KUNDE, 2006; SBD, 2009;
MALKANI; MORDES, 2011).

Em pacientes com DM tipo 2, além dos parametros avaliados de glicemia de
jejum e HbAlc, também é realizado o teste de tolerancia oral a glicose. Nesse teste,
apos um periodo de jejum € administrada por via oral uma sobrecarga de glicose, 75

g, em seguida, sdo realizadas dosagens de glicemia em funcédo do tempo, a partir
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disso, pode ser avaliado o metabolismo glicidicos e a resisténcia a insulina a
depender do tempo que a glicose demora a ser retirada da corrente sanguinea. Em
pacientes com DM tipol, ndo é um teste recomendado, uma vez que esses
pacientes ndo apresentam células  pancreaticas funcionais (SBD, 2007).

O principal objetivo do tratamento do DM tipo 1 é a normoglicemia. Além
disso, objetiva-se minimizar o desenvolvimento das complicacdes crbnicas. No
entanto, episédios de hipoglicemia séo frequentes nesses pacientes e sao revertidos
pela secrecdo dos hormonios contra-reguladores (glucagon e adrenalina). Algum
tempo apos a instalacdo do DM, o paciente desenvolve também deficiéncia na
secrecdo de glucagon, entdo somente a adrenalina passa compensar os efeitos
hipoglicémicos da insulina exdgena. Diante disso, a progressdo do DM leva a
neuropatia diabética e resulta em diminuicAo da secrecdo de adrenalina, por
conseguinte, o0 paciente passa por quadros de hipoglicemia despercebida
(RORSMAN; BRAUN; ZHANG, 2011)

O DM tipo 2 é a forma mais abrangente de diabetes (85-90%), pode ocorrer
em todas as idades, entretanto acomete mais pessoas apos os 40 anos. Cerca de
85 % dos pacientes sdo obesos e 92% possuem resisténcia periférica a insulina
enddgena, isso acrescido de uma distribuicdo anormal de gorduras, com maior
acumulo de gordura acima da cintura (ADA, 2012).

Nesses pacientes ocorre uma associacdo entre resisténcia a insulina (RI) e
disfungdo das células B, determinada por fatores genéticos. A Rl é a redugado da
atividade da insulina na captacdo de glicose pelas células-alvo. Os fatores que
podem determinar a Rl sdo: menor atividade dos receptores de insulina,
considerando-se que o numero de receptores € regulado pela concentracdo de
insulina, a hiperinsulinemia acarreta a diminuicdo do numero de receptores;
alteracdes na estrutura da insulina e em sua afinidade de ligagdo pelo receptor
(SCOBIE, 2007) deficiéncia no transporte de insulina para o interior das células, ja
gue a insulina é responsavel por determinar a translocacdo do GLUT4 para a
membrana plasméatica nos tecidos dependentes de insulina (STOCKLI;
FAZAKERLEY; JAMES, 2011).

No tratamento do DM tipo 2, a terapia de primeira escolha associa mudancas
no estilo de vida do paciente com o estabelecimento de uma dieta, a partir de
orientacdo nutricional e atividades fisicas. Tais ac¢des promovem melhora da

sensibilidade a insulina o que é observado pela diminuicdo dos niveis de glicose



23

plasmética, devido a reducdo da circunferéncia abdominal, gordura visceral e
melhora do perfil metabdlico lipidico (SBD, 2009).

Com o objetivo de controlar a glicemia e de diminuir a HbAlc nos pacientes
em que o tratamento ndo farmacologico ndo consegue atuar sozinho € incorporado o
tratamento farmacoldgico. Sendo assim, o tratamento tem como objeto a
normoglicemia e sua manutencdo em longo prazo, a fim de evitar a evolucdo de
mecanismos de resisténcia a insulina, faléncia progressiva das células B, transtornos
metabdlicos e vasculares (MARTINS, 2006).

Quanto ao tratamento farmacoldégico sdo empregados o0s agentes
hipoglicemiantes orais, substancias que tém a finalidade de baixar a glicemia e
manté-la normal. Podem ser classificados em agentes que aumentam a secre¢ao
pancreatica de insulina (sulfoniluréias e meglitinidas), os que reduzem a velocidade
de absorgdo de glicidios (inibidores das a-glicosidases), os que diminuem a
producdo hepatica de glicose (biguanidas), os que aumentam a utilizagdo periférica
de glicose (glitazonas) e os que aumentam a secrec¢ao de insulina apenas no estado
de hiperglicemia (tiazolidinedionas) (SBD, 2007; SHU, 2009).

De uma maneira geral tanto no DM tipo 1, quanto no DM tipo 2 estédo
estreitamente relacionados a alta morbimortalidade, devido as complicacdes
cronicas, sendo a doencga cardiovascular (DCV) a principal causa de morte entre
estes pacientes. Pacientes diabéticos tém maior propensdo a morrer por doenca
cardiaca, doenca vascular periférica e acidente vascular cerebral. Tais complicacdes
vasculares compreendem microangiopatias (enfermidades de pequenos vasos que
se manifestam como nefropatias, neuropatias e retinopatias) e macroangiopatias
(disfuncao aterosclerética de grandes vasos como coronarias, carotidas e periféricas
em membros inferiores) resultando em cardiopatias isquémicas, acidente vascular
cerebral e doencas vasculares periféricas (KANTERS et al., 1999; ADDISON;
AGUILAR, 2011)

Véarios mecanismos tém sido propostos por associar disfuncdo endotelial a
hiperglicemia, como: aumento da atividade da via dos polidis (BARREIROS;
BOSSOLAN; TRINDADE, 2005; RAMANA, 2012), formacdo de produtos finais da
glicacdo avancada (AGEs) (MENDEZ, 2003; PADDU et al., 2012), estresse oxidativo
(PONUGOTI; DONG; GRAVES, 2012) e alteragbes na proteina cinase C (LI et al.,
2012).
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A disfuncdo endotelial (DE) se d& a partir da perda das propriedades do
endotélio, por alteragbes na sintese de proteinas, aumento do ténus e da
permeabilidade vascular e pelo desenvolvimento de atividade pro-tromboética e
antifibrinolitica. Tais efeitos ocorrem pela diminuicdo da liberacdo de Oxido nitrico
(NO) e dos demais fatores vasodilatadores, ocorrendo aumento da liberacdo de
fatores vasoconstrictores. Diante disso, é modificado o perfil fisiolégico
antiaterogénico e desenvolvido um perfil com proliferacdo de células musculares
lisas, agregacao plaquetaria, oxidacao de LDL, adesao de mondcitos e plaquetas e a
sintese de citocinas inflamatérias culminando em processo aterogénico (TABIT et
al., 2010).

No DM tipo 1, a funcdo endotelial € regulada pelo grau de hiperglicemia, o
tempo de duracdo do DM, pelas concentracfes séricas de insulina e pela presenca
de neuropatia diabética. No estado diabético estdo presentes varios mecanismos
como a vasodilatacdo modulada pela insulina, cujos niveis flutuam amplamente nos
diabéticos insulino-dependentes, a hiperglicemia que altera as respostas vasculares
e, quanto maior a duracao, leva a formacdo dos AGEs que alteram a liberacdo do
NO e as alteracdes da funcao do sistema nervoso autbnomo, que regula o tbnus e a
reatividade vascular, que podem estar presentes mesmo na falta de evidéncia clinica
de neuropatia (TABIT et al., 2010).

Por fim, o DM afeta a vida do paciente em todas as suas vertentes, causando
dor, ansiedade, perda da qualidade de vida, além do impacto financeiro, além de ser
uma das principais causas de cegueira, doenca renal em estagio final, doenca
miocardica silenciosa, amputacdo de membros e morte por acidentes
cardiovasculares (SBD, 2009).

Diante dessas premissas, tornou-se indispensavel um melhor conhecimento
dos mecanismos fisiopatolégicos do DM e de suas complica¢cbes, além dos novos
tratamentos capazes de se opor as alteragdes enddcrinas, metabdlicas e funcionais
causadas pela doenca. Por conseguinte, varios grupos de pesquisa vém utilizando

diversos modelos experimentais com essa finalidade.

2.3 Diabetes experimental

Modelos experimentais de DM em animais tém sido usados, a fim de melhor

conhecer a fisiopatologia do diabetes, de desenvolver novos farmacos e técnicas de
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transplante de pancreas, podendo a partir disso, obter melhoras para a saude do
diabético.

O DM experimental pode ser induzido através de mecanismos de inducao
farmacoldgica, cirdrgica ou manipulacdes genéticas de espécies animais como:
cachorros, coelhos, ratos e camundongos (LERCO et al., 2003). Existem espécies
animais que desenvolvem espontaneamente DM insulino-dependente (Hamster
Chino, o coelho Branco da Nova Zelandia e o cachorro Keshond), no entanto, nao
apresentam caracteristicas semelhantes o suficiente para serem comparados com o
DM tipo 1 humano (HERNANDORENA; GONZALES; GARCIA, 2001). Entretanto, os
ratos BB (Biobreading) e os camundongos NOD (Non Obese Diabetic) sdo dois
excelentes modelos para comparagdo com DM tipo 1 humano (LEITER; HERRATH,
2004; DELARCHE, 2001; ATKINSON; LEITER, 1999).

Nos ratos BB, os sintomas aparecem no terceiro més de idade e apresentam
manifestacdes que incluem hipoinsulinemia, hiperglicemia, glicosuria, perda de peso,
polidipsia, poliuria e cetoacidose. A manipulacdo da predisposicdo genética destes
animais e o cruzamento entre linhagens distintas resultam numa imunopatogénese
que tem demonstrado a importancia das células T no processo da doenca, assim
como, os diferentes caminhos na manipulagéo do sistema imune para a prevencgao
do diabetes (HERNANDORENA; GONZALES; GARCIA, 2001).

Quanto aos camundongos NOD, modelo mais estudado de doenca
espontanea auto-imune 6rgao-especifico, apresentam genoma bem definido, maior
quantidade de reagentes monoclonais para a analise de componentes do sistema
imune e um custo razoavelmente baixo, comparado com a utilizacao de ratos. Estes
animais desenvolvem insulite, o inicio do diabetes é marcado por glicosuria
moderada e glicemia maior que 250 mg/dL, apresentam-se hipoinsulinémicos e
hiperglucagonémicos, confirmando a destruicdo seletiva das células beta
pancreaticas (GROSS, 2001; LEITER; HERRATH, 2004).

Além dos animais que desenvolvem espontaneamente DM, a inducao quimica
do diabetes também é muito empregada, uma vez que promovem destruicdo
guimica seletiva das células B pancreaticas. As substancias mais utilizadas para
esta inducdo em ratos, camundongos e coelhos sé&o aloxana e estreptozotocina.
Ambos os farmacos exercem as suas acfes diabetogénicas quando administrados

pelas vias intravenosa, intraperitoneal ou subcutanea. A dose necesséria a inducéo
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do diabetes depende da espécie animal avaliada, via de administracdo e do estado
nutricional (LERCO et al., 2003; SZKUDELSKI, 2001; LENZEN, 2008).

Em 1838 Wohler e Liebig sintetizaram um derivado da pirimidina, que
posteriormente foi denominado aloxana (apoud LENZEM, 2008). Em 1943, Dunn,
Sheehan e McLetchie afirmaram que se tratava de uma droga capaz de induzir
diabetes em coelhos por causar necrose das células B do péncreas, tornando-se
assim, de grande interesse aos pesquisadores da area (SZKUDELSKI, 2001).

A aloxana causa insulinopenia que desencadeia DM experimental semelhante
ao DM tipo 1 em humanos, denominado diabetes aloxanico. Apds a administracao, a
aloxana é rapidamente absorvida nas células B pancreaticas através de GLUTZ,
diante disso, essas células apresentam alta taxa de captacdo, tendo a capacidade
de acumular a droga. Apds sua entrada nas células B promove liberagdo macica de
insulina, devido ao influxo de Ca®" para o citosol, com isso ocorre uma grande
liberacdo de insulina de curta duragédo, em seguida, acontece a necrose das células
B. Diante disso, seus efeitos patolégicos sao atribuidos as suas propriedades
guimicas, a absorcao celular estritamente seletiva e a capacidade de acumulo da
droga (LENZEM, 2008; SZKUDELSKI, 2001; SZKUDELSKI; KANDULSKA,
OKULICZ, 1998).

As fases de inducédo séo caracterizadas por: 12 fase (hipoglicémica, duracao
de 30 minutos apds a inducdo, devido a hiperinsulinemia decorrente do subito
aumento de ATP), 22 fase (hiperglicémica, uma hora ap6s a inducédo, duracao de 2 a
4 horas é decorrente da toxicidade as células B), 32 fase (hipoglicémica, duragéao de
12 horas, altas concentracdes de insulina no sangue, uma vez que, acontece ruptura
da membrana das vesiculas secretoras de insulina, com isso, a membrana
plasmatica celular se rompe, resultando em hipoglicemia grave, tais mudancas sao
irreversiveis e indicam morte celular por necrose das ilhotas pancreéticas) e 42 fase
(hiperglicémica, com instalacdo do DM).

Em acréscimo, a aloxana reage com dois grupos-SH, local de ligacdo da
glicose a glucoquinase, resultando na formacao de ponte de dissulfureto e inativagao
da enzima. Esse mecanismo de acédo pode ser prejudicado na presenca de glicose
intracelular. Como resultado a essa acao, ocorre reducdo da aloxana a acido
dialurico, esse é entdo re-oxidado de volta ao aloxana para estabelecer um ciclo
redox para a geracdo de radicais superoxido. A auto-oxidacdo de radicais

superéxido geram radicais altamente reativos como O, H,O, e HO', esses radicais
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afetam o metabolismo oxidativo da célula causando necrose seletiva (LENZEM,
2008; SZKUDELSKI, 2001).

Outro mecanismo envolvido é o efeito dos ROS sobre o DNA das ilhotas
pancreaticas, induzindo quebras simples e duplas, causando fragmentacdo do DNA.
Além disso, a aloxana causa ativacdo da enzima poli-ADP-ribose, por deplecdo de
NAD" isso leva a altera¢des nas fungdes celulares de sintese de ATP e sintese de
proteinas, causando a morte celular (YAMAMOTO; UCHIGATA; OKAMOTO, 1981,
SZKUDELSKI, 2001).

Alguns fatores podem influenciar na acao diabetogénica da aloxana, sendo
esses imprescindiveis para a inducdo de maneira satisfatéria que resulta em maior
namero de animais diabéticos, menor indice de mortalidade e manutencdo dos
animais em boas condi¢cdes. Os fatores envolvidos sdo dose, concentracdo da
droga, via de administracdo, velocidade de infuséo, dieta, tempo de jejum, espécie e
peso do animal, além de outras substancias que possam influenciar em seu
mecanismo de ac&o, por exemplo, os bloqueadores de canais para Ca?* (LERCO et
al., 2003).

A maioria dos estudos utiliza a via intravenosa na maior parte das espécies,
pois os efeitos sdo mais evidentes. Entretanto, o indice de mortalidade € superior
por essa via, uma vez que a liberacdo macica de insulina é seguida de morte
encefélica (LERCO et al., 2003).

A alimentacdo prévia dos animais altera a sensibilidade a aloxana. Em dietas
ricas em lipideos os ratos se tornam mais sensiveis, com taxa de mortalidade de 90
a 100%, no entanto, numa dieta rica em proteinas e carboidratos essa taxa diminui
para 33 a 40% de mortalidade (LERCO et al., 2003). Por outro lado, estudos
mostram que o jejum € ideal para a eficiéncia da acdo da aloxana. Em jejum
prolongado, de 48 a 60 horas, cerca de 95% dos ratos se tornaram diabéticos,
quando o jejum nao foi bem observado apenas 25% dos animais ficaram diabéticos
(LUKENS, 1948). Por fim, o tempo de jejum pode variar de 12, 24, 48 e 60 horas,
revelando que a sensibilidade aumenta com o aumento do tempo de jejum.

Com relacdo as espécies utilizadas, a maioria das pesquisas tem sido
realizada em ratos. Isso, devido ao baixo custo de manutencdo, necessidade de
menor espaco fisico, facil manipulacdo, resisténcia a infeccdo, rapidez de
reproducdo e pela semelhanca do arcabouc¢o enzimético, metabdlico, histolégico e

fisiolégico com o DM na espécie humana (LERCO et al., 2003).
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Com relagéo as alteracdes fisiolégicas observadas no diabetes aloxanico, foi
observada a reproducédo dos sintomas clinicos e laboratoriais do DM tipo 1 em
humanos, como: perda de peso, polidpisia, polifagia, polilria, glicosuria, cetonuria,
hiperglicemia, hipertriacilgricerolemia e cetonemia (LERCO et al., 2003; LEZEN;
PANTEN, 1988). A caracteristica de cronicidade do DM também é reproduzida
sendo observado, o desenvolvimento das complicagbes cronicas do DM humano,
como: retinopatia, nefropatia, neuropatia e cardiopatia diabéticas, assim como as
macroangiopatias e a disfuncédo endotelial (ARONSON, 2008).

Estudos mostram a presenca de disfungcdo endotelial em modelos
experimentais de DM, essa disfuncdo é modulada pelo grau de hiperglicemia, o
tempo de duracdo do DM, as concentra¢cBes séricas de insulina e pela presenca de
complicacBes cronicas, especialmente neuropatia autonébmica e microalbuminaria
(ARONSON, 2008; BERTOLUCI et al., 2008).

Como mencionado anteriormente, a neuropatia diabética atinge o sistema
nervoso autdbnomo prejudicando a velocidade de conducdo nervosa, ocorrendo entre
outros citados, alteracbes nas respostas cardiacas, sendo essa denominada
cardiopatia diabética. Em humanos a neuropatia autonémica se manifesta primeiro
no nervo vago, que corresponde a 75% da atividade parassimpética, diante desse
comprometimento vagal ocorre uma predominancia simpatica levando a hipertenséo
e aumento da frequéncia cardiaca, com isso ha aumento da mortalidade de
diabéticos por disturbios do controle cardiovascular com infarto do miocéardio nao
sintomatico e consequente morte subita devido a arritmias (BERTOLUCI et al.,
2008).

No entanto, os modelos experimentais de DM induzidos quimicamente tém
apresentado alguns resultados contraditérios aos que acontecem em humanos. Em
ratos, foram observadas complexas anormalidades metabdlicas que levam a
alteracdo da estrutura e da funcdo do miocardio, com hipotensdo e bradicardia
basais, 0 que sugere que a cardiopatia diabética nesses modelos estad associada
neuropatia autondmica simpdtica e parassimpética. A diminuicdo da frequéncia
cardiaca (FC) estad associada a disfuncdo no controle do marcapasso, além de
prejuizo no quimiorreflexo e no barorreflexo (DE ANGELIS; IRIGOYEN; MORRIS,
2009; DALL’AGO et al., 1997; MAEDA et al., 1995).

Estudos afirmam alteracdes cardiovasculares, como insuficiéncia ventricular,

dilatacdo do ventriculo esquerdo (VE) que foi acompanhada de reducdo da
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espessura da parede posterior do VE e do septo interventricular, indicando reducgao
da massa do VE, além disso, houve reduc¢éo do peso do coracdo e da massa do VE
associados a disfuncdo cardiaca e renal (DE ANGELIS; IRIGOYEN; MORRIS,
2009).

Diante do exposto, a indu¢cdo de DM com aloxana em ratos adultos machos,
sob jejum, representa um excelente modelo experimental para a pesquisa com 0sS
propésitos citados anteriormente, entre eles a descoberta de prototipos de farmacos

ou tratamento coadjuvante para o DM.

2.4 Plantas medicinais hipoglicemiantes e Terminalia catappa

Civilizagdes primitivas na Europa, india e China ja documentavam o uso de
plantas medicinais como fonte de alivio para doencas ou sensacdes dolorosas,
dessa forma, acredita-se que o conhecimento empirico foi sendo transmitido e
preservado ao longo de geracdes e elaborando, com o decorrer dos séculos as
farmacopéias tradicionais (SIMOES, et al., 2003).

A colonizacao do Brasil promoveu uma juncdo dos conhecimentos indigenas
sobre a vasta flora local, repassados e aprimorados geracdo ap0s geracao, com 0S
conhecimentos europeus e africanos de plantas vindas desses continentes (DI
STASI, 1996). No entanto, o conhecimento tradicional das plantas medicinas no
Brasil foi deixado de lado durante os periodos da industrializacdo e urbanizacéo,
sendo novamente valorizado com as recentes tendéncias globais de biodiversidade
e desenvolvimento sustentavel (SIMOES, et al., 2003).

Para algumas comunidades, o uso de plantas medicinais representa o Unico
recurso terapéutico (DI STASI, 1996; SIMOES, et al., 2003). Portanto, investigar
esses conhecimentos seculares favorece a descoberta de novos medicamentos,
tratando-se de um dos objetivos da etnobotanica (ALBUQUERQUE, 2002). A
pesquisa de plantas medicinais € benéfica em varios aspectos, como: descoberta de
protétipos com a finalidade de melhor qualidade de vida em patologias crbénicas ou
agudas, descoberta de fontes para compostos quimicos e/ou fitoterapicos, com isso
tendo importantes efeitos econdmicos, viabilizar a movimentacéo de capital para a
industria farmacéutica, e especialmente incentivar a conservacao da biodiversidade.

No ano de 2001, o Ministério da Saude do Brasil apresentou um programa de

plantas medicinais e fitoterapicos, com a finalidade de estabelecer uma relacao
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nacional de medicamentos fitoterapicos para a atencdo basica (MINISTERIO DA
SAUDE, 2001).

No Brasil, o principal orgdo fiscalizador da regulamentacdo e a
comercializacdo de drogas de origem vegetal € a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). Suas regras ainda ndo conseguem impedir a fraude e a ma
qualidade dos fitoterapicos, esse fator quando somado a utilizacdo algumas vezes
incorreta pela populacéo, favorecem a ineficiéncia dos produtos comercializados. As
plantas medicinais da flora nativa brasileira sdo consumidas sem comprovacao de
suas propriedades farmacoldgicas, além disso, sua toxicidade é um problema sério
para a saude publica. Com frequéncia ocorre juncdo dos efeitos adversos dessas
plantas medicinais com possiveis adulteracfes e interacdo com outras drogas.

No DM, a normoglicemia é raramente alcancada, isso aliado as complicacfes
crbnicas caracteristicas da doenca, impulsionam o0s pacientes a procurar
tratamentos coadjuvantes e néo raro, utilizam plantas medicinais. Os mecanismos
de acdo a partir dos quais as plantas medicinais diminuem a glicemia sanguinea
podem ser: aumento da liberacdo de insulina pancreatica, aumento do niumero e/ou
da sensibilidade dos receptores para a insulina, aumento da resisténcia aos
hormdénios que aumentam a glicemia, aumento do consumo de glicose nos tecidos e
orgdos, aumento da microcirculacdo de sangue no organismo, diminuicdo da perda
de glicogénio, eliminacdo de radicais livres, resisténcia a peroxidacao lipidica e
melhora da desordem metabdlica sobre lipideos e proteinas (MARLES
FARNSWORTH, 1995; SAID et al., 2002; VOLPATO; DAMASCENO; CALDERON,
2002), tornando-se agentes terapéuticos em potencial na prevencgao e no tratamento
das complicacdes do diabetes.

Na literatura, varias familias e géneros tém sido amplamente estudados por
seus efeitos benéficos no tratamento do DM. Entre eles estd o género Artemisia
pertencente a familia Compositae. A espécie Artemisia dracunculus L. tem efeitos
hipoglicémicos relatados por diversos pesquisadores (RIBNICKY et al., 2009; WANG
et al., 2011), promove melhora da resisténcia a insulina em modelos de ratos
resistentes, provavelmente, devido a modulacdo da degradacdo protéica muscular
esquelética e da atividade da fosfatase (WANG et al., 2011). A partir do extrato
etandlico de A. dracunculusforam isolados 4,5-di-O-cafeoilquinico, 6-
demethoxycapillarisin, e 2', 4'-di-hidroxi-4-methoxydihydrochalcone, esses

compostos apresentam efeitos inibitorios para o enzima aldose redutase, uma
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enzima chave envolvida nas complicacdes diabéticas, o que pode explicar o efeito
anti-diabético (LOGENDRA et al., 2006). Os compostos bioativos em A. dracunculus
também incluem davidigenin, sakuranetina, e 5-O-cafeoilquinico (EISENMAN et al.,
2011). O extrato de Artemisia santonicum exerceu um efeito hipoglicemiante em
coelhos cujo diabetes foi induzido por aloxano (KORKMAZ; GURDAL, 2002). O
extrato das folhas de Artemisia herba-alba causou reducéo de glicose sanguinea em
14 dos 15 pacientes diabéticos estudados, com melhora da sintomatologia. Nao
foram registrados efeitos colaterais durante ou apés o tratamento (AL-WAILI, 1986).
A administracdo oral do extrato aquoso de A. herba-alba apresenta efeito
hipoglicémico em ratos diabéticos induzidos por aloxana, apresenta ainda, protecao
contra a perda de peso de animais diabéticos e pode aliviar os disturbios induzidos
da frequéncia cardiaca e parametros hematologicos de ratos diabéticos (MANSI,;
LAHHAM, 2008). O extrato das folhas de A. campestris melhora a nefropatia
diabética precoce em ratos por inibir a formagcdo de produtos finais da glicacdo
avancada e por melhora na liberacao de 6xido nitrico (SEFI et al., 2012).

Um exemplo importante é o género Bauhinia, pertencente a familia

Caesalpinioideae, cujas espécies B. forficata e B. monandra apresentam acéo

hipoglicemiante devido a presenca de glicosideo de flavon6ides (MENEZES et al.,
2007). Os polifendis (flavonoides) presentes no extrato hidroalcodlico das sementes
da B. variegata mostraram efeito hipoglicemiante em ratos induzidos por
streptozotocina (SILVA; CECHINEL FILHO, 2002). O extrato de B. divaricata
apresentou atividade hipoglicemiante, atribuida a sua capacidade de inibir a -
amilase (ANKLI et al., 2002). A fracdo n-butandlica do extrato das folhas da B.
forticata diminuiu os niveis de glicose sanguinea, através da reducdo da sua
absorcao intestinal (SILVA et al., 2002). Em outro estudo, o decocto de B. forticata
promoveu melhora no metabolismo dos carboidratos provavelmente por agir de
maneira similar a biguanida, um hipoglicemiante (PEPATO et al., 2002). Os extratos
aquoso, etandlico e hexanico de B. forticata podem reduzir a taxa de glicose,
triglicerideos e colesterol, sendo atil no tratamento do DM tipo 2 (LINO et al., 2004).
O efeito hipoglicemiante da B. forficata foi confirmado em diabéticos apds a ingestao
cronica do cha por 45 dias (SIXEL; PECINALLI, 2005). Estudo com o extrato
metandlico de B. cheilantha, afirma que esta planta apresenta efeito hipoglicemiante
na dose de 600 mg/Kg em ratos diabéticos induzidos com a aloxana (SILVA;
CECHINEL FILHO, 2002).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sefi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22361035
http://pt.wikipedia.org/wiki/Caesalpinioideae
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No género Cassia, pertencente a familia Leguminosae, o extrato aquoso das
folhas de Cassia auriculata apresenta atividade hipoglicémica, atribuido ao aumento
do consumo da glicose periférica (SABU; SUBBURAJU, 2002). O extrato das flores
de C. auriculata tem atividade antidiabética, que foi mais efetiva do que do farmaco
antidiabético glibenclamida, além de promover decréscimo da peroxidacdo de
lipideos e aumento no nivel da glutationa reduzida, superdxido dismutase, catalase,
glutationa peroxidase eglutationa-S-transferase, revelando suas propriedades
antioxidantes (PARI; LATHA, 2002). O extrato metandlico das flores de C. auriculata
possui efeito antihiperglicemiante, semelhante ao farmaco acarbose, através da
inibicdo da enzima a- glicosidase (ABESUNDARA; MATSUI; MATSUMOTO, 2004).
Extrato aquoso de Cassia occidentalis apresenta atividade anti-hiperglicémica em
ratos normais e diabéticos induzidos por aloxano, além de melhorar parametros
como o peso corporal, perfil lipidico e promover regeneragcdo de células B do
pancreas (VERMA, 2010). O extrato das folhas de Cassia javanica possui atividade
hipoglicemiante em normais e diabéticos, com reducdo de 37,62% no nivel de
glicose no sangue de ratos diabéticos em 10 dias (KUMAVAT; SHIMPI; JAGDALE,
2012).

Quanto ao género Enicostema, pertencente a familia Gentianaceae, a espécie

gue tem despertado maior interesse € o Enicostema littorale, uma vez que, o extrato
aquoso de Enicostema littorale é um antidiabético natural por melhora na
sensibilidade da insulina, promove aumento da liberacdo de insulina dependente do
canal para K* sensivel a ATP, porém n&o requer o influxo de ions calcio, sua ac&o
ocorre somente em condicfes hiperglicEmicas (MAROO et al., 2002). Além disso, o
extrato diminuiu a concentragéo de glicose e lipideos no soro, impedindo a disfungéo
renal nos ratos diabéticos (MURALI; UPADHYAYA; GOYAL, 2002; MAROO; VASU,;
GUPTA, 2003). Comprimidos preparados com E. littorale foram administrados em 84
pacientes com diabetes tipo 2, houve reducédo da glicose no sangue, por aumento
dos niveis de insulina plasmatica, impediu a progressao das complicacées renais em
pacientes diabéticos e do perfil lipidico (UPADHYAY; GOYAL, 2004).

No género Momordica da familia Cucurbitaceae, os extratos dos frutos, folhas
e raizes de Momordica charantia sdo eficientes no tratamento da diabetes tipo |l
(MIURA et al., 2004; SENANAYAKE et al., 2004). O extrato de M. charantia tem
efeito protetor glomerular, impede o aumento do volume da urina, reducdo na taxa

de glicose no plasma. O efeito hipoglicémico permanece apesar da destruicdo da
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maioria das células [, indicando um efeito insulino mimético direto (GROVER et al.,
2001). O extrato aquoso de M. charantia atenuou a hiperglicemia e hiperinsulinemia
quando administrado por via oral em ratos diabéticos (VIKRANT et al., 2001). O
extrato aquoso dos frutos de Mormodica cymbalaria produziu diminuigdo maxima na
concentracdo de glicose em ratos diabéticos depois de 3 horas da administracao,
porém néo foi observada atividade hipoglicemiante nos ratos normais. O tratamento
oral durante seis semanas mostrou atividades, anti-hiperglicemiante e anti-
hiperlipidemica significativas em ratos que tiveram o diabetes induzido por aloxano
(KAMESWARA RAO; KESAVULU; APPARAO, 2001). O extrato de M. charantia
exerceu efeito hipoglicemiante provavelmente através do aumento da atividade da
fosfofrutoquinase, a principal enzima envolvida na etapa glicolitica (RATHI,
GROVER; VATS, 2002). O extrato de M. charantia impediu o desenvolvimento da
catarata (RATHI et al., 2002).

Os estudos com o0 género Syzygium, da familia Myrtaceae, revelaram que o
tratamento profiladtico com infusdo das folhas de Syzygium cumini apresentou efeito
protetor contra os danos pancreaticos causados por aloxana em ratos (ZANOELLO
et al.,, 2002). O extrato aquoso das sementes de S. cumini reduziu os danos ao
tecido encefalico de ratos diabéticos, causou decréscimo nos lipideos, aumentou a
concentracdo das enzimas catalase e superoxido dismutase no cérebro de ratos que
tiveram o diabetes induzido por aloxano. Os extratos aquosos e etandlicos
apresentaram efeito hipoglicemiante mais acentuado do que a glibenclamida
(PRINCE; KAMALAKKANNAN; MENON, 2003). O extrato aquoso de Syzygium
alternifolium apresentou efeito hipoglicemiante em ratos normais e diabéticos
induzidos por aloxano, as fracfes hexanica e etandlica também tiveram atividade
hipoglicemiante, mas com menor efeito do que no extrato aquoso (RAO; RAO,
2001).

Outro género que tem se destacado entre as espécies de interesse medicinal
no tratamento do DM é o género Terminalia, pertencente a familia Combretaceae.
Devido ao uso na medicina popular, ao crescente niumero de estudos realizados e a
importante presenca de metabdlitos secundarios, terpendides e flavonoides, na
composigdo quimica desse género. As plantas pertencentes a familia Combretaceae
estdo distribuidas em cerca de 600 espécies, ocorrem em regides tropicais e
subtropicais, apresentam-se como arvores e arbustos. Trata-se de uma familia

formada por 18 géneros, sendo os dois géneros de maior ocorréncia Terminalia e
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Combretum, cada um com 250 espécies. Com relacdo a composi¢cdo quimica é uma
familia bastante diversificada, apresentando taninos, flavondides, triterpendides e
lignanas (YADAVA; RATHORE, 2000; LIN et al., 2000; KHAN; KIHARA; OMOLOSO,
2002; GARCEZ et al., 2003).

No sul da Africa, as plantas da familia Combretaceae s&o utilizadas na
medicina popular no tratamento de dores abdominais, nas costas, ouvidos, dentes e
cabeca, contra a esquistossomose, resfriados, conjuntivites, diarréia, parasitos
intestinais, infertilidade feminina, lepra, pneumonia, mordida de cobras, sifilis e
caxumba. Espécies do género Combretum apresentam flavondides como a
epigenina, genkwanina, rhamnocotrina e kaempferol, que Ihes conferem atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Por conseguinte,
tais compostos também apresentam atividade contra Vibrio colerae e Enterococcus
faecalis. Além disso, foram demonstradas a presenca de taninos e saponinas com
atividade antifangica e o extrato metandlico das folhas de Combretum micranthum
apresentou atividade antiinflamatoria (PIETROVSKI, 2004).

De forma semelhante, as plantas do género Terminalia sdo ricas em
metabdlitos secundarios como triterpendides pentaciclicos e seus derivados
glicosilados, taninos, flavonodides e compostos aromaticos (SIMOES, et al. 2003;
ARAUJO; CHAVES, 2005). Apresentam diversas atividades farmacoldgicas tais
como antidiabética, antifungica, antimicrobiana, antioxidante, anti-HIV-1 e
antimalarica (GARCEZ et al., 2003; ARAUJO; CHAVES, 2005).

Estudos demonstram que a administracdo oral do extrato etandlico dos
frutos de Terminalia pallida Brandis apresentou atividade anti-hiperglicemiante em
ratos diabéticos induzido por aloxana (RAO et al., 2003). Extrato metandlico dos
frutos de T. bellirica reduziu 54 % da hiperglicemia em ratos diabéticos induzidos por
aloxana (SABU; KUTTAN, 2009) e o extrato dos frutos estimulou a secrecao de
insulina (KASABRI; FLATT; ABDEL-WAHAB, 2010).

A espécie vegetal Terminalia catappa Linn, popularmente conhecida como
amendoeira, chapéu-de-praia e castanhola, ilustrada na Figura 3, é originaria da
Maléasia, esta distribuida em regides litoraneas tropicais e subtropicais (FAN et al.,
2004). Trata-se de uma arvore de tronco alto, aspero e tortuoso, com galhos
dispostos horizontalmente. Tem folhas grandes, obcordiformes e agrupadas nas
extremidades dos ramos, a coloragdo varia com a idade entre verde intenso ao

vermelho rubro. As flores sdo pequenas de coloracdo branco-résea, apétalas
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dispostas em espigas axilares e drupa eliptica, glabra e achatada com cerca de 5 cm
de comprimento, indeiscente e de mesocarpo comestivel. Os frutos sdo amarelos ou
vermelho claro, a casca do caule é adstringente com alto grau de taninos. Muito
encontrada em praias por ter facilidade de desenvolvimento em terrenos arenosos e
salinos, além da capacidade de resistir aos efeitos do vento (BRAGA, 1976).

No sudeste da Asia é utilizada como antipirético, no combate as diarréias,
dermatites, hepatite, diabetes e na prevencdo de hepatoma (CHEN et al., 2000;
NAGAPPA et al., 2003; GOUN et al., 2003; GAO et al., 2004, CHYAU; KO; MAU,
2006). Em Taiwan, as folhas sdo usadas para a prevencao e tratamento de hepatites
e doencas do figado (CHYAU; KO; MAU, 2006). Na india, Filipinas, Malasia e
Indonésia, as folhas, cascas e frutos sdo usados como antidiarréico, antipirético e
hemostético. No Brasil tem sido utilizada na medicina popular em doencas das vias
respiratorias, disenterias e diarréias (CORREA, 1984; CRUZ, 1982).

Estudos fitoquimicos revelaram a presenca dos constituintes majoritarios das
folhas: taninos hidrolisaveis, dentre os quais a punicalina e a punicalagina (CHEN et
al., 2000; LIN et al., 2000); flavondéides glicosilados foram isolados da fracdo em n-
butanol do extrato etandlico das folhas (LIN et al., 2000); acidos triterpénicos, como
o acido ursolico e o acido 2a, 3B, 23-triidroxi -12-en-28-6ico foram isolados da fracédo
em cloroférmio do extrato etandlico das folhas e considerados provaveis
responsaveis pela atividade antiinflamatoria apresentada (FAN et al., 2004).

A pesquisa das atividades farmacoldgica e bioldgica dos taninos tém sido de
grande interesse na pesquisa. Testes in vitro realizados com extratos ricos em
taninos ou com taninos puros tém identificado diversas atividades bioldgicas dessa
classe de substancias. Dentre essas atividades destacam-se: acdo bactericida,
fungicida, antiviral, antioxidante, antitumoral, antidiabética, inibicdo de enzimas como
glucosiltransferases de Streptococcus mutans e S. sobrinus e elevada atividade
moluscicida (MARSTON; HOSTETTMANN, 1985; SIMOES, 2003).

A avaliacdo farmacolégica do extrato das folhas apresentou atividade
hepatoprotetora (TANG et al.,, 2006; GAO et al., 2004 ), diferentes extratos das
folhas apresentaram afeito antioxidante (CHYAU et al.,, 2002; CHYAU; KO; MAU,
2006). Estudos afirmam que o extrato aquoso das folhas de T. catappa exibiu
atividade antidiabética (AHMED et al., 2005) e o extrato dos frutos de T. catappa
diminuiu os niveis de glicose no soro sanguineo de ratos diabéticos induzidos por
aloxana (NAGAPPA et al., 2003).
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Figura 3 — Terminalia catappa, arvore (a), folhas e frutos (b).

N Ty &

Fonte: http://calphotos.berkelev.edu/cqi/imq query?where-
taxon=Terminalia+catappa(acessado em Janeiro de 2013).

Nao existem estudos publicados sobre o efeito antidiabético do extrato
hidroalcoodlico das cascas do caule de Terminalia catappa, assim como de seu
potencial anti-hiperglicemiante, de seus efeitos metabdlicos e cardiovasculares em
ratos diabéticos e ndo-diabéticos. Além disso, tendo em vista o crescente interesse
pelo género Terminalia, a importancia do estudo de plantas medicinais com efeitos
benéficos sobre o DM, o0 uso na medicina popular de Terminalia catappa no DM e

sua abundancia na flora brasileira, essa espécie se tornou o alvo desse estudo.


http://calphotos.berkeley.edu/cgi/img_query?where-taxon=Terminalia+catappa
http://calphotos.berkeley.edu/cgi/img_query?where-taxon=Terminalia+catappa
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o potencial antidiabético do extrato hidroalcodlico das cascas do

caule de Terminalia catappa (Combretaceae) em ratos.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar a prospeccéo quimica do extrato;

e Avaliar o efeito do tratamento crénico com o extrato sobre:

v
v
v

D N N NN

0 peso corporal de ratos diabéticos e ndo diabéticos;

o perfil glicidico de ratos diabéticos e ndo diabéticos;

o teste de tolerancia oral a glicose de ratos diabéticos e néao
diabéticos;

o perfil lipidico de ratos diabéticos e ndo diabéticos;

marcadores de funcéo renal de ratos diabéticos e nédo diabéticos;
marcadores de fungéo hepatica de ratos diabéticos e nao diabéticos;
os parametros hemodinamicos de ratos diabéticos e ndo diabéticos.
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4 MATERIAL

4.1 Material botanico: casca do caule de Terminalia catappa

A espécie Terminalia catappa foi coletada no municipio de Maceio, no
Campus A. C. Simbes da Universidade Federal de Alagoas, em fevereiro de 2009,
sendo identificada pela botanica, Rosario de Fatima de Almeida Rocha, do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (ICBS), da Universidade Federal de Alagoas. Um
exemplar do referido material encontra-se catalogado sob o numero 03805 no
Herbéario Professor Hondrio Monteiro (MUFAL), do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e
da Saude (ICBS)/UFAL, sediado no Museu de Historia Natural.

4.2 Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus variedade albinus), machos adultos
da linhagem Wistar, pesando em média 260 g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Alagoas — UFAL, Brasil. Antes do inicio do estudo os
animais passaram por um periodo de aclimatacdo de sete dias as condi¢bes do
laboratorio e permaneceram sob condi¢des controladas de temperatura (22 + 1°C) e
ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso a alimentagdo e dgua. Todos o0s
experimentos desenvolvidos neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFAL, certiddo niumero 015018/2011-18.

4.3 Substancias
Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas as seguintes drogas:

aloxano monoidratado (Sigma — Aldrich), tiopental sédico (Cristalia), sal sédico de
heparina (Roche), diluidas em salina, para concentracdes desejadas.
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5 METODOS

5.1 Obtencdo do extrato bruto hidroalcodlico das cascas do caule de

Terminalia catappa

O extrato foi cedido pelo Laboratorio de Pesquisa em Quimica de Produtos
Naturais (LPgPN) — UFAL . Para a preparacdo do extrato hidroalcodlico, 2.650,0 g
das cascas do caule foram submetidas a secagem a temperatura ambiente da droga
vegetal, seguida de trituragdo. O extrato foi obtido através de maceragédo com etanol
90 % por 3 vezes. ApGs concentracdo das solucdes, sob pressdo reduzida em
evaporador rotativo, foram obtidos 398,5 g do extrato bruto, tendo um rendimento de
15,03%.

5.2 Prospeccdo quimica

Uma aliquota do extrato (1 mg/mL) foi submetida aos testes de triagem para
classes de produtos naturais de acordo com o protocolo descrito por Matos (1997)
modificado.

5.3 Inducéo do diabetes

O diabetes foi induzido pela administracao intravenosa de aloxana, a partir da
veia dorsal peniana, diluida em solucéo salina (0,9%) na dose de 40 mg/Kg de peso
corporal (LERCO et al., 2003), realizada em jejum de aproximadamente 20 horas.
Apods quinze dias da inducao foi verificada a glicemia em jejum, através de coleta de
sangue por seccdo da calda com auxilio de monitor de glicemia (TRUEread™).
Foram considerados diabéticos os animais que apresentaram glicemia acima de 200
mg/dL. Foi verificado 35% de mortalidade dos ratos no periodo de instalacdo do

diabetes experimental.

5.4 Delineamento experimental

Os animais foram randomizados em quatro grupos com dez animais cada,

conforme abaixo:
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- Grupo néo diabético tratado com solugéo salina 0,9% (NDS);
- Grupo néo diabético tratado com extrato 200 mg/Kg (NDE);
- Grupo diabético tratado com solucéo salina 0,9% (DS);

- Grupo diabético tratado com extrato 200 mg/Kg (DE);

No 15° dia ap6s a inducéo do diabetes, os quatro grupos foram subdivididos,
sendo cinco ratos de cada grupo destinados ao teste de tolerancia oral a glicose,
secdo 4.6.3., e os demais ratos submetidos ao tratamento diario com extrato 200

mg/Kg em 0,3 mL, por gavagem (via oral) até o 30° dia de protocolo experimental.

5.5 Peso corporal dos ratos

Os animais foram pesados individualmente em balanca semi-analitica nos
dias zero (um dia antes da inducdo do DM), 14° dia e 30° dia, dias em que né&o se

encontravam em periodo de jejum.

5.6 Perfil glicidico

5.6.1 Glicemia de jejum

Apos 12 horas em jejum foi realizada a coleta de 50 uL de sangue por seccéo

da calda e com auxilio de monitor de glicemia (TRUEread™

) para determinar a
glicemia de jejum baseada em um sistema amperométrico. Nesse sistema a glicose
presente no sangue total é oxidada através da acdo da enzima glicose oxidase
formando &cido glucénico. Os elétrons gerados nessa reacdo sdo transferidos do
sangue para os eletrodos e a corrente resultante € proporcional a concentracdo de

glicose no sangue que € quantificada e convertida para uma leitura no monitor.

5.6.2 Hemoglobina glicada

HbAlc foi determinada por método de Trivelli modificado, através de kit
Labtest, utilizando a técnica de microcromatografia de separacao rapida. O método
se baseia na interacao de antigeno e anticorpo para a determinacao direta de HbAlc
do sangue total. O sangue coletado com anticoagulante € hemolisado, em seguida,
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hemoglobina total e HbAlc se ligam as particulas do latex. Quando o anticorpo
antiHbAlc é adicionado, forma-se o complexo latex-HbAlc-anticorpo, em seguida é
adicionado anti-anticorpo e ocorre aglutinacdo que € proporcional a concentracéo de

HbAlc na amostra. Entdo, o valor de HbAlc é obtido através da curva de calibragao.

5.6.3 Teste de tolerancia oral a glicose

No 15° dia apos a inducdo do DM os animais dos quatro grupos (n=5), em
jejum, foram submetidos ao teste de tolerancia oral a glicose, para ser avaliagdo do
potencial anti-hiperglicemiante agudo do extrato, 200 mg/Kg v.o., ap0s a sobrecarga
de 2g de glicose por Kg de animal. Em seguida as administracdes da glicose e do
extrato a glicemia dos animais foi verificada a glicemia sanguinea por seccdo da
calda e com auxilio de monitor de glicemia nos tempos 30, 60, 90, 120, 150, 180 e
240 minutos.

5.7 Perfil lipidico

5.7.1 Colesterol total

O sangue foi acondicionado em tubos livre de anticoagulante e centrifugado
para a separacao do soro, a partir desse, determinado o colesterol total usando um
sistema enzimatico através de kit Labtest. Os ésteres de colesterol sdo hidrolisados
pela colesterol esterase formando colesterol livre e acidos graxos. O colesterol livre
€ entdo oxidado pela colesterol oxidase a colest-4-en-ona e perdxido de hidrogénio.
Por fim, na presenca de peroxidase e peroxido de hidrogeno, o fenol e a 4-
aminoantipirina sdo oxidados formando a antipirilquinonimina que tem absortividade
maxima em 500 nm em espectofotdmetro de ultravioleta. O produto final formado
confere com vermelha a amostra analisada que é diretamente proporcional a

concentracéo de colesterol na amostra.

5.7.2 Colesterol HDL

As lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e as lipoproteinas de baixa

densidade (LDL) plasmaticas precipitam ap0s a centrifugacdo do sangue, diante
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disso, as lipoproteinas de alta densidade (HDL) foram determinadas no
sobrenadante utilizando sistema enzimatico Labtest, onde por acdo do acido
fosfotingstico e cloreto de magnésio essa precipitacdo € seletiva e quantitativa.
Também se trata de um sistema de medida colorimétrica em 500 nm de

comprimento de onda.

5.7.3 Colesterol LDL

O LDL foi determinado usando a equacdo de Friedewald, onde: LDL =
Colesterol total — (HDL + VLDL), desde que a concentracdo de triglicérides nao
ultrapassem 400 mg/mL e ndo pertencam a pacientes portadores de lipoproteinemia
do Tipo .

5.7.4 Triglicérides

Os triglicérides plasméaticos foram determinados por sistema enzimatico
colorimétrico utilizando kit Labtest, onde, a lipoproteina lipase promove sua hidrélise
liberando glicerol, que por acdo da glicerolquinase forma glicerol-3-fosfato que é
entdo oxidado a dihidroxiacetona e peroxido de hidrogénio, na presenca de
glicerolfosfato oxidase. Por fim, por acdo da peroxidase ocorre uma reacdo de
acoplamento entre o perdoxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e 4-cloranfenicol,
produzindo quinoneimina com absorbancia em 505 nm que também promove cor

vermelha que é proporcional a concentracéo de triglicérides na amostra.

5.7.5 Colesterol VLDL

O VLDL foi determinado usando a equagédo de Friedewald, onde: VLDL =

Triglicérides/5.
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5.8 Marcadores de lesao renal

5.8.1 Ureia

A ureia foi determinada a partir do soro sanguineo, por um sistema enzimatico
cinético onde, a ureia é hidrolisada pela urease formando aménia e diéxido de
carbono. A amobnia reage com 2-cetoglutarato e NADH pela acdo enzimatica da
glutamato desidrogenase NADH é oxidado a NAD. A absorbancia medida em 340

nm € proporcional a concentracdo de uréia na amostra.

5.8.2 Creatinina

A creatinina foi determinada a partir o soro sanguineo, pelo método de Jaffé
UV modificado, através de kit Labtest. Trata-se de um sistema enzimatico
colorimétrico onde a creatinina reage com picrato em meio alcalino, o complexo
formado apresenta absorbancia em 520 nm, a fim de minimizar a acdo de

interferentes € aplicado um indice de correcao de 0,25 mg/dL.

5.9 Marcadores de lesdo hepética

5.9.1 Alanina amino transferase

A determinacdo da alanina amino transferase (ALT) ou transaminase
glutdmico piravica (TGP) foi realizada através de método enzimatico cinético
utilizando kit Labtest. A ALT catalisa a transferéncia de um grupamento amina da
alanina para o cetoglutarato, formando piruvato e glutamato. O piruvato € entédo
reduzido a lactato por acdo da enzima lactato desidrogenase e o NADH € oxidado a
NAD. A absorbancia em 340 nm € oriunda da oxidacdo do NADH, sendo

diretamente proporcional a atividade da ALT na amostra.

5.9.2 Aspartato amino transferase

A determinacdo de aspartato amino transferase (AST) ou transaminase

glutdmico oxalacética (TGO) foi realizada por método enzimatico cinético, usando kit
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Labtest. A AST catalisa a transferéncia do grupo amina do acido aspértico para o
cetoglutarato, formando glutamato e oxalacetato. O oxalacetato por acdo da malato
desidrogenase € entdo reduzido a malato e a conezima NADH é oxidada a NAD. A
absorbancia em 340 nm é resultante da oxidacdo do NADH e é proporcional a

atividade da AST na amostra.

5.10 Parametros hemodinamicos

No 30° dia do protocolo experimental (fim do tratamento), os ratos foram
anestesiados com tiopental sodico (45 mg/Kg, i.p.), em seguida, cateter de
polietileno, um segmento de PE-10 (diametro interno e externo de 0,28 e 0,61 mm,
respectivamente), soldado a um segmento de PE-50 (diametro interno e externo de
0,58 e 0,96 mm, respectivamente), preenchidos com solucéo salina heparinizada (1:
20 v/v), foi implantado na aorta abdominal, via artéria femoral esquerda.

A pressdo arterial e a frequéncia cardiaca foram medidas apdés o
procedimento cirargico, com 0s animais ainda sob anestesia, pela conexdo do
cateter arterial a um transdutor de pressdo (BLPR, AECAD, Brasil) pré-calibrado
acoplado a um amplificador (Modelo 04P, AECAD, Brasil) e conectado a um micro-
computador equipado com placa conversora analdgico-digital usando um software
AQCAD (AVS Projetos, SP, Brasil). A frequéncia escolhida para amostragem dos
dados foi de 500 Hz. Para cada ciclo cardiaco, o computador calcula a presséo
arterial sistdlica, diastélica e média, e o intervalo de pulso (referido como frequéncia
cardiaca). Apos 15 minutos de estabilizacdo foi realizado o registro de 30 minutos
para posterior analise. Apds 0s experimentos os animais foram eutanasiados com

tiopental sddico (i.v.).

5.11 Anédlise estatistica

Os resultados sdo expressos como média + E.P.M., adotando um nivel de
significancia de p < 0,05. Para o tratamento estatistico foi utilizado a analise de
variancia ANOVA, One-way seguido de Newman-Keuls e Two-way seguido de

Bonferroni quando necessario.
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6 RESULTADOS

6.1 Classes de produtos naturais identificados na prospeccdo quimica do

extrato

A prospeccdo quimica do extrato hidralcodlico das cascas do caule de
Terminalia catappa, revelou pH (potencial hidrogeniénico) neutro, igual a 7. As

classes de produtos naturais identificados estao apresentadas na tabela 1.

Tabela 1 - Prospeccdo quimica do extrato etandlico das cascas do caule de
Terminalia catappa.

Prospeccéo quimica EETC

Teste para taninos e fenois +
Teste para antocianinas, antocianidinas e +
flavonoides

Teste para leucoantocianidinas, catequinase +
flavonas

Teste para flavondis, flavanonas, flavanonéis e +
xantonas

Teste para esterdides e triterpendides +
Teste para saponinas +

Teste para alcaléides -

Legenda: (+) presenca de compostos; (-) auséncia de compostos.
Fonte: Autora, 2013.

6.2 Efeito do tratamento com extrato sobre o peso corporal dos ratos
Na tabela 2 pode ser verificado que o peso corporal dos grupos DS e DE, até
no periodo de instalacio do DM (entre a inducdo e o inicio do tratamento),

apresentou diminuigéao (p<0,001) 11% de peso corporal.

Tabela 2 — Peso corporal (g) dos ratos durante o experimento.

. 15° dia—inicio do 30°dia—fim do
Inicio do protocolo
tratamento tratamento
NDS 267,4+9,8 271,6 + 10,9 277,1+6,5
NDE 267,4+9,8 271,6 + 10,9 269,2 + 9,0
DS 257,0+8,2 230,8+9,12"° 209,8 +9,6 2°
DE 257,0 £ 8,2 230,8 +9,12° 242,72 + 5,1 2P°

Grupos (n=5) ndo diabético salina (NDS), ndo diabético tratado extrato (NDE), DS (diabético salina) e
DE (diabético extrato). Resultados expressos em média + E.P.M. ®p<0,001 vs. NDS; bp<0,001 VS.
NDE; °p<0,001 vs. DS. Two-way ANOVA, seguido do pos teste Bonferroni.

Fonte: Autora, 2013.
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O grupo DS apresentou no 30° dia de protocolo experimental, diminui¢cao
(p<0,001) 9% de peso corporal, esse resultado acrescido a perda até o 15° dia
(inicio do tratamento) representou 20% de perda de peso corporal total. O grupo DE
no 30° dia de protocolo experimental apresentou ganho (p<0,001) 5% de peso
corporal, esse resultado somado a perda até o inicio do tratamento representou
perda de 6% de peso corporal total.

6.3 Efeito do tratamento com o extrato sobre o perfil glicidico

6.3.1 Glicose plasmatica

Na tabela 3 pode ser verificado que a glicose plasméatica do grupo DS, até o
15° dia de protocolo experimental, apresentou aumento de glicose (p<0,001) 365% e
(p<0,001) 372% quando comparado aos grupos NDS e NDE, respectivamente. O
grupo DE, apresentou aumento de glicose de (p<0,001) 355% e (p<0,001) 364%
guando comparado aos grupos NDS e NDE, respectivamente. No 30° dia, fim do
tratamento o grupo DE apresentou diminuicdo da glicose (p<0,001) 39% quando
comparado com DE no inicio do tratamento e diminuicdo de 56% de glicose
plasmatica quando comparado com DS no fim do tratamento.

Tabela 3 — Glicose plasmatica em jejum (mg/dL) dos ratos no inicio e fim do
tratamento.

15° dia — inicio do tratamento 30°dia—fim do tratamento
NDS 86,4 +1,75 89,2+4,2
NDE 85,0+ 2,54 78,4 + 4,69
DS 401,3 + 43,39 *° 554,8 + 6,93 *°
DE 393,2 + 20,05 *° 241,4 + 16,63 *°°

Grupos (n=5) ndo diabético salina (NDS), ndo diabético tratado extrato (NDE), DS (diabético salina) e
DE (diabético extrato). Resultados expressos em média + E.P.M. p<0,001 vs. NDS; bp<0,001 VS.
NDE; °p<0,001 vs. DS. Two-way ANOVA, seguido do pos teste Bonferroni.

Fonte: Autora, 2013.

6.3.2 Hemoglobina glicada

No gréfico 1 pode ser verificado que a indu¢do do DM apresentou aumento
na HbAlc (p<0,05) 100% e (p<0,05) 84% no grupo DS quando comparado aos
grupos NDS e NDE, respectivamente. No grupo DE o tratamento com o extrato

apresentou diminuigéao (p<0,001) 100% de HbAlc quando comparado ao DS.
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Gréfico 1 — Hemoglobina glicada (%) dos ratos no fim do tratamento.
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Grupos (n=5) nado diabético salina (NDS), ndo diabético tratado extrato (NDE), DS (diabético salina) e
DE (diabético extrato). Resultados expressos em média + E.P.M.#p<0,05 vs. NDS; "p<0,05 vs. NDE;
*p<0,05 vs. DS. One-way ANOVA, seguido do pds teste Newman-Keuls.

Fonte: Autora, 2013.

6.3.3 Teste de tolerancia oral a glicose

Grafico 2 — Efeito do tratamento agudo com o extrato sobre o teste de tolerancia oral a
glicose.
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Grupos (n=5) néo diabético salina (NDS), nao diabético tratado extrato (NDE). Resultados expressos
em média £+ E.P.M."p<0,001 e {p<0,01 vs. NDS. One-way ANOVA, seguido do pés teste Newman-
Keuls.

Fonte: Autora, 2013.
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No grafico 2 pode ser verificado que apos sobrecarga de glicose o grupo NDS
apresentou aumento (p<0,001) 29% (30 min), (p<0,001) 37% (60 min), (p<0,001)
32% (90 min), (p<0,001) 31% (120 min), (p< 0,01) 29% (150 min) e de (p<0,001)
40% (240 min) quando comparado ao grupo NDE. Os grupos DS e DE néo estéo
apresentados, pois diante da diabetes severa apresentada os animais nao resistiram

a sobrecarga de glicose.
6.4 Efeito do tratamento com o extrato sobre o perfil lipidico

Na tabela 4 pode ser verificado que, o colesterol total do grupo NDE
apresentou diminuicdo (p<0,05) 38% quando com parado com o grupo NDS. O
colesterol LDL do grupo NDE apresentou diminuicdo (p<0,05) 44% quando

comparado com o grupo NDS.

Tabela 4 — Perfil lipidico dos ratos no fim do tratamento.

NDS NDE DS DE
Colesterol total (mg/dL) 87,2+ 11,7 545+25%2 69,8 +0,7 69,8 + 8,6
HDL (mg/dL) 24,3+2,9 22,3+8,2 21,3+2,7 23,0+15
LDL (mg/dL) 56,2 + 8,5 31,6 +2,5% 38,4+3,3 40,4 5,0
VLDL (mg/dL) 54+0,7 45%0,5 9,8+0,20°¢ 33+1,3¢
Triglicerideos (mg/dL) 27,3+2,0 20,3+3,3 486+14°° 167+56°

Grupos (n=5) nado diabético salina (NDS), ndo diabético tratado extrato (NDE), DS (diabético salina) e
DE (diabético extrato). Resultados expressos em média * E.P.M.ap<0,05 ebp<0,001 vs. NDS;

Cp<0,001 vs. NDE; dp<O,OOl vs. DS. One-way ANOVA, seguido do pds teste Newman-Keuls.
Fonte: Autora, 2013.

Quanto ao colesterol VLDL e triglicerideos, o grupo DS apresentou aumento
guando comparado aos grupos NDS e NDE de (p < 0,001) 82% e (p<0,001) 120%
para VLDL e (p<0,001) 78% e (p<0,001) 140% para triglicerideos. Quando avaliado
o grupo DE, o tratamento promoveu diminuicdo nos niveis de VLDL e triglicerideos
de (p<0,001) 66% e (p<0,001) 66%, respectivamente quando comparado ao grupo
DS.

6.5 Efeito do tratamento com o extrato sobre marcadores de lesao renal
No grafico 3 pode ser verificado que o grupo DS, apresentou 105,4 + 10,8

mg/dL de ureia, que representa aumento (p<0,001) 141% e (p<0,001) 147% quando

comparado aos grupos NDS e NDE, respectivamente. O grupo DE, apresentou
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niveis plasmaticos de 68,4 + 14,1 mg/dL de ureia uma de diminui¢do (p<0,01) 35%
guando comparado ao grupo DS.

Gréfico 3 — Ureia plasmatica dos ratos no fim do tratamento.
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Grupos (n=5) ndo diabético salina (NDS), ndo diabético tratado extrato (NDE), DS (diabético salina) e
DE (diabético extrato). Resultados expressos em média + E.P.M. *#p<0,001 vs. NDS; *"p<0,001 vs.
NDE; **p<0,01 vs. DS. One-way ANOVA, seguido do pos teste Newman-Keuls.

Fonte: Autora, 2013.

No grafico 4 pode ser verificado que a variacdo dos niveis de creatinina

plasmatica ndo apresentaram diferenca estatistica entre nenhum dos grupos.

Grafico 4 — Creatinina plasmatica dos ratos no fim do tratamento.
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Grupos (n=5) ndo diabético salina (NDS), ndo diabético tratado extrato (NDE), DS (diabético salina) e
DE (diabético extrato). Resultados expressos em média + E.P.M. One-way ANOVA.
Fonte: Autora, 2013.
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6.6 Efeito do tratamento com o extrato sobre os marcadores de lesdo hepatica

No grafico 5 pode ser verificado que o grupo DS apresentou ALT plasmatica
de 161,6 + 19,8 U/L, aumento (p<0,01) 88% e (p<0,01) 78% quando comparado com
0s grupos NDS e NDE. Quanto ao grupo DE, apresentou ALT plasmatica de 158,0 +
15,0 U/L, que representa aumento (p<0,01) 84% e (p<0,01) 74% quando comparado
com os grupos NDS e NDE.

Grafico 5 — Alanina amino transferase plasmatica dos ratos no fim do tratamento.
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Grupos (n=5) nado diabético salina (NDS), ndo diabético tratado extrato (NDE), DS (diabético salina) e
DE (diabético extrato). Resultados expressos em média + E.P.M. ##p<0,01 vs. NDS; "p<0,01 vs.
NDE. One-way ANOVA, seguido do pos teste Newman-Keuls.

Fonte: Autora, 2013.

No grafico 6 pode ser verificado que o a variacdo dos niveis de AST
plasmatica ndo apresentou diferenca estatistica entre nenhum dos grupos.

Grafico 6 — Aspartato amino transferase plasmatica dos ratos no fim do tratamento.
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Grupos (n=5) ndo diabético salina (NDS), ndo diabético tratado extrato (NDE), DS (diabético salina) e
DE (diabético extrato). Resultados expressos em média + E.P.M. One-way ANOVA.
Fonte: Autora, 2013.



51

6.7 Efeito do tratamento com o extrato sobre os parametros hemodinamicos

Os resultados de pressédo arterial diastolica (PD), pressao arterial sistolica
(PS), presséao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) estdo apresentados
na figura 10. A inducdo do DM experimental causou sobre a PA diastolica no grupo
DS, diminuigdo (p<0,01) 21% e (p<0,05) 13% quando comparado com 0S grupos
NDS e NDE, respectivamente. O grupo DE quando comparado com os grupos NDS
e NDE houve diminui¢édo (p<0,001) 28% e (p<0,01) 21% da PA diastdlica.
A PA sistolica, no grupo DS ocorreu diminuicdo (p<0,001) 16% e (p<0,001)
15% quando comparado com os grupos NDS e NDE, respectivamente. No grupo DE
houve diminuicdo (p<0,001) 24% e (p<0,001) 23% da PA sistélica quando
comparado aos grupos NDS e NDE. O tratamento com extrato no grupo DE
promoveu diminui¢cao (p<0,05) 10% da PA sistélica quando comparado com o grupo
DS.

Gréfico 7 — Parametros hemodinamicos dos ratos no fim do tratamento.
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Grupos (n=5) ndo diabético salina (NDS), ndo diabético tratado extrato (NDE), DS (diabético salina) e
DE (diabético extrato). A: pressao diastdlica (PD, mmHg). B: pressao sistélica (PS, mmHg). C:
pressédo arterial média (PAM, mmHg). D: frequéncia cardiaca (FC, bpm#). Resultados expressos em
média + E.P.M.""p<0,001 e "p<0,01 e *p<0,05 vs. NDS;**p<0,001 e *p<0,01 e *p<0,05 vs. NDE;
*p<0,05 vs. DS. One-way ANOVA, seguido do pos teste Newman-Keuls.

Fonte: Autora, 2013.
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A PAM do grupo DS quando comparado com os grupos NDS e NDE
apresentou diminuigdo (p<0,001) 21% e (p<0,001) 17% da PAM. No grupo DE
guando comparado com os grupos NDS e NDE houve diminuicdo (p<0,001) 27% e
(p<0,001) 23% da PAM.

Na FC, o grupo NDE apresentou bradicardia, diminuicdo (p<0,05) 13% da
FC quando comparado com o grupo NDS. A inducdo do DM experimental causou
bradicardia no grupo DS quando comparado com os grupos NDS e NDE, diminuicao
(p<0,001) 33% e (p<0,001) 23% da FC. O grupo DE quando comparado com 0s
grupos NDS e NDE ocorreu diminuigéo (p<0,001) 35% e (p<0,001) 25% da FC.
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7 DISCUSSAO

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o efeito
antidiabético do extrato etandlico da casca do caule de Terminalia catappa sobre o
peso corporal, perfil glicidico, perfil lipidico, marcadores de lesé@o renal, marcadores
de lesdo hepética e parametros hemodinamicos de ratos com diabetes induzida por
aloxana.

Os principais achados desse trabalho foram sobre o perfil metabdlico geral
com ganho de peso corporal, efeito antidiabético, antiglicante, hipotriglicerolémico e
protetor renal em ratos diabéticos apds tratamento crénico com o extrato, efeito
antihiperglicemiante em ratos nao diabéticos apds sobrecarga de glicose apos
tratamento agudo com o extrato, efeito hipocolesterolémico em ratos ndo diabéticos
apos tratamento crénico com o extrato.

A fim de reproduzir a sintomatologia do DM, vérios estudos tém
utilizado modelos experimentais de diabetes induzida por aloxana em ratos, ja que,
nesses animais desencadeia caracteristicas clinicas, histologicas e laboratoriais
similares ao DM humano (ORLOFF, et al., 1975). Diante desses fatores, o DM
aloxanico em ratos foi escolhido para o desenvolvimento desse trabalho.

No presente estudo, foi observado ao longo do periodo experimental que os
grupos diabéticos apresentaram o0s tipicos sintomas do DM descompensado,
polifagia, polidipsia e polidria, mas que ndo foram quantificadas, estas mesmas
caracteristicas também foram observadas em outros trabalhos (CARVALHO;
CARVALHO; FERREIRA, 2003). Esses sintomas estédo diretamente relacionados a
hiperglicemia, j& que a polidria se instala no momento em que o limiar de reabsorc¢éo
de glicose das células tubulares é ultrapassado, entdo o excesso de glicose é
excretado na urina e a partir do efeito osmético da glicose, ocorre a diurese osmética
(polidria). Por conseguinte, a perda de &gua e eletrélitos pela urina causa
desidratacdo e insuficiéncia circulatéria periférica, em acréscimo, os altos niveis de
glicose sanguinea incrementam a hiperosmolaridade sanguinea, estimulando o
centro da sede, através de osmorreceptores cerebrais, levando a polidipsia. Ja a
polifagia, € oriunda da deplecdo do metabolismo glicidico, prejudicando o0s
mecanismos que levam a sintese de ATP (glicélise, ciclo de Krebs e cadeia
fosforilativa de elétrons), diante disso é ativada a lipdlise do tecido adiposo a fim de

suprir as necessidades energéticas levando a perda de peso
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A avaliagdo da variagdo de peso nos animais, tabela 2, revelou importante
perda de peso corporal em ratos diabéticos de maneira semelhante aos trabalhos de
Lerco et al., (2003), Ahmed (2005) e Nagappa (2003). Esses autores afirmam que
guanto maior o tempo de induzida e instalada DM, maior serd a perda de peso
corporal e a debilidade dos animais. Contudo, quando avaliados os ratos diabéticos
tratados com o extrato, foi observado ganho de peso corporal, equivalente a quase
50% do que haviam perdido, no periodo de instalacdo do DM. Dessa forma, tais
resultados revelam que o tratamento com o extrato promove uma evolucdo ponderal
dos animais, por provavel melhora do perfil metabolico, em especial, no metabolismo
glicidico e lipidico.

A restauracdo da homeostasia da glicose em individuos diabéticos, com total
deficiéncia na secrecdo de insulina, é promovida por meio de sua reposi¢cao. Por
conseguinte, sdo restauradas fungdes como a inibicdo da gliconeogénese e da
glicogendlise, melhora da captacdo de glicose periférica e aumento da glicdlise.
Contribuindo, dessa forma, para a reducéo da hiperglicemia (FONSECA, 2008).

No diabético, alguns métodos sdo importantes com a finalidade de avaliar o
controle glicémico, verificando, dessa forma, se os tratamentos empregados para o
controle da glicemia estdo sendo satisfatorios. Para tal, além das medidas de
glicemia de jejum, séo realizadas as dosagens de glicemia pés-prandial, medida de
glicose na urina, medida de corpos cetbnicos na urina, além de frutosamina e
hemoglobina glicada no sangue (GROSS et al., 2002).

De maneira semelhante a adotada por Lerco et al.,, (2003), no presente
estudo, a confirmagao do DM foi confirmada na presencga hiperglicemia de jejum no
15° dia apds a inducao, considerando como ponto de corte a glicemia capilar de
jejum superior a 200 mg/dL.

A hiperglicemia crénica observada nos grupos diabéticos estudados nesse
trabalho € resultado do severo processo patoldgico oriundo da deficiéncia na
producdo de insulina causada pela acdo toxica e necrética da aloxana sobre as
células B pancreéticas. A avaliacdo da glicemia de jejum, tabela 3, revelou que nos
animais diabéticos nao tratados foi bastante superior a dos nao diabéticos,
caracterizando DM severa, resultados semelhantes foram encontrados por Ahmed
(2005) e Nagappa (2003). O tratamento de ratos diabéticos com o extrato exerceu

importante acdo antidiabética.



55

O estudo de prospeccgéao do extrato usado nesse trabalho revelou a presenca
de taninos e flavondides. E possivel que a presenca de tais compostos tenha
contribuido para a reducédo da glicemia no grupo diabético tratado com extrato. A
literatura afirma que alguns flavonoides apresentam efeitos sobre a producao
hepética de glicose (HEMMERLE et al.,, 1997) e sobre o padrdo de absorcao
intestinal da mesma (JOHNSTON; CLIFFORD; MORGAN, 2003), resultando em um
menor indice glicémico do que o esperado na dieta (CLIFFORD, 1999). Outros
trabalhos ja relataram varios efeitos benéficos desses compostos sobre parametros
relacionados ao DM, tais como: reducao do pico de glicemia no teste de tolerancia
oral a glicose (BASSOLI et al., 2008) e reducdo da glicemia pds-prandial em ratos
(SOTILLO; HADLEY, 2002).

Os eritrécitos, células vermelhas do sangue, sdo células permeaveis a
glicose, sendo assim, a hemoglobina fica exposta a concentracdes de glicose
semelhantes as concentracdes plasmaticas. Por conseguinte, a hemoglobina glicada
dentro dos eritrécitos vai possuir meia-vida dependente da meia-vida dos eritrocidos.
No presente estudo, os animais diabéticos ndo tratados apresentaram valores de
HbAlc aumentados quando comparados com os dois grupos de animais néo
diabéticos, mas ainda inferiores aos niveis de HbAlc em humanos, isso se deve,
provavelmente pelo tempo de indugédo do DM (1més) ou ainda por diferente tempo
de meia-vida dos eritrocitos. No entanto, o tratamento com o extrato em animais
diabéticos diminuiu os valores de HbAlc, revelando o potencial antiglicante do
extrato, gréafico 1. Percentuais HbAlc elevados em ratos diabéticos corroboram com
os achados de Ugochukwu, Bagayoko e Antwi (2004). Além disso, Asgary et al.,
(1999) atribuiram efeitos protetores de flavondides sobre a glicacdo da hemoglobina
em voluntarios saudaveis. Dessa forma, o efeito antiglicante do extrato pode
também estar associado a presenca de flavondides em sua composicéo.

O teste de tolerancia oral a glicose no paciente diabético € empregado a fim
de avaliar a resisténcia a insulina, a partir da sobrecarga de glicose e de sua retirada
da corrente sanguinea em funcdo do tempo. No presente estudo o teste de
tolerdncia oral a glicose em ratos tratados com o extrato, grafico 2, revelou
importante efeito antihiperglicemiante, esse resultado indica o possivel envolvimento
da inibicdo de enzimas a-glicosidases e/ou do bloqueio de SGLT1 intestinal nos
efeitos do extrato, no entanto, mais estudos sdo necessarios como um teste de

tolerancia intravenoso a glicose e dosagens dos niveis de insulina plasmatica em
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funcdo do tempo apds as administracdes de glicose e extrato. No grafico 2 desse
trabalho, ndo foram apresentados nos resultados os grupos diabético salina e
diabético extrato, pois, 0s ratos ndo resistiram a esse protocolo experimental, devido
a DM severa que apresentaram.

No diabetes o desenvolvimento de dislipidemias € frequente, representando
alto risco de doencgas cardiovasculares. As alteragcbes mais comumente encontradas
sao hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia, uma vez que a hiperglicemia é o
maior determinante na alteracdo dos niveis totais de VLDL e triglicerideos, com
diminuicdo de HDL (KHAN; ABRAHAM; LEELAMMA, 1995; LEHTO et al., 1997,
MITRA et al.,, 1995). A hipertrigliceridemia ainda esté4 fortemente associada a
hipercoagulabilidade, hiperinsulinemia, resisténcia a insulina e intolerancia a glicose
(GINGSBERG, 1994).

No presente trabalho, a avaliagdo do perfil lipidico, tabela 4, revelou que o
tratamento com o extrato diminuiu 0s niveis plasmaticos de colesterol total e
colesterol LDL, em ratos nao diabéticos, revelando seu potencial
hipocolesterolémico o que viabiliza um estudo mais detalhado em um modelo
experimental de aterosclerose. Esse efeito pode esté relacionado a presenca de
compostos como flavondides na composicdo do extrato, que podem atuar como
inibidores de algumas enzimas como a hidréxi-metil glutarii CoA redutase que
participa na sintese do colesterol ou reduz a absorcdo do colesterol no intestino.
Pode ainda estar relacionado a presenca de saponinas, uma vez que estudos
afirmam o potencial hipocolesterolémico de saponinas (AZMI; QURESHI, 2012; HU
et al., 2012).

Com relacdo as dosagens de VLDL e triglicerideos, a inducdo do DM revelou
importante aumento de seus niveis plasmaticos, resultados semelhantes aos de
Lerco et al., (2003), Ahmed (2005) e Nagappa (2003) e o tratamento com 0 extrato
em ratos diabéticos revelou diminuicdo desses lipideos plasmaticos, revelando seu
potencial hipotriglicerolémico, assim como nos achados de Ahmed (2005) e
Nagappa (2003). Esse resultado além de sugerir o possivel mecanismo de agéo
hipotriglicerolémica do extrato pode indicar o possivel envolvimento, no mecanismo
de acdo antidiabético do extrato, do estimulo a secre¢do de insulina, a partir das
células B pancreaticas ainda funcionais que ndo passaram pelo processo de necrose

apos a administracdo da aloxana.
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Altas concentracdes de glicose, cronicamente, favorecem a formacdo de
produtos finais da glicacdo avancada (AGEs). A nefropatia diabética revela um
espessamento das membranas basais glomerulares, que levam a proteindria,
azotemia, insuficiéncia renal e, por fim, a faléncia renal. Nessa situacdo, o
componente genético é importante, mas a exposicdo de tecidos a hiperglicemia
crbnica € o principal fator iniciante. Apds 30 anos de diabetes, 20% e 44% dos
pacientes diabéticos dos tipos 1 e 2, respectivamente, apresentam a nefropatia. Em
um estagio inicial a nefropatia diabética € caracterizada por disfuncado glomerular e
microalbuminuria. Na sequéncia existe um aumento da proteindria e uma importante
reducdo da funcao renal, resultando em uremia (SBD, 2007).

Nessa situacao clinica, a membrana basal glomerular, as células mesangiais,
0s poddcitos e as células tubulares renais acumulam altos niveis de AGEs, que por
via RAGE (receptores para AGEs) exacerbam a liberagédo do fator de crescimento 3
(TGF-B), esses por sua vez, estimulam a sintese de componentes da matriz do
colageno, fenbmeno que contribui para o espessamento da membrana basal. Esse
acumulo de AGEs no colageno da membrana basal, acrescido de sua capacidade
de ligacdo as proteinas plasméaticas, aumento o efeito de espessamento da
membrana basal, o que culmina em alteracbes na filtragdo e na perda da funcgao
glomerular. A reducdo da filtracdo é resultante da compressédo dos capilares e da
diminuicdo da superficie de area onde ocorre a filtracdo, pelo aumento do leito
mesangial (SBD, 2007; GARCEZ et al., 2003).

Através das medidas de creatinina e uréia sérica € possivel determinar a taxa
de filtracdo glomerular, sendo essa considerada um parametro para avaliar a funcao
renal. Uma vez que, na condi¢do diabética a sintese protéica encontra-se diminuida
em todos os tecidos, a atividade proteolitica muscular vai estar aumentada. Com
isso, h4 um aumento de afluxo de aminoacidos para o figado e estes aminoacidos
elevam o0s niveis séricos de compostos nitrogenados como a uréia e creatinina
(WHELTON; WATSON; ROCK, 1996).

No presente estudo a repercussdo da indugdo do DM nos niveis de uréia
revelou niveis duas vezes superiores nos animais diabéticos, grafico 3, resultado
semelhante ao encontrado por Rodrigues (2010) e pode ter sido ocasionado pelo
aumento da protedlise hepatica no DM experimental. Quando avaliado o efeito do
tratamento com o extrato, os animais diabéticos tratados apresentaram diminuicdo

dos niveis de uréia plasmatica, por provavel melhora no grau da protedlise hepatica
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devido ao controle da hiperglicemia, esses resultados s&o semelhantes aos
encontrados por Ahmed (2005) e Nagappa (2003) e revelam o potencial protetor
renal do tratamento. Analisando os grupos ndo diabéticos, o tratamento com o
extrato ndo apresentou alteracdes, um resultado benéfico que nédo indica efeitos
toxicos do extrato.

A creatinina € um subproduto oriundo da degradacdo da creatina e da
fosfocreatina, substratos energéticos dos musculos. Varios fatores interferem em sua
concentracdo no sangue: a composicao da dieta, a quantidade de massa muscular,
0 sexo e a capacidade renal em excretar creatinina (SILVA, 2012). Em geral, o
aumento da creatinina plasmética ocorre juntamente com o aumento da uréia, no
entanto, nesse trabalho ndo houve diferenca estatistica, grafico 4.

Além de varias alteracdes metabdlicas, a hiperglicemia ainda esta associada
ao desenvolvimento de doencas hepaticas, devido aos mecanismos envolvidos na
patogénese da esteatose e do DM, além da resisténcia a insulina desenvolvida
(CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2006). O grau de lesdo hepatica € verificado
através da concentracdo séricas das aminotransferases, ja que, sua liberacao
sanguinea implica em morte celular.

A enzima alanina aminotransferase (ALT) € um melhor indicador para avaliar
a integridade celular no figado quando comparada a aspartato aminotransferase
(AST). A utilidade clinica dessas dosagens € devido ao fato de que quando ha leséo
dos hepatocitos, essas enzimas vazam do citoplasma celular para a corrente
sanguinea. No presente estudo, 0s niveis de ALT se apresentaram aumentados nos
grupos diabéticos e o tratamento com o extrato ndo conseguiu melhorar esse perfil,
grafico 5. Com relacdo a AST todos 0s grupos apresentaram-se semelhantes,
gréfico 6.

O efeito hepatotéxico encontrado somente nos ratos diabéticos é oriundo da
alteracdo funcional no figado causado pela aloxana, ja que, quando avaliados os
animais normoglicémicos, os quais ndo foram expostos a aloxana, 0s niveis das
transaminases hepaticas sdo semelhantes (LEZEN, 2008). A aloxana através da
acao de radicais livres produz efeitos toxicos no pancreas, rins e figado, dessa
forma, é dificil determinar se a hepatotoxicidade é causada pela hiperglicemia, pelos
efeitos toxicos da aloxana ou pela juncdo de ambos.

O modelo experimental de DM tem sido utilizado no estudo da neuropatia

diabética, assim como, suas repercussdes sobre o sistema cardiovascular. No
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presente estudo, a avaliacdo dos parametros cardiovasculares, gréafico 7, a inducao
do DM apresentou diminuicdo na PAM, PA sistolica, PA diastdlica e FC dos ratos. O
tratamento com o extrato diminuiu a PA sistolica em ratos diabéticos, diminuiu ainda
a FC em ratos nao diabéticos, revelando assim seu potencial bradicardico, tais
resultados viabilizam um estudo melhor detalhado dos efeitos agudos e subcrénicos
sobre os parametros cardiovasculares.

Alguns estudos que avaliaram parametros cardiovasculares, em ratos
diabéticos, usando técnicas de medidas diretas demonstraram reducdo na PAM, PA
sistdlica, PA diastélica e FC nos grupos de ratos diabéticos em diferentes tempos de
diabetes experimental (MAEDA et al., 1995; DALL'AGO et al., 1997; DE ANGELIS;
IRIGOYEN; MORRIS, 2000).

A diminuicdo da PA sistélica observada no presente trabalho pode estar
relacionado a reducdo no desempenho ventricular em ratos diabéticos. E possivel
que alteracdes no débito cardiaco, produzidas pela queda da FC (efeito cronotropico
negativo), bem como pela reducdo da contratilidade ventricular (efeito inotropico
negativo), tenham contribuido para reducdo da PA em animais diabéticos, uma vez
que, a PA relaciona-se diretamente com o débito cardiaco.

Estudos tém demonstrado reducdo do tbnus vagal e manutencdo do tonus
simpético para o coragdo, avaliados pelo bloqueio farmacolégico com propranolol e
atropina, respectivamente (MAEDA et al., 1995; DE ANGELIS et al.,, 2000),
sugerindo a presenca de neuropatia vagal cardiaca. A bradiacardia de repouso
observada em animais diabéticos tem sido atribuida a alterac6es no nodo sinoatrial
com consequente reducdo da FC (DE ANGELIS; IRIGOYEN; MORRIS, 2000)
embora alteracbes nos mecanismos colinérgicos ndo possam ser excluidos com
uma causa.

De maneira distinta, Sabino-Silva et al., (2010), ndo encontrou diminuicdo nos
parametros cardiovasculares de PAM, PA sistélica e PA diastélica. Somente a FC se
mostrou diminuida estatisticamente em ratos diabéticos ap6s um més de inducao
por aloxana. Tal disparidade com os resultados encontrados nesse trabalho,
provavelmente se deve a diferenca de severidade do DM entre os dois trabalhos.
Alguns trabalhos observaram aumento de PA em animais diabéticos, provavelmente
por terem usado técnicas indiretas de medida de PA, pletismografia de cauda
(KAWASHIMA et al., 1978.; BUNAG; TOMIDA; SASAKI, 1982; FEIN et al., 1991;

TAKED et al., 1991). Nesse caso, o aumento do tecido fibroso na cauda dificulta a
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oclusado da artéria caudal induzindo erros sistematicos na medida da PA (CARRIER,;
ARONSTAN, 1987).

Por fim, o uso de plantas medicinais baseadas no conhecimento popular nas
diferentes culturas, a fim de aliviar sintomas e prevenir algumas doencas ou
distarbios fisiolégicos tem sido um ponto de inicio para o desenvolvimento de
pesquisas etnofarmacoldgicas.

Por meio de estudos semelhantes ao apresentado, pode-se contribuir para o
emprego correto de plantas medicinais pela populacdo para fins terapéuticos,
através da comprovacdo da eficdcia e seguranca terapéuticas das plantas. Além
disso, tais resultados contribuem para a descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos prototipos.

A Organizacdo Mundial de Saude junto com a politica nacional praticas
integrativas e complementares do SUS incentivam, a utilizacdo de plantas
medicinais como coadjuvantes no tratamento de diversas patologias. Além da
importancia do conhecimento do potencial da flora brasileira para a producédo de
fitofarmacos, contribuindo desta forma para a obtencdo de novos farmacos mais
eficazes e especificos, além de viabilizar o estudo farmacologico da planta em

questéao.
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8 CONCLUSAO

No estudo das acfes do tratamento com o extrato hidroalcodlico das cascas
do caule de Terminalia catappa em ratos diabéticos, pode-se concluir que o extrato
apresenta efeito antidiabético, antiglicante, hipotriacilglicerolémico e protetor das
lesbes renais causadas pelo diabetes. Em ratos ndo diabéticos o extrato apresenta

efeito hipocolesterolémico e bradicardico.
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