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RESUMO

Diabetes mellitus € uma sindrome que afeta mais de 180 milhdes de pessoas no
mundo e é provavel que esse numero chegue a mais que o dobro desse valor em
2030. A principal caracteristica clinica do diabetes é a hiperglicemia. Varios
trabalhos mostram que a hiperglicemia é critica para o desenvolvimento de
complicagcBes nos diabéticos e que estes efeitos sdo associados ao estresse
oxidativo. Neste contexto, o presente estudo investigou o efeito hipoglicemiante do
extrato metandlico das folhas de C. pachystachya (400 mg/ml) em ratos normais e
diabéticos induzidos com aloxano durante um periodo de 42 dias. O extrato
apresentou uma acentuada reducdo dos niveis de glicemia de ratos diabéticos apés
12 horas de sua administracdo. Este efeito ndo foi observado para ratos normais.
Parametros bioquimicos foram determinados apods 42 dias do tratamento e néo
foram observadas alteracdes significativas. Também foi realizado o estudo
histoldgico do figado e rim e ndo houve alteragBes nestes 6rgdos. Esse extrato
apresentou igualmente relevante atividade antioxidante (DPPH e reducgéo do poder).
A triagem fitoquimica preliminar revelou a presenca de fendis, flavondides,
cumarinas, taninos, esterodides, antraquinonas e alcaldides. Acido clorogénico
também foi identificado no extrato. As conclusdes revelam que C. pachystachya
possui uma potente atividade antioxidante e hipoglicemiantes. N&o foram
observados efeitos adversos durante o periodo estudado indicando que a espécie

vegetal é promissora para o tratamento da diabetes.

Palavras-chave: Cecropia pachystachya. Diabetes. Hipoglicemiante. Antioxidante.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a syndrome that affects more than 180 million of people
around the world and the number is likely to more than double by 2030. The prime
clinical characteristic of diabetes is the hyperglycemia. Several works show that
hyperglycemia is critical on diabetic complication development and that these effects
are associated to oxidative stress. In this regard, this study investigate the
hypoglycemic effect of the methanolic extract of leaves of C. pachystachya (400
mg/ml) in normal, glucose loading and alloxan-induced diabetic rats during a period
of 42 days. The extract presented a pronounced decrease on the blood glucose
levels of diabetic rats in 12 hours after extract administration. This effect was not
observed for normal rats. Biochemical parameters were determined after 42 days
treatment and no significant changes were observed. The histological study of the
liver and kidney was also performed and no alterations were observed in these
organs. This extract also presented relevant antioxidant activity (DPPH and reduction
power). A preliminary phytochemical screening revealed the presence of phenols,
flavonoids, coumarins, tannins, steroids, anthraquinones and alkaloids. Chlorogenic
acid was also identified in the extract. The findings show that C. pachystachya
possesses a powerful hypoglycemic and antioxidant activity. No adverse effects were
observed during the studied period indicating that is promising plant species for

handling of diabetes.

Keywords: Cecropia pachystachya. Diabetes. Hypoglycemic. Antioxidant.
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1 INTRODUCAO

1.1 DIABETES MELITO

Diabetes melito € uma desordem metabdlica caracterizada pelo aumento da
glicemia, alteracdes no metabolismo de proteinas, lipidios e carboidratos, resultantes
de secrecdo deficiente ou de resisténcia periférica a insulina. Estas alteracdes
aumentam a tendéncia ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares e
neuropatias, as quais representam uma das maiores causas de morte de pacientes

(SMITH, T. W. 1992; PAULSON, 1996, BALKAU et al, 2004; SUAREZ et al, 2005).

No diabetes melito, ao lado de um menor transporte de glicose nos tecidos
sensiveis a insulina, ha também uma grande producéo de glicose pelo figado. Estas
anormalidades s&o decorrentes, principalmente, de insuficiente secrecao de insulina
em resposta a glicose e/ou da insensibilidade tecidual a acdo da insulina (resisténcia
a insulina). As causas do aparecimento de diabetes ndo sdo completamente
conhecidas. Ao menos, uma predisposicdo é hereditaria. Foram reconhecidos dez
diferentes tipos de genes relacionados ao diabetes tipo 1, sendo que os mais
importantes estdo situados nos cromossomos 6 e 11, onde estdo 0s genes
responsaveis pela producéo de insulina (TODD, 1995). O diabetes pode ainda ser
causado por destruicdo de células 3 por drogas ou por doencas de origem viral, ou

desenvolver-se em decorréncias de desnutricdo ou gravidez.
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1.1.1 Histérico

O conhecimento sobre diabetes melito é anterior a Era Cristd. Para Arduino
(1980) o papiro de Ebers (1500 aC) descreve uma enfermidade associada a uma
diurese excessiva. Celsus (30 aC — 50 dC) reconheceu o quadro porém, somente
dois séculos mais tarde, outro médico grego, Aereteo de Capaddcia, cunhou o0 nome
de diabetes, significando sifdo. Nos séculos Il e VI dC ha descrigbes na China,
Japdo e india a respeito de uma condicdo associada a polidria, com urina doce e
adesiva. Entretanto, mesmo que durante séculos houvesse a suposicdo de que a
urina do diabético fosse agucarada, coube a Wilis, em 1674, a observacéao “... como
imbuida de mel e agucar”, estabelecendo-se assim a denominacao diabetes mellitus
(mellitus = mel). Um século mais tarde, Robson demonstrou que a docura da urina

se devia a presenca de acucar (ALBERTE, 2004).

Desde as primeiras descobertas a respeito do diabetes, os avangos em sua
compreensao foram lentos até os meados do século XIX. Em 1921, Benting e Best
conseguiram obter a insulina pancreatica; em 1923, pelo prosseguimento de suas
pesquisas, a insulina simples ou regular passou a ser disponivel para o tratamento.
Na década de trinta, surge a insulina de acao prolongada, a NPH (Neutral Protamine
Hagedorn) a qual passou a ser utilizada pelos pacientes de diabetes tipo 1 até os
dias de hoje (ALBERTE, 2004).

Ja os antidiabéticos foram descobertos como efeito colateral de drogas
utilizadas com outros propositos. Em 1942, Jambon et al. verificaram acidentes
hipoglicémicos fatais durante o uso do zol-IPDT no tratamento da febre tiféide. Em
1955, Loubatiéres (Franca), Frank e Fuchs (Alemanha) descobriram a carbutamida
(sulfanilbuticarbamida), a primeira sulfonilureia comercializada, mas hoje retirada do
mercado devido a sua elevada toxicidade. Em 1956, Bander et al. (Alemanha)
descobriram a tolbutamida. Um ano depois, foram introduzidos na terapéutica
antidiabética a clorpropamida, o fenformin, bem como a glibenclamida e
posteriormente outras drogas (ARDUINO, 1980).
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1.1.2 Epidemiologia

Diabetes melito € um problema de importancia crescente em saudde publica,
pois sua incidéncia e prevaléncia estdo aumentando e alcancando proporcdes
epidémicas. Este aumento se deve, principalmente, ao crescimento e
envelhecimento populacional, maior urbanizagdo e crescente prevaléncia de
obesidade e sedentarismo (WILD et al., 2004).

Em 1985, estimava-se que existiam 30 milhdes de adultos com diabetes no
mundo; esse namero cresceu para 135 milhdes em 1995, atingindo 173 milhdes em
2002, com projecéao de chegar a 344 milhdes no ano de 2030 (WILD et al., 2004).

Atualmente, a prevaléncia do diabetes € maior em paises desenvolvidos e
estima-se que continuara sendo. Porém, o aumento proporcional sera maior em
paises em desenvolvimento, que em 2030 concentrara 2/3 dos individuos diabéticos.
A estimativa é de 70% de aumento na prevaléncia em paises em desenvolvimento,
contra 42% nos paises desenvolvidos (KING, AUBERT e HERMAN, 1998; WILD et
al., 2004).

No ranking dos dez paises com maior nimero de casos de diabetes, a india
aparece em primeiro lugar, seguida da China e dos Estados Unidos nas estimativas
dos anos de 1995, 2000 e para 2030. O Brasil aparece em oitavo lugar nas listas de
1995 e 2000, saltando para o sexto lugar na estimativa para 2030, com
aproximadamente 11,3 milhdes de doentes (KING et al., 1998; WILD et al., 2004).
Em 2005, a populagédo de diabéticos no Brasil era de 8 milhdes, ou seja, 4,5% da
populacdo (SBD, 2009). Nos Estados Unidos, aproximadamente 20 milhdes de
pessoas sao diabéticas, o que corresponde a cerca de 7% da populacdo total.
Estima-se que outros 54 milhdes apresentem pré-diabetes, muitos néao-
diagnosticados (ADA, 2008).
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No mundo, o numero de mortes atribuidas ao diabetes, atualmente, esta em
torno de 800 mil. Entretanto, sabe-se que este numero de O&bitos €
consideravelmente subestimado. Frequentemente, a doenca ndo é mencionada na
declaracdo de oObito pelo fato de serem suas complicacdes, particularmente as
cardiovasculares e cerebrovasculares, as causas de morte. Em uma estimativa mais
realista, a SBD (2009) sugere cerca de 4 milhdes de 6bitos anuais relacionados a
presenca dessa doenca, com importante contribuicho de complicacdes

cardiovasculares.

Sua natureza crbnica, a gravidade de suas complicacbes e 0s meios
necessarios para controla-las tornam o diabetes uma doenca muito onerosa, nao
apenas para os individuos afetados e suas familias, mas também para o sistema de
saude (SBD, 2009). Nos Estados Unidos, os gastos com individuos diabéticos sao 2
a 30 vezes maiores que 0s gastos com individuos que nao apresentam a doenca, e
0 custo econdmico total do diabetes foi estimado em 174 bilhdes de doélares em
2007, sendo 27 bilhdes em custos diretos (ADA, 2008). No Brasil, o custo direto esta
em torno de 3,9 milhbes de dolares, em comparacdo com 0,8 bilhdo para a
Argentina e 2 bilhdes para o México (BARCELO et al., 2003). Além do problema
econdmico, os custos intangiveis (dor, ansiedade e perda de qualidade de vida, por
exemplo) também apresentam grande impacto na vida das pessoas com diabetes e

suas familias e séo dificeis de serem quantificadas (SBD, 2009).
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1.1.3 Diagnéstico e aspectos fisiologicos

Segundo a American Diabetes Association (2008), trés critérios podem ser
empregados para o diagnéstico da doenca: glicemia de jejum superior a 126mg/dl;
glicemia superior a 200mg/dl no teste de tolerancia oral a glicose (TTOG), que
consiste na avaliacdo da glicemia 2 horas apdés ingestdo de 759 de glicose; ou ainda
glicemia casual (a qualquer hora do dia) superior a 200mg/dl associada a sintomas
do diabetes melito. O método mais utilizado é a dosagem da glicemia de jejum, por
ser mais rapido, mais aceito pelos pacientes e ter menor custo. Caso o0 paciente
apresente glicemia de jejum entre 100 e 125mg/dl ou entre 140 e 199mg/dl apés o
TTOG, é classificado como portador de tolerancia a glicose diminuida (ADA, 2008).

A classificacdo e a nomenclatura do diabetes e de outros tipos de intolerancia
a glicose foram estabelecidas pelo National Diabetes Data Group (1979) e,
subsequentemente, se tornaram a base para classificacdo de diabetes melito da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS). A classificacdo atualmente recomendada
baseia-se na etiologia do diabetes, eliminando os termos “diabetes melito insulino-
dependente (IDDM)” e “ndo insulino-dependente (NIDDM)” Nessa nova
classificacao, diabetes melito pode ser dividido em tipo 1, tipo 2, gestacional e outros
tipos especificos (RAMALHO, 2002).

O diabetes tipo 1 é um disturbio catabdlico em que a insulina esta ausente; o
glucagon elevado e as células B pancreéticas falham em responder a estimulos
insulinogénicos. A insulina exdgena € necessaria para reverter o estado catabdlico,
prevenir cetose, reduzir a hiperglucagonemia e a glicose sanguinea. Diabetes tipo 1
resulta primariamente da destruicdo das células B pancreaticas com tendéncia a
cetoacidose (RAMALHO, 2002). Inclui casos de doenca auto-imune (tipo la) e
aqueles nos quais a causa da destruicio das células p € idiopatica (tipo 1b). E
diagnosticada principalmente em criancas e jovens, mas pode ocorrer também em
adultos. A taxa de destruicdo de células € variavel, sendo em geral mais rapida
entre as criancas. Esse tipo de diabetes corresponde a 5 a 10% dos casos
(OLIVEIRA, 2008). Os principais sintomas do diabetes tipo 1 sao: aumento de
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miccéo (frequéncia e volume), aumento da sede, perda de peso e cansaco. Estes
sintomas séo causados pelo aumento de glicose no sangue e de sua perda na urina.
A perda de glicose e de agua na urina resulta em desidratacdo, o que provoca
efeitos osmoticos e sede (COSTA, 2005).

O diabetes tipo 2 representa um grupo heterogéneo que abrange vérias
formas do diabetes que ocorrem de modo predominante no adulto, mas
ocasionalmente em adolescentes. A insulina enddgena circulante é suficiente para
prevenir cetoacidose (na maioria das vezes, excetuando alguns casos de infeccao),
mas insuficiente ou relativamente inadequada, devido a insensibilidade dos tecidos.
A maior parte dos pacientes com diabetes tipo 2 € obesa, e a obesidade leva a uma
aumento da resisténcia a insulina. Além da insensibilidade a insulina nos tecidos
periféricos, na maioria dos pacientes com diabetes tipo 2 existe uma diminui¢cdo da
secrecdo de insulina pelas células p do pancreas frente a um estimulo de aumento
da glicemia (UNGER e FOSTER, 1998). Muitos casos séo diagnosticados apenas
apos as complicacbes aparecerem e estima-se que 1/3 dos casos ndo chegam a ser
diagnosticados. Os pacientes ndo sdo dependentes de insulina exdégena para
sobrevivéncia, no entanto podem necessitar de tratamento com insulina para a
obtencdo de um controle metabdlico adequado. Corresponde de 90 a 95% dos
casos de diabetes (OLIVEIRA, 2008).

O diabetes gestacional representa qualquer intolerancia a glicose, de
magnitude variavel, com inicio ou diagndstico durante a gestacdo. Acomete de 1 a
14% das mulheres gravidas (OLIVEIRA, 2008).

Outros tipos especificos incluem defeitos genéticos funcionais das células ,
defeitos genéticos na acdo da insulina, doencas do pancreas exocrino,
endocrinopatias, induzidas por farmacos e agentes quimicos, infec¢des, outras

sindromes genéticas geralmente associadas ao diabetes (RAMALHO, 2002).

A resisténcia a insulina ou a sua auséncia no organismo diminuem a
eficiéncia de utilizacdo periférica da glicose e aumentam sua producdo, elevando a
glicemia. Ocorre ainda deplecdo das proteinas do organismo e aumento da

utilizacao de lipideos para obtencédo de energia e sintese de colesterol (GUYTON e
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HALL, 1998). A concentracdo elevada de colesterol e &cidos graxos livres no
plasma, em conjunto com as alteragbes estruturais que ocorrem nos tecidos
corporais em decorréncia da hiperglicemia, conduzem ao desenvolvimento de lesGes
micro e macrovasculares, responsaveis pelo aparecimento de complicacdes crénicas
que frequentemente estdo associadas ao diabetes, como retinopatia, nefropatia e
neuropatia e macroangiopatia, tendo como manifestagées o infarto do miocéardio e
acidente vascular cerebral (GUYTON e HALL, 1998; ADA, 2005). As complicacbes
do diabetes comprometem a produtividade, a qualidade de vida e a sobrevida dos

pacientes.

1.1.4 Tratamento

O tratamento compreende dois conjuntos de medidas, as nao
medicamentosas e as medicamentosas. O primeiro conjunto é representado por um
plano alimentar, um plano de atividade fisica e um plano de educacdo com
informacdes sobre saude e diabetes. Todos devem ser individualizados. Quando
apos estas medidas o controle adequado do diabetes néo foi obtido, estao indicadas

as medidas medicamentosas com os comprimidos orais e a insulina (SBD, 2009).

O tratamento medicamentoso de diabetes melito envolve um conjunto de
medidas que tentam, passo a passo e simultaneamente, aumentar o consumo e
diminuir a oferta de glicose, sensibilizar tecidos periféricos a acdo da insulina ou
estimular sua liberacéo pelas células B e, nos casos de diabetes tipo 1, a reposicao
de insulina (RAMALHO, 2002).
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Insulina

A insulina € um hormonio constituido de duas cadeias peptidicas, A e B,
unidas por duas pontes dissulfeto (Desenho 1). A cadeia A é composta de 21
aminoacidos e contém uma ponte dissulfeto; a B, de 30 aminoacidos. A porcao
terminal carboxilica da cadeia B e as extremidades aminica e carboxilica da cadeia
A formam a porcdo da molécula que interage com o receptor. As cadeias da insulina
isoladamente sao inativas (RAMALHO, 2002).

A chain
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Desenho 1: Estrutura da insulina. O desenho mostra as suas cadeias A e B, unidas por duas pontes
dissulfeto, e a estrutura do peptideo C. Fonte: Ramalho, 2002.
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A insulina é produzida nas células  do pancreas como precursor inativo (pré-
pro-insulina) no reticulo endoplasmético rugoso e é clivada a pro-insulina (86
aminoacidos), que € transferida para vesiculas no complexo de Golgi, onde é
estocada, juntamente com as enzimas responsaveis por sua conversdo em insulina
(endopeptidases). A pro-insulina é convertida a insulina pela clivagem do
polipeptideo conectante (peptideo C, Desenho 1) (RAMALHO, 2002).

A insulina atua no figado, muasculo e tecido adiposo. No figado, ela estimula a
sintese e 0 armazenamento de glicogénio, triglicérides e colesterois. Além disso, ela
inibe a cetogénese, glicogendlise e gliconeogénese. Nos musculos, ela promove a
sintese e 0 armazenamento de proteinas e glicogénio, e inibe o catabolismo de
proteinas. E no tecido adiposo, estimula a lipogénese e ativa o sistema de transporte
de glicose para dentro das células adiposas e musculares, além de inibir a lipolise e

promover o armazenamento de triglicérides (SALTIEL e PESSIN, 2003).

O processo de secrecao de insulina estimulado por glicose inicia-se pela
difusdo facilitada dessa hexose, via GLUT1 ou GLUT 2, através da célula beta
pancreatica. Segue-se entdo a fosforilacdo catalisada pela hexoquinase e a
metabolizacéo na via glicolitica e no ciclo de Krebs. O aumento da raz&o citosélica
ATP/ADP, atuando via subunidade receptora de sulfonilureias (SUR1) gera o
fechamento de canais de K'atp, resultando na reducéo do efluxo de K*. O acumulo
desse ion no citosol provoca despolarizacdo da membrana plasméatica e abertura
dos canais de Ca?* dependentes de voltagem. O aumento da entrada de Ca®* eleva
a atividade citosolica desse cation e desencadeia a exocitose dos granulos de
insulina (ASHCROFT e ASHCROFT, 1992; LENZEN, 1992; MALAISSE, 1992;
AIZAWA et al., 1994; AMMON e WAHL, 1994; BERGGREN et al., 1994; RORSMAN
et al.,, 1994; INAGAKI et al., 1995; BOSCHERO, 1996; AGUILAR-BRYAN et al.,
1998; BOSCHERO et al., 1998).

A acdo da insulina na célula inicia-se pela sua ligacdo ao receptor de
membrana plasmatica. Esse receptor esta presente em praticamente todos o0s
tecidos dos mamiferos, mas suas concentragdes variam desde 40 receptores nos
eritrocitos circulantes até mais de 200 000 nas células adiposas e hepéaticas. O
receptor de insulina € uma glicoproteina heterotetramérica constituida por 2
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subunidades 2a e duas subunidades 8, unidas por ligacdes dissulfeto (KAHN, 1985).
A subunidade a € inteiramente extracelular e contém o sitio de ligagéo da insulina. A
subunidade B € uma proteina transmembrana responsavel pela transmissao do sinal
e possui atividade tirosina quinase (KASUGA et al., 1982). O ATP age como doador
de fosfatos e a fosforilagdo ocorre em residuos de tirosina. O mecanismo molecular
exato da acao da insulina ndo esta totalmente esclarecido, mas parece depender da
remocao do efeito inibitdrio da subunidade a sobre a atividade da subunidade 3 do
seu receptor (RIBEIRO, 2008).

A insulina induz a autofosforilagdo do receptor, aumentando a sua capacidade
de fosforilar um ou mais substratos protéicos intracelulares. A fosforilagdo de seus
substratos da inicio a uma série de eventos incluindo a cascata de reacdes de
fosforilacdo e desfosforilacdo que regula os seus efeitos metabdlicos e de
crescimento (SUN et al., 1991; WHITE, 1997).

A Desenho 2 mostra um esquema simplificado das etapas de sinalizacao
intracelular desde a ligacdo da insulina a seu receptor até a ativacdo do transporte
de glicose. Os eventos que ocorrem apos a ligacdo da insulina a seu receptor séo
altamente regulados e especificos (PESSIN e SALTIEL, 2000).
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Desenho 2: Vias de sinalizagdo da insulina. Fonte: Zecchin et al., 2004.

A glicose é transportada para o interior da célula B pancreética por uma
proteina integral de membrana, denominada GLUT2. Essa proteina possui um
elevado Ky (entre 15 e 20 mmol/l), portanto ndo é saturdvel em concentracfes
fisioloégicas de glicose) e um Vnax muito elevado, permitindo que o transporte de
glicose aumente rapidamente quando a glicemia se eleva. Apos entrar na célula B, a
glicose é fosforilada a glicose-6-fosfato (G-6P) por duas enzimas: a hexoquinase IV
(glucoquinase) de baixa afinidade (Ky entre 6 a 11mmol/L) e a hexoquinase | de alta
afinidade (Kv < 0,2mmol/L). Entretanto, a enzima de alta afinidade é fortemente
inibida pela glicose-6-fosfato e, em menor grau, pela frutose-1-6-difosfato, o que
transfere para a glucoquinase o papel preponderante na fosforilagdo da glicose nas
células B. Esse mecanismo funciona como vélvula de seguranca, permitindo a
formacéo de glicose-6-fosfato, em concentracdes fisiologicas e suprafisiologicas de
glicose no sangue (MATSCHINSKY, 1996; BOSCHERO, 1996). Confere ainda a
glucoquinase papel fundamental na regulacdo do fluxo glicolitico e, portanto, na

secrecéo de insulina, 0 que caracteriza essa enzima como o sensor da glicose nas
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células secretoras de insulina. O destino preferencial da G-6P na célula p é a
glicdlise (BOSCHERO, 1996).

A regulacdo da secrecdo de insulina esta relacionada com uma série de
fatores, entre eles, nutrientes, hormdnios gastrointestinais e pancreaticos,
neurotransmissores autonémicos e glicose. A glicose € o principal estimulo da
secrecdo de insulina, e o aglcar por via oral € mais eficaz para provocar secrecdo

de insulina que por via parenteral (RAMALHO, 2002).

A insulina é indicada no tratamento de pacientes com diabetes tipo 1, tipo 2
sem controle adequado com dieta e/ou antidiabético oral, diabetes gestacional,
tratamento de cetoacidose diabética, coma hiperosmolar ndo-cetotico e controle pré-
operatorio de pacientes com diabetes tipos 1 e 2. Todos os pacientes com diabetes
tipo 1 requerem injecOes diarias de insulina para evitar a cascata metabdlica que
leva a cetoacidose, coma e morte. O objetivo da terapéutica € manter a glicemia pré
e pos-prandial com normalizacao dos niveis de hemoglobina glicosilada (RAMALHO,
2002).

As insulinas diferem em inicio e duracdo de acao (ultra-rapida, rapida,
intermediaria e lenta), espécie de origem (humana, suina, bovina ou mistura bovina/
suina) e pureza. A mais usada atualmente é a de 100U (100 U/ml) (RAMALHO,
2002). A insulina pode ser administrada IV, IM ou SC, e o tratamento prolongado é

feito com administragéo SC.
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Hipoglicemiantes orais

Sulfonilureias

As sulfonilureias tém sido utilizadas para o tratamento do diabetes ha mais de
50 anos. Atualmente, as sulfonilureias continuam sendo a principal forma de
tratamento de pacientes com diabetes tipo 2 (FISMAN et al, 2004). A primeira
sulfonilureia utilizada foi a tolbutamida, que foi substituida pela glibenclamida e a
gliburida. Atualmente existe uma nova geracao de sulfonilureia, a glimepiridina, que

tem efeito mais especifico no pancreas (FISMAN et al, 2004).

As sulfonilureias possuem um radical sulfona ligado a um grupo ureia.
Diferentes sulfonilureias possuem diferentes radicais R; e R, com poténcia
hipoglicemiante oral variavel (RAMALHO, 2002). A estrutura da glibenclamida é

mostrada na Desenho 3.
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Desenho 3: Férmula estrutural da glibenclamida, um hipoglicemiante oral da classe das
sulfonilureias. Fonte: Costa, 2005.
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A absorcéo das sufonilureias é razoavelmente rapida e completa. S&o 4cidos
fortes e circulam ligadas as proteinas plasmaticas (70 a 90 %, principalmente a
albumina). S&8o metabolizadas no figado a compostos inativos (no caso da
glibenclamida) ou ativos (no caso da tolbutamida), que sdo excretados na urina,
principalmente por secrecdo tubular. Aproximadamente metade dos metabdlitos
inativos da glibenclamida € excretada na bile. As diferencas terapéuticas entre as
sulfonilureias sdo a duracdo de acdo, meia-vida de eliminacdo e poténcia
(RAMALHO, 2002).

Apesar de as sulfonilureias serem derivados sulfonamidicos, ndo possuem
atividade antibacteriana. Para sua acdo, as células B pancreaticas devem estar
presentes, sendo ineficazes em pacientes pancreatectomizados ou naqueles sem
insulina endoégena (RAMALHO, 2002). Seu uso é recomendado a pacientes
diabéticos do tipo 2 que ndo respondem apenas a dieta e cujo pancreas ainda
conserva parcela de capacidade de producédo e secrecdo de insulina (LARNER,
1983).

O modo de acdo das sulfonilureias envolve a sua ligacdo aos receptores
especificos (SUR1). Outros mecanismos propostos para as sulfonilureias séo:
inibicdo da liberacdo de glicose pelo figado; potencializacdo da atividade insulinica
presente; diminuicdo da insulinase; aumento na concentracdo de sitios receptores
de insulina nas superficies de células mononucleares e de adipdcitos, o que pode
explicar um aumento de sensibilidade a insulina. O aumento da sensibilidade dos
receptores a acdo da insulina pode decorrer do préprio controle da glicemia, pois a
hiperglicemia cronica, por si, prejudica a secre¢do de insulina e leva a resisténcia em
tecidos periféricos, efeito conhecido como glicotoxicidade. As sulfonilureias
diminuem a glicemia tanto em individuos diabéticos quanto em n&o-diabéticos
(RAMALHO, 2002).
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A glibenclamida pode causar reacgdes hipoglicémicas, inclusive levando o
paciente ao coma devido a reducdo dos niveis de glicose circulatoria. Por outro lado,
as sulfonilureias sé@o contra-indicadas em pacientes com insuficiéncia hepatica e/ou
renal em virtude do seu papel na eliminacdo do medicamento. Sulfonilureias também
podem causar intolerdncia ao alcool, provocando nauseas, rubor e palpitacdes
(LARNER, 1983).

Biguanidas

As biguanidas séo derivadas da guanidina e foram introduzidas, na década de
50, para uso clinico no tratamento da hiperglicemia em pacientes com diabetes tipo
2. Trés biguanidas (fenformina, metformina e buformina) eram disponiveis
inicialmente. Fenformina e buformina foram retiradas do uso clinico devido a
significante incidéncia de acidose latica. A metformina, introduzida na Franca em
1959, continua a ser usada pelo mundo e foi reintroduzida nos Estados Unidos

(RAMALHO, 2002). Sua férmula estrutural € apresentada na Desenho 4.
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Desenho 4: Férmula estrutural da metformina, um hipoglicemiante oral da classe das biguanidas.
Fonte: Costa, 2005

Metformina tem sido utilizada no tratamento de diabetes tipo 2, em
monoterapia ou associada a outras drogas, pois melhora o controle glicémico e
lipidico em pacientes que néo respondem a dieta alimentar (De FRONZO e
GOODMAN, 1995; HOWLETT e BAILEY, 1999). Em contraste com as sulfonilureias,
metformina promove a perda de peso do diabético, ndo aumenta a secrecdo de

insulina e ndo causa hipoglicemia. Consequentemente, a metformina favorece a
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diminuicdo da resisténcia a insulina. Recentemente, também foi demonstrado que
ela protege contra doencas cardiovasculares, particularmente, em obesos,
dislipidémicos e hipertensos (HOWLETT e BAILEY, 1999). Em conjunto, varios
efeitos da metformina reduzem a glicemia: supresséo da saida de glicose hepatica,
estimulacdo da captacdo de glicose pelas células musculares, estimulacdo do
aumento do armazenamento de glicogénio e inibicdo da oxidacdo de &cidos graxos
(RICCIO et al, 1991; STUMVOLL et al, 1995; Da SILVA , 1998, BAILEY, 1999).

O mecanismo de acdo da metformina é multifatorial, mas ainda néo é
completamente conhecido. Tem sido sugerido que metformina pode ativar o
mecanismo de acdo da insulina, aumentando a atividade do receptor de insulina
levando a translocacao dos transportadores de glicose GLUT 4 para a membrana
plasmatica dos musculos esqueléticos (HOWLETT e BAILEY, 1999). Contudo, a
presenca de insulina é necessaria para que o efeito da metformina se manifeste, o
que parece envolver o prolongamento do efeito da insulina na célula (BAILEY,
1995).

Nos musculos esqueléticos, tecido adiposo e figado, a metformina aumenta a
oxidagdo de glicose e diminui a oxidacdo de acidos graxos livres. Entretanto,
metformina talvez possa também afetar a oxidacéo de glicose e acidos graxos livres
em outros tecidos, inclusive nas células B. Estes efeitos sdo importantes para o
tratamento de diabéticos pois, quando os acidos graxos livres estdo em excesso, a
oxidacdo de glicose diminui (ciclo de Randle) principalmente pela inibicdo da
atividade da piruvato desidrogenase (PATANE et al, 2000).

Outra proposta do mecanismo de ac¢do da metformina € sugerida por Zhou et
al, (2001), ao estudar os efeitos dessa droga sobre a ativacdo de AMPK (proteina
guinase ativada por AMP). AMPK é uma subunidade alvo capaz de mediar os efeitos
metabdlicos da metformina. A clivagem desta quinase € uma etapa regulatoria na
biossintese de lipideos, fosforilando e inativando enzimas chaves como a acetil-CoA
carboxilase. A AMPK também regula o metabolismo de &cidos graxos e
consequentemente, aumenta a captacao de glicose (ciclo de Randle) e estimula a

gliconeogénese pela estimulagédo da glicose-6-fosfato-fosfatase (G-6P). A ativacéo
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cronica de AMPK também induz a expressdo da hexoquinase e de transportadores
GLUT4 reproduzindo os efeitos proporcionados pela pratica de exercicios fisicos.

Todavia, o tratamento com metformina ndo é isento de efeitos colaterais.
Estudos demonstraram que a metformina, em altas doses, pode reduzir a
responsividade das células B ao aumento de glicose e em caso de exposigcao
prolongada pode resultar em apoptose (KEFAS et al, 1997). Além disso, foram
observados que cerca de 20% dos pacientes, no inicio do tratamento, relataram
desconforto abdominal, sabor metalico, nauseas, anorexia e diarréia. Segundo
Hermann (1996) e Scarpello, Hodgson e Howlett (1998), a diarréia pode refletir um
disturbio na absorcdo de sais biliares. Disturbios gastrintestinais, tais como a
diarréia, sdo frequentes e dessa forma, a absorcdo intestinal de vitamina B,
especialmente o folato, € prejudicado durante terapia cronica. Esta deficiéncia pode
levar ao aumento dos niveis de homocisteina que acelera a progressédo das doencas
vasculares. O aumento dos niveis de homocisteina é associado ao aumento de
mortalidade de pacientes com doenga cardiovascular aterogénica (FISMAN et al,
2004). Apesar da rapida excregdo urinaria com meia vida plasmatica entre 1,5 e 4,5
horas (HOWLETT e BAILEY, 1999), ha risco de acidose lactica (1 caso por 10 000
pacientes/ano). Por esta razdo, esta droga ndo é recomendada a pacientes com

deficiéncias hepaticas e renais.

Quanto a glicemia e hemoglobina glicosilada, a associacdo de metformina
com glibenclamida possibilitou o aproveitamento de suas respectivas propriedades
favoraveis e o seu emprego conjunto foi sugerido por diversos pesquisadores
(BAILEY e TURNER, 1996; HERMANN, 1996; LEITER, 1996; BAILEY, 2000) e
inclusive o grupo UKPDS (United Kingdom Progressive Diabetes Study, 1998)
durante pesquisa de ampla abrangéncia.

A associagao de metformina com glibenclamida promoveu a diminui¢cdo de 25
a 30 % da concentracéo da glicose plasmatica e também diminuiu entre 16 e 27 %, a
concentracdo de hemoglobina glicosilada (EMILIEN, MALOTEAUX e PONCHON,
1999). Também foi observado que estes medicamentos produziram efeitos benéficos

em doencgas micro e macro-vasculares.
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Inibidores de a-glicosidase

A acarbose (Desenho 5) € um inibidor de a-glicosidase ndo absorvivel, que
blogueia a absor¢cdo de amido, sacarose e maltose, através do bloqueio enzimatico
envolvido no processo de digestdo de carboidratos complexos. O resultado é
diminuicdo no incremento dos niveis de glicose, reduzindo o pico glicémico pos-
prandial, mantendo normoglicemia, estabilizando o peso e protegendo as células ,
evitando hiperinsulinemia. Esta indicada para o tratamento do diabetes tipo 2 recém-
diagnosticado, ou em associacdo com outros antidiabéticos orais nos casos de
diabetes tipo 2 de longa duracdo (VILLAR, CASTELLAR e MOURA, 1999). No
UKPDS, os dados para arcabose em associacdo mostraram reducdo sustentada da
hemoglobina glicosilada. A acarbose deve ser administrada imediatamente antes

das refeicfes, junto a primeira porcao de alimento a ser ingerida (RAMALHO, 2002).

Os efeitos adversos sédo predominantemente gastrointestinais (flatuléncias,
meteorismo e, eventualmente, diarréia), sendo controlados com ajuste de dose e
dieta. Ndo h& descricdo de efeitos téxicos com acarbose. Doses de 600 mg/dia
podem aumentar enzimas hepaticas. Suas contra-indicacdes incluem diabtes tipo 1
gravidez e lactacdo. No paciente com diabetes tipo 2, em uso de insulina, também
nao € indicado o uso da acarbose e, principalmente, se ocorrer hipoglicemia; lembrar
que a sacarose ndo sera devidamente digerida e absorvida e portanto, nao devera
ser usada para tratar a hipoglicemia devido a acarbose, devendo-se usar nessa
circunstancia a glicose (RAMALHO, 2002).

CH,OH CH,OH CH, CH,OH
O H 0] O
Hr -O N— -O— —OH
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Desenho 5: Férmula estrutural da acarbose, um inibidor de a-glicosidade. Fonte: Pérez et al., 2008
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Repaglinida

E um antidiabético oral do grupo dos hipoglicemiantes orais derivados do
acido carbamoilmetil benzdéico, o primeiro de uma nova classe de compostos
antihiperglicémicos. E um regulador prandial da glicemia. Sua agdo consiste no
aumento da secrecdo de insulina pelas células p pancreaticas. Essa acao tem sido
demonstrada como glicose dependente, ou seja, ha auséncia de glicose, ndo ocorre
secrecdo de insulina. O pico de secrecao de insulina ocorre entre 60 e 90 minutos
ap6s a administracio da repaglinida, retornando aos niveis basais em 3 horas. E
administrada em esquema relacionado a refeicdo, permitindo ao paciente um
esquema de vida mais flexivel. A dose de repaglinida s6 é usada se o0 paciente
alimentar-se, tendo originado o conceito “uma refeicdo, uma dose — sem refeicao,

sem dose”. E metabolizada no figado e possui eliminag&o biliar (RAMALHO, 2002).

A repaglinida (Desenho 6) difere das sulfonilureias, quanto ao estimulo a
secrecdo de insulina, pelos seguintes motivos: age em receptores diferentes;
apresenta um tempo de acdo mais curto, possibilitando controle mais efetivo da
hiperglicemia poés-prandial; tempo de acdo curto, prevenindo a hipoglicemia no
intervalo entre as refeicbes. Pode ser usada em monoterapia ou associada a
metformina ou as sulfonilureias, com menor incidéncia de hipoglicemia (RAMALHO,
2002).

N X0

Desenho 6: Formula estrutural da repaglinida, um regulador prandial da glicemia, derivado do acido
carbamoilmetil benzéico. Fonte: Pérez et al., 2008
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Nateglinida

E um derivado da D-fenilalanina que atua através do aumento da
sensibilidade da célula B a glicose plasméatica. O desenho 7 mostra a sua estrutura
quimica. E também um regulador prandial da glicemia que se liga a receptores na
célula B diferentes dos receptores das sulfonilureias. Sua absorcéo gastrointestinal &
rapida, devendo ser administrada minutos antes das refeicbes. Reduz a excursédo
pés-prandial da glicemia sem provocar hipoglicemias (RAMALHO, 2002).

O mecanismo de acdo da nateglinida é similar a repaglinida. Seu tempo de
acdo é 3 vezes mais rapido que o da repaglinida (DEVINENI, McLEOD e PRASAD,
1998; KARARA, DUNNING e McLEOD, 1999). Em niveis glicémicos normais,
durante o jejum, a nateglinida uma estimulacdo minima na secrecdo de insulina
(DEVINENI, McLEOD e PRASAD, 1998).

Pode ser usada em monoterapia ou associada a metformina ou as

sulfonilureias, com menor incidéncia de hipoglicemia (RAMALHO, 2002).

H.C N

3
> N COOH

Desenho 7: Férmula estrutural da nateglinida, um regulador prandial da glicemia, derivado da D-
fenilalanina. Fonte: Pérez et al., 2008
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Tiazolinedionas

Consiste numa nova classe de drogas que agem aumentando a acao da
insulina, promovendo utilizacdo da glicose nos tecidos periféricos, provavelmente
pela estimulacdo do metabolismo oxidativo da glicose no muasculo, e suprimindo
gliconeogénese no figado. Nao tem efeito na secrecdo de insulina. Sua acgéo é
atribuida ao estimulo de uma nova classe de receptores nucleares, 0s receptores
ativadores de peroxissomo proliferativo (PPAR-Y), que aumentam expressao de
genes que codificam proteinas envolvidas no metabolismo da glicose e lipideos
(RAMALHO, 2002).

A troglitazona (Desenho 8), assim como outras tiazolinodionas em estudo
clinico, tem mostrado reduzir a resisténcia a insulina e a tolerancia a glicose em
obesos como também em n&o-obesos ou ainda em obesos com diabetes tipo 2, sem
induzir aumento de peso ou hipoglicemia (RAMALHO, 2002).

W N,
H,C O 'CH, SWNH
N O
H3c/ CH,
CH

Desenho 8: Formula estrutural da troglitazona, um hipoglicemiante da classe das tiazonodionas.
Fonte: Pérez et al., 2008
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1.1.5 Diabetes melito e estresse oxidativo

O estresse oxidativo e os danos teciduais resultantes sdo marcas de doencas
cronicas e o diabetes ndo é excecdo. Como ja foi mencionado anteriormente, a
resisténcia a insulina ou a falta absoluta da mesma, resulta no comprometimento do
controle metabdlico da glicemia, culminando com um quadro de hiperglicemia que é
considerado o fator de risco classico para o desenvolvimento das chamadas
complicacBes do diabetes (TIWARI, 2002).

Atualmente, existe um crescente interesse no estudo da contribuicdo do
estresse oxidativo para desenvolvimento das complicacdes em diabetes melito. A
origem deste estresse pode ser devido ao aumento da concentracdo de substancias
redutoras e/ou inclinadas a gerar peréxido de hidrogénio e radicais livres, como é o
caso da glicose (BAYNES, 1991).

A glicose e outros a-hidroxialdeidos sdo oxidados na presenca de metais de
transicao, gerando perdxido de hidrogénio, intermediarios reativos, radical hidroxil e
cetoaldeidos (WOLFF e DEAN, 1987).

De acordo com Hunt, Smith e Woff (1990), algumas complicacdes no quadro
do diabetes devem derivar do estresse oxidativo em tecidos catalisado pela
descompartimentalizacdo dos metais de transicdo, tais como cobre, ferro e
manganés, metais envolvidos diretamente na oxidagdo de varias moléculas. Nesse
caso, se o nivel de metais de transi¢cao for maior que dos substratos oxidaveis, como
a glicose e seus produtos de glicacéao, os redutores biologicos (lipideos, grupos tiois
e acido ascorbico) serdo oxidados, gerando um extenso estresse oxidativo (WOLFF,
1993).
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Sao considerados trés mecanismos bioquimicos principais envolvidos na
patogénese da hiperglicemia e a relevancia de cada um deles tem sido estudada em

modelos animais e cultura de tecidos (ROCHA et al., 2006):

1 - Formagédo de produtos finais da glicagdo avancada e/ou auto-oxidacdo de
monossacarideos (AGE): promovem modificacbes das proteinas plasmaticas e
lipideos associados, assim como também de proteinas de membrana e de tecidos.
Ha evidéncias de que esses processos estejam relacionados a rigidez prematura
das artérias e articulacdes, assim como diminuicdo da capacidade vital dos pulm&es
que ocorrem no diabetes. A glicacdo também seria um fator de risco para o
desenvolvimento de catarata e aterosclerose (WOLFF E DEAN, 1987; HARDING e
BESWICK, 1988; WOLFF e DEAN, 1988; BROWNLEE, 1995).

O acumulo desses produtos finais de glicagdo avancada é comum no
processo de envelhecimento, na aterosclerose e no diabetes e estd associado,
especialmente, a proteinas de vida longa como o colageno, o cristalino e proteinas
dos nervos (YIM et al., 1995).

2 - Aumento do fluxo através da via dos polidis: 0 aumento nos niveis de glicose leva
a um aumento da atividade das enzimas aldose-redutase e sorbitol-desidrogenase e,
consequentemente, acumulo intracelular de sorbitol e frutose, além de uma
diminuicdo na relacdo NADPH/NADP+ e um aumento na relacgdo NADH/NAD
(SCHMIDT e STERN, 2000; PFAFFLY, 2001; ZHAO, 2001).

O estresse osmoético causado pelo acumulo de sorbitol parece ser o fator mais
importante para o desenvolvimento da catarata diabética. O aumento nos niveis de
frutose leva a um aumento na formacdo de seus derivados frutose-3-fosfato e 3-
deoxiglicosonas que sdo agentes da glicagdo ndo enzimatica mais potentes do que
a glicose e, portanto, o fluxo de glicose na via dos polidis pode aumentar a formacao
de AGEs. As mudancas nas relacbes NADPH/NADP+ e NADH/NAD+ causam
alteracbes em varios sistemas celulares. A deplecdo no estoque de NADPH das
células pode inibir outras enzimas que sejam dependentes dessa coenzima como 0
sistema glutationa redox (reciclagem de GSH) e NO-sintase (formacédo de o6xido
nitrico) (ROCHA et al., 2006).
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A diminuicdo dos niveis de GSH aumenta a suscetibilidade das células
endoteliais a agdo do H,0, e citotoxicidade de xenobidticos (sistema citocromo Pysg
também fica comprometido) (GIUGLIANO, CERIELLO e PAOLISSO, 1996).

3 - Ativacao de isoformas de proteina C quinase: alguns estudos mostram que o
aumento nos niveis de glicose ativa a via de sintese de novo de diacilglicerol (DAG),
que, por sua vez, ativa varias isoformas de proteina C quinase (PKC) que sao
sinalizadores intracelulares importantes e estdo envolvidos na regulacdo de muitas
funcdes vasculares (ROCHA et al., 2006).

A ativacdo de PKC, induzida pela glicose leva a um aumento na producéo de
matriz celular e citocinas, assim como uma exacerbacdo da contratilidade,
permeabilidade e proliferacao celular vascular, ativacao de fosfolipase A, citosolica e
inibicio de ATPase dependente de Na'/K'. Esses processos estdo associados a
varias anormalidades nos tecidos renal, cardiovascular e na retina (KOYA e KING,
1998).

Segundo Wajchenberg (2002), esses trés mecanismos principais,
responsaveis pelos danos oxidativos hiperglicémicos, na verdade, estariam
interligados e associados a um aumento na formacdo de espécies reativas do

oxigénio (estresse oxidativo).

Assim, 0s pesquisadores propdéem que o0 uso de antioxidantes preveniria 0
desenvolvimento e a progressdo das complicacbes do diabetes (BAYNES, 1991;
NISHIKAWA et al., 2000; SCHMIDT e STERN, 2000).
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Kaneto et al. (1996) provaram que as espécies reativas de oxigénio (ERO’s)
conduzem a um dano nas células  pancreaticas por meio da inducédo da apoptose e
supressdo da biossintese da insulina. As células  sao particularmente susceptiveis
aos efeitos deletérios de ERO’s, uma vez que essas células possuem baixa
expresséo de genes de enzimas antioxidantes, quando comparado a outros tecidos
(LENZEN, DRINKGER e TIEDGE, 1996; ZHANG, OLLINGER e BRUNK, 1995).
Dessa forma, o status antioxidante é um determinante importante na suscetibilidade
ao estresse oxidativo (EL-ALFY, AHMED E FATANI, 2005).

1.1.6 ComplicagOes do diabetes melito

A entrada da glicose no cérebro e no tecido nervoso periférico, rins, intestino,
cristalino e hemacia, ocorre através da fixacdo ndo enzimética da glicose nas
moléculas de proteinas, que por sua vez, huma sequéncia de ligacbes cruzadas
entre as proteinas, formam um complexo conhecido como produtos finais da
glicosilacdo avancada (AGE). A formacado do AGE “enrijece” a matriz extracelular,
reduz a elasticidade da parede arterial e também interfere na funcédo das células
endoteliais, dos fagocitos e das células da musculatura lisa na parede dos vasos
sanguineos, contribuindo assim para as doencas crbnicas (BAYNES e
DOMINICZAK, 2000).

Na nefropatia diabética ocorre um espessamento da membrana basal capilar
glomerular, discreto aumento da matriz mesangial e glomeruloesclerose. A
nefropatia diabética € a causa mais comum de insuficiéncia renal crénica terminal
(GIUGLIANO, CERIELLO e PAOLISSO, 1996).
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Outra complicagdo é o desenvolvimento de retinopatia, comum no diabético,
devido as alteracdes vasculares na retina. A presenca de microaneurismas,
hemorragias, exsudatos, oclusées de capilares e arteriolas, pode ser encontrada
logo ap06s o diagnostico de diabetes tipo 2. Sua duracédo esta relacionada ao tempo

de permanéncia da doenca, podendo levar & cegueira (KOYA e KING, 1998).

Uma das complicagbes mais traumaticas € o “pé diabético”. A glicose
presente na corrente sanguinea € convertida em sorbitol pela acdo da enzima
aldose redutase, que penetra livre na célula e se acumula na bainha de Schwann do
tecido nervoso. Isto provoca alteragdes na conducdo do impulso nervoso, devido a
neuropatia sensitivomotora e a polineuropatia autonémica, levando a um déficit da
sensibilidade dolorosa, tatil e térmica, frequentemente associada a pele seca, que
facilmente racha propiciando infec¢ao e ulceracdo no pé. A frequéncia de admissdes
hospitalares para amputacédo causada por diabetes é de cerca de 50 a 70 % do total
de amputacdes nao traumaticas (VILLAR, CASTELLAR e MOURA, 1999).

Ainda o excesso de acuUcar no sangue provoca um aumento da agregacao
plagquetéaria, levando ao aparecimento de microtrombos que, junto com a AGE, séo
os principais fatores relacionados as complicacdes macrovasculares, como
hipertensdo arterial e cardiopatias, que sdo as principais causas de
morbimortalidade (ORTEGA, 2005).
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1.1.7 Modelos de inducéo de diabetes melito

Diabetes melito pode ser induzido em animais, por Varios mecanismos.
Porém, em um grande namero de métodos, o agente utilizado ndo € capaz de
desenvolver toda a fisiopatologia do diabetes humano. Os principais mecanismos de
inducdo sdo estresse, infecgbes, toxinas, ou manipulagdes, incluindo a
pancreatectomia, lesbes do sistema nervoso central, uso de hormdnios anti-
insulinicos, exposicdo a hidrocortisona, inducdo por virus e o uso de agentes
quimicos beta-citotoxicos (LERCO et al., 2003).

Os métodos quimicos de supressdo enddcrina do pancreas exibem a maior
parte dos eventos bioquimicos, hormonais e morfolégicos que ocorrem durante e
apos a inducdo do estado diabetogénico. A utilizacdo de drogas para inducdo do
diabetes é uma das técnicas mais antigas empregadas. Entre as substancias mais
citadas pela literatura destacam-se a estreptozotocina e o aloxano (RIBEIRO, 2008).
Essas drogas causam insuficiéncia insulinica priméaria do pancreas, provocando uma
resposta trifasica nos niveis glicémicos durante as primeiras horas da administracéao,
seguida do estabelecimento do diabetes permanente nas 24 horas subsequentes.
Esses métodos quimicos, apesar de terem um elevado indice de mortalidade
relativa, sdo de facil execucado e permitem a utilizacdo de um grande numero de
animais, destruindo a parte enddcrina (ilhotas pancreaticas, produtoras de
horménios como insulina, glucagon, somatostatina e polipeptiideo pancreatico) do
pancreas, com preservacdo de sua funcdo exdcrina (glandula acinosa composta,
responsavel pela secrecédo de agua, ions, além da secrecéo de enzimas digestivas
no duodeno), tendo, ainda, a vantagem de estarem padronizados na maioria dos

laboratorios experimentais (LERCO et al., 2003).
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A estreptozotocina (2 — deoxi — 2, 3 — metil — 3 - nitrosoureido - D-
glicopiranose) (STZ) é sintetizada pelo Streptomycetes achromogenes. Foi uma das
primeiras drogas a ser utilizada para estudo do diabetes melito, tanto do tipo 1
quanto do tipo 2. No caso do tipo 2, a droga € administrada, em dose Unica em
animais neonatos. A via de administracdo pode ser intravenosa ou intraperitoneal, a
dose pode variar de 30 a 200 mg/kg, sendo que os animais submetidos a aplicacdo
desta droga adquirem diabetes tipo 2 na idade adulta (ABDEL-BARRY, ABDEL-
HASSAN e AL-HAKIEM, 1997; WANG et al., 1998). Para inducao do diabetes tipo 1
sao usadas, frequentemente, doses entre 40 e 60 mg/kg, administradas IV em ratos
e camundongos adultos. Doses mais elevadas sdo também usadas. A STZ é
também eficaz apds a administracdo intraperitoneal, utilizando-se uma dose similar
ou mais elevada, mas uma Unica dose abaixo de 40 mg/kg pode ser ineficaz
(MACEDO et al., 1987; LERCO et al., 2003; GUPTA et al., 2004).

De forma semelhante a estreptozotocina, o aloxano também é uma droga
utilizada para a inducdo dos dois tipos de diabetes. No tipo 2, essa droga lesa as
células B pancreaticas e os animais adquirem sintomas da doenca no inicio da fase
adulta (com trés meses de idade) (SZKUDELSKI, 2001).

A estreptozotocina (STZ) apresenta maior especificidade as células 3, com
sua acdo vinculada a dose de administracdo e com menor toxicidade geral que o
aloxano, o qual exibe estreita margem de seguranca entre as doses diabetogénicas
e letais. Porém tem-se observado que uma tendéncia pela escolha do uso de
aloxano, apesar de sua menor especificidade e estreita margem de seguranca. Duas
razdes levam a essa escolha: a primeira, de ordem econdmica, dado o alto custo da
STZ, quando comparado com o do aloxano; a segunda, pelo uso amplamente
difundido do aloxano na produgédo do diabetes experimental por inUmeros servicos

de larga experiéncia no assunto (GUPTA et al., 2004).
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O mecanismo de acéo do aloxano

O aloxano (2, 4, 5, 6 — tetrapirimidino, 5, 6 — dioxiuracil) € um derivado do
acido urico. JA& em 1943, Dunn, Scheehan e Mc Lethic, descreveram necroses
especificas nas ilhotas pancreaticas causadas por aloxano em coelhos. Desde
entdo, o aloxano vem sendo utilizado para inducdo de modelos de diabetes. Essa
substancia exerce sua acao diabetogénica quando administrado pela via parenteral:
intravenosa (IV), intraperitoneal (IP) ou sub-cutédnea (SC). A dose necesséria para a
inducdo depende da espécie de animal, via de administracdo e estado nutricional.
As ilhotas humanas séo consideradas mais resistentes ao aloxano que as de ratos e
camundongos (LERCO et al., 2003).

O mecanismo de acdo do aloxano foi estudado intensivamente,
predominantemente “in vitro”, e é caracterizado agora completamente. Usando
ilhotas isoladas e perfusdo de pancreas de camundongos, demonstrou-se que o
aloxano promove uma ascensao repentina na secrecéo de insulina, na presenca ou
na auséncia de glicose. Este fendmeno apareceu imediatamente depois do
tratamento com aloxano e néo foi observado apos a exposicao repetitiva das ilhotas
a este agente diabetogénico. A ascensao repentina na concentracdo de insulina do
sangue foi observada também “in vivo” imediatamente depois da injegdo do aloxano

7

aos camundongos. A liberacdo aloxano-induzida de insulina €, entretanto, de
duracdo curta e € seguida pela supressdo completa da resposta das ilhotas a
glicose, mesmo quando as concentracdes elevadas deste acucar foram usadas

(SZKUDELSKI, 2001).

O aloxano € uma substancia hidrofilica e instavel. Sua meia-vida no pH neutro
e a 37 °C ¢é aproximadamente 1,5 minutos, podendo ser mais longa em
temperaturas mais baixas. Entretanto, quando uma dose diabetogénica € usada, o
tempo de decomposicdo do aloxano € suficiente para permitir que alcance o
precedida por sua recaptacdo rapida pelas células B. A rapida recaptacdo pelas
células secretoras de insulina foi proposta como uma importante caracteristica que

determina a diabetogenicidade do aloxano (LENZEN e PANTEN, 1988).
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A acao toxica do aloxano sobre as células B pancreaticas esta relacionada
com a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), ap0s o processo de auto
oxidacdo do &cido dialdrico, resultando na fragmentagcdo do DNA destas células
(SOTO et al., 1998). Uma recaptacao similar do aloxano ocorre também no figado.
Entretanto, o figado e outros tecidos sdo mais resistentes as espécies reativas de
oxigénio em comparacdo as ceélulas B pancreaticas, e esta resisténcia protege-as,
parcialmente, da toxicidade do aloxano (SZKUDELSKI, 2001).

Outro mecanismo envolvido na sua acao diabetogénica € a inibicdo da
enzima glicoquinase, enzima que promove a interacdo entre a secrecdo de insulina
e a concentracao de glicose, através da oxidacao dos grupos tiol (SH) presentes no

sitio de ligacdo da enzima, sendo esta uma reacao reversivel (LERCO et al., 2003).

Muitos ja sugeriram que a seletividade da acdo do aloxano nado é
completamente satisfatéria. As experiéncias recentes confirmaram esta objecdo. A
dose diabetogénica do aloxano origina uma diminuicdo dos grupos SH,
acompanhada por um aumento simultaneo na atividade da glutation peroxidase no
figado de camundongos dois minutos apds sua administracdo. Ao mesmo tempo, a
concentracdo de insulina no sangue elevou-se acentuadamente. Esta insulinemia
exagerada nao estimula, entretanto, nenhuma redugéo significativa da glicose no
sangue, 0 que sugere a sensibilidade periférica danificada da insulina no tempo
curto apdés o tratamento do aloxano. Observou-se também que a lipdlise basal e
induzida por epinefrina é intensificada por aloxano em adipdcitos isolados de

camundongos, e a insulina ndo restringiu este efeito (SZKUDELSKI, 2001).

O jejum também tem um papel importante na resposta das espécies aos
agentes diabetogénicos. Noventa e cinco porcento dos camundongos tratados com
aloxano, administrado com o animal em jejum prolongado de 48 a 60 horas, tornam-
se diabéticos. A administracdo de uma dose similar de aloxano, quando o jejum nao
€ observado, diminui essa resposta para 25%. Isso ocorre porque o aloxano entra na
célula pancreatica através do receptor de glicose GLUT-2. Entdo em estados de
jejum, esses receptores estao livres para que haja ligagdo de moléculas de aloxano
a eles (LERCO et al., 2003).
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A importancia do peso em relagdo a susceptibilidade do animal aos efeitos
toxicos também é considerada. Um estudo detalhado em camundongos revelou que
a toxicidade do aloxano altera-se numa relacdo linear com o peso do animal
(SZKUDELSKI, 2001).

1.2 O USO DE PLANTAS HIPOGLICEMIANTES

Conforme revisado acima, o diabetes melito engloba uma série de alteracdes
metabdlicas que acarretam um estado crénico de hiperglicemia. Nos Ultimos anos
observou-se que alguns fatores contribuiram para a diversificacdo de recursos no
tratamento do diabetes, como a crise econdmica e o alto custo de medicamentos. A
fitoterapia € um método que pode ser utilizado e indicado, como uma fonte de facil
aguisicao e baixo custo, para o tratamento de enfermidades, dentre elas o diabetes.
No Brasil existem muitas plantas com acdo hipoglicemiante oferecendo, assim,
potencial para a pesquisa cientifica que validem o seu uso com eficacia e seguranca
(CARREIRA et al., 2007).

A fitoterapia € um recurso alternativo muito Util nos programas de atencéo
primaria de salde quando sado utilizadas plantas cujas propriedades terapéuticas
tenham sido justificadas cientificamente, propiciando melhoria da saude dos
usuarios, com produtos de baixo custo e resgatando valores da cultura popular.
Entretanto torna-se de extrema importancia que estes usuarios recebam orientacéo
adequada de seu prescritor para que haja uma utilizacdo de forma correta e racional
dos medicamentos fitoterapicos (CARREIRA et al., 2007).

Muitas espécies de plantas séo conhecidas na medicina popular de diferentes
culturas pelas propriedades hipoglicemiantes e pelo uso crescente no tratamento do
diabetes (ABDEL-BARRY, ABDEL-HASSAN e AL-HAKIEM, 1997). Apoiado no
conhecimento e uso popular, a pesquisa e a comprovacdo dos efeitos e dos

constituintes dessas plantas tornam esta area cientificamente atrativa. Este
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crescimento deve-se ao fato de que as substancias encontradas nestas plantas
possam servir como agentes hipoglicemiantes que mimetizam o efeito da insulina.
Dessa forma, estas substancias poderiam substituir as dolorosas inje¢cdes de
insulina, alivio na vida dos diabéticos do tipo 1, minimizariam os efeitos colaterais
dos agentes hipoglicemiantes orais no caso dos diabéticos do tipo 2 e também
diminuiriam os elevados custos do tratamento (De SOUSA, 2002).

Observa-se, no entanto, um descrédito por parte dos profissionais de saude
quanto ao potencial terapéutico dos vegetais tidos popularmente como
hipoglicemiantes. Entretanto, muitos dos seus pacientes persistem na sua utilizagéo,
muitas vezes associada a medicacdo tradicional, o que pode resultar em sérios
riscos a saude dos usuarios, via potencializacdo de efeitos ou toxicidade (BORGES,
BAUTISTA e GUILERA, 2008).

Diante dessa realidade, muitas espécies de plantas tém sido testadas para
tratar os sintomas do diabetes melito (HANDA e CHAWLA, 1989; IVORRA, PAYA e
VILLAR, 1989; RAHMAN e ZAMAN, 1989; JOHNS e CHAPMAN, 1995; MARLES e
FARNSWORTH, 1995; NEEF, DECLERQ e LAEKEMAN, 1995; OLIVEIRA, 1995;
ERNST, 1997; PEREIRA, 1997; LAMBA et al., 2000; NOVAES et al.,, 2001;
GROVER, YADAV e VATS, 2002; McCUNE e JONHNS, 2002; SAID et al., 2002;
SYEM et al., 2002; VOLPATO et al., 2002; HUO, WINTERS e YAO, 2003; KAR,
CHAUDHARY e BANDYOPADHYAY, 2003; ELDER, 2004; SAXENA e VIKRAM,
2004). Estas plantas representam mais de 725 géneros em 183 familias,
estendendo-se fisiologicamente das algas marinhas e fungos para plantas, tais como
as compostas. A distancia filogenética entre este grupo de familias é forte indicagéo
da natureza variada de seus constituintes ativos (IVORRA, PAYA e VILLAR, 1989;
MARLES e FARNSWORTH, 1995; JOHNS e CHAPMAN, 1995; PEREIRA, 1997,
PEREZ GUTIERREZ, 1998, 2002; LAMBA et al., 2000). Na medicina chinesa
tradicional, 82 plantas medicinais tém sido usadas como medicamentos naturais
para o tratamento do diabetes melito e suas complicacées (LI et al., 2004). A maioria
das plantas que sé&o utilizadas como antidiabéticas ao serem avaliadas
farmacologicamente demonstraram ter atividade hipoglicemiante e possuir
constituintes quimicos que podem ser utilizados como modelos para novos agentes

hipoglicemiantes. Entretanto, analises posteriores revelaram grande variedade de
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mecanismos de acdo que podem levar ao efeito hipoglicemiante, nem todos
terapeuticamente Uteis (MARLES e FARNSWORTH,1995; HUO, WINTERS e YAO,
2003; SAID et al., 2002).

A pesquisa de espécies com potencial hipoglicemiante conhecidas na
medicina popular, almeja a comprovacdo dos efeitos, a caracterizacdo dos
constituintes fitoquimicos e o esclarecimento dos mecanismos de acdo destes
compostos. Como perspectiva desses estudos, estd o desenvolvimento de novos
farmacos a partir de compostos naturais com comprovada atividade hipoglicEmica e
até mesmo a utilizacdo dos compostos nas mais variadas formulacdes (complexados

ou ndo) como adjuvantes ao tratamento do diabetes (CAZAROLLI, 2004).

1.2.1 Produtos naturais hipoglicemiantes e principais mecanismos de acao

O mecanismo de acédo pelos quais as plantas diminuem a taxa de glicose do
sangue pode ser atribuido aos seguintes fatores: aumento da liberacdo de insulina
através da estimulacdo das células B-pancreéticas, aumento do numero e da
sensibilidade do sitio receptor de insulina, diminuicdo da perda de glicogénio,
aumento do consumo de glicose nos tecidos e orgaos, eliminacéo de radicais livres,
resisténcia a peroxidacdo de lipideos, correcdo da desordem metabdlica causada
em lipideos e proteinas e estimulo ao aumento da microcirculagdo do sangue no
organismo (MARLES e FARNSWORTH,1995; SAID et al., 2002 ; VOLPATO et al.,
2002; HUO, WINTERS e YAO, 2003; LI et al., 2004).
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Ha muitas substancias extraidas de plantas que reduzem o nivel de glicose
no sangue e a grande variedade de classes quimicas indica que uma gama de
mecanismos de acdo deve estar envolvida nesse processo. Algumas destas
substancias podem ter potencial terapéutico, enquanto outras podem produzir
hipoglicemia como efeito colateral devido a sua toxicidade, especialmente
hepatotoxicidade (IVORRA, PAYA e VILLAR, 1989; PEREZ GUTIERREZ et al.,
1998; LAMBA et al., 2000; PEREZ GUTIERREZ, 2002).

Assim, derivados fendlicos de plantas, como catequinas, epicatequinas,
epigalocatequinas, &cido tanico e isoflavonas exercem atividade inibitoria, por
exemplo, sobre enzimas alfa-amilase e alfa-glicosidase, contribuindo para a
atividade supressora da hiperglicemia pds-prandial de alguns produtos de origem
vegetal (YOSHIKAWA et al., 1998; KOBAYASHI et al., 2000a; TIWARI e RAO, 2002;
BAWDEN et al., 2002 e 2003; ALI, RAMAN e HOUGHTON, 2003). Varios derivados
fendlicos, glicosilados ou ndo, mostraram ainda potente atividade inibitoria sobre as
enzimas aldose-redutase (YOSHIKAWA et al.,, 1998) e outros mostraram inibir a
absorcdo de glicose dependente de sodio nas paredes intestinais de ratos
(WELSCH; LACHANCE e WASSERMAN, 1989).

Alguns derivados polifenélicos também inibem, o transporte de glicose através
do intestino pela inibicdo do co-transportador de glicose dependente de sédio - S-
GLUT1 (KOBAYASHI et al., 2000b).

FracOes ricas em saponinas demonstraram atividade inibitéria sobre S-
GLUT,, assim como algumas isoflavonas da soja (MUKHERJEE et al., 1996;
VALSA, SUDHEESH e VIJAYALAKSHMI, 1997; LAU et al., 1998; TIWARI e RAO,
2002). Vérios estudos tém sido realizados sobre a relagdo estrutura-atividade de
saponinas isoladas de varias plantas e sua atividade hipoglicemiante (YOSHIKAWA
et al. 1996 e 1997a e b, MATSUDA et al, 1998).
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Estudos realizados demonstraram que o efeito antidiabético das fibras
hidrossoluveis galactomanana de Trigonella foenum graecum L. e o da pectina e
polissacarideos de plantas parecem estar relacionados com o aumento da
viscosidade do contetddo gastrointestinal, diminuindo assim a velocidade de
esvaziamento gastrico e suprimindo ou retardando a absorcdo de carboidratos no
processo digestivo (AL-HABORI e RAMAN, 1998; TIWARI e RAO, 2002).

A capacidade de regeneracao das células  pancreaticas e o estimulo para a
liberacdo de insulina por essas células foram demonstrados para o extrato bruto de
Pterocarpus marsupium, sendo essas atividades atribuidas a epicatequina e a
alguns flavonodides, como liquiritigenina e pterosurpina, isolados dos extratos brutos
(JAHROMI, RAY e CHANSOURIA, 1993; TIWARI e RAO, 2002).

Da Silva e Filho (2002) fizeram uma revisdo dos aspectos quimicos e
farmacoldgicos de varias espécies do género Bauhinia as quais sdo descritas na
medicina popular como antidiabéticas. Eles observaram que algumas espécies ja
tiveram seus efeitos hipoglicemiantes comprovados em laborat6rio como € o caso de
Bauhinia divaricata, B. candicans e B. forficata. Os flavondides presentes no extrato
hidroalcodlico de B. variegata também foram registrados como hipoglicemiantes em

ratos com diabetes induzido por streptozotocina.

Compostos fendlicos

A presenca dos compostos fendlicos em plantas tem sido muito estudada por
apresentarem atividades farmacoldgica e antinutricional, por inibirem a oxidacdo
lipidica e a proliferacdo de fungos (NAGEM, ALBUQUERQUE e MIRANDA, 1992;
GAMACHE, RYAN e ACWORTH, 1993; AZIZ et al., 1998; FERNANDEZ, SAENZ,
GARCIA, 1998; HOLLMAN e KATAN, 1998), além de participarem de processos
responsaveis pela cor, adstringéncia e aroma em varios alimentos (PELEG, BODINE
e NOBLE, 1998).
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Diversos pesquisadores tém trabalhado na separacao, identificagéo,
quantificacdo e utilizacdo dos compostos fendlicos em alimentos, enfrentando muitos
problemas metodoldgicos, pois, além de englobarem uma gama enorme de
substancias (fenois simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides, taninos e
ligninas), eles sédo, na maioria das vezes, de grande polaridade, muito reativos, e

susceptiveis a acdo de enzimas (KING e YOUNG, 1999).

Os flavonodides constituem uma importante classe de polifendis de ocorréncia
natural frequentemente encontrados em varias plantas, frutas e vegetais. A maioria
dos representantes dessa classe possui 15 atomos de carbono no nucleo
fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos
entre elas (Cs - C3 - Cg). Nos compostos triciclicos, as unidades sdo chamadas
nacleos A, B e C e os atomos de carbono recebem a numeragcdo com nuameros
ordinarios para os nucleos A e C e 0s mesmos numeros seguidos de uma linha (‘)
para o nucleo B (Desenho 9). Os flavonodides apresentam-se frequentemente
oxigenados e um grande nuamero ocorre conjugado com acucares (heterosideo)
(PIETTA, 2000; SIMOES et al., 2001).

Desenho 9: Nucleo fundamental dos flavondides. Fonte: Cazarolli, 2004.

Sao conhecidos mais de 4200 flavondides, sendo que o numero de novas
estruturas identificadas praticamente dobrou nos ultimos vinte anos. Séo divididos
em varias classes de acordo com o grau de oxidagdo do oxigénio heterociclico e
com o modelo de substituicdo no anel C, como exemplo: flavondis, isoflavonas,
catequinas, flavanonas, flavonas, C-heterosideos, antocianos, chalconas, auronas
entre outras (PIETTA, 2000; SIMOES et al., 2001; TAPIERO et al., 2002).
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Os flavondides consumidos a partir da dieta sdo absorvidos no estdmago e
intestino. S&o metabolizados principalmente no figado, sendo a mucosa intestinal,
tdbulos renais, pulméo, pele e placenta sitios secundarios de metabolizacdo. Os

metabdlitos sdo excretados na urina e fezes (ONG e KHOO, 2000).

Recentemente, as aplicacdes terapéuticas dos flavondides no tratamento e
prevencado de doencas em humanos sdo demonstradas em varios estudos. Entre as
aplicacdes médicas melhor documentadas estdo 0 uso no tratamento e prevencao
de alergias, asma e inflamacéo. Os efeitos benéficos também estdo relacionados em
doencas como o cancer, doencas cardiovasculares, catarata diabética e cirrose
(ONG e KHOO, 1996). Apresentam ainda, propriedades antioxidantes,
hepatoprotetoras, anti-trombdticas e antivirais (SAIJA et al., 1995; ONG e KHOO,
2000; SIMOES et al., 2001; VESSAL, HEMMATI e VASEI, 2003).

Vérios polifendis naturais demonstram efeitos antidiabéticos e investigacfes
do mecanismo de acdo estdo em desenvolvimento. Exemplos de flavondides com
acao anti-hiperglicémica comprovados sao: a (-)-epicatequina, que protege as ilhotas
de Langerhans e promove a regeneragdo das células B nas ilhotas, estimula a
liberacdo de insulina e normaliza os niveis de glicose sanguinea; a silimarina, com
propriedades antioxidantes, atua protegendo as células B de danos oxidativos; a
luteolina e o respectivo glicosideo, que através da capacidade antioxidante e de
sequestro de radicais livres contribui para a regeneracao das células 3; a quercetina
atua normalizando os niveis de glicose plasmética, aumentando o contetddo de
glicogénio hepdtico, induzindo as enzimas glicoquinase e hexoquinase hepaticas e
reduzindo as concentragbes de colesterol e LDL no soro. Também atua na
regeneracao das ilhotas pancreaticas, aumentado o numero de ilhotas funcionais e a
liberacdo de insulina (ZARZUELO et al.,, 1996; SOTO et al., 1998; VESSAL,
HEMMATI e VASEI, 2003). Ainda, a miricetina, com atividades antiinflamatéria,
anticarcinogénica, antiviral e antidiabética. Exerce a funcdo hipoglicemiante
mimetizando as acfes da insulina, regulando os niveis glicémicos e influencia no

metabolismo e estoque de glicogénio hepaticos (ONG e KHOO, 1996, 2000).
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Os acidos fendlicos caracterizam-se por terem um anel benzénico, um
grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na
molécula, o que lhes confere propriedades antioxidantes tanto para os alimentos
como para o organismo, sendo, por isso, indicados para o tratamento e prevencao
do cancer, doencas cardiovasculares e outras doencas, como diabetes (BRAVO,
1998; FERGUSON e HARRIS, 1999).

Os acidos fendlicos sdo divididos em dois grupos. O primeiro é composto
pelos acidos benzébicos, que possuem sete atomos de carbono (Cs-C;) € sé@o 0s
acidos fendlicos mais simples encontrados na natureza; suas férmulas gerais e
denominacfes estdo representadas na Desenho 10. O segundo € formado pelos
acidos cinamicos, que possuem nove atomos de carbono (Cs-C3), sendo sete os

mais comumente encontrados no reino vegetal (Desenho 11).

R2 R1

R3 COOH

R4

Desenho 10: Estrutura quimica dos acidos benzoéicos. Fonte: Soares, 2002

R2 R1

R3 CH=CH=COOH

R4

Desenho 11: Estrutura quimica dos &cidos cinamicos. Fonte: Soares, 2002

Os &cidos fendlicos, além de se apresentarem sob sua forma natural, podem
também se ligar entre si ou com outros compostos. A combinacdo mais importante
destes acidos ocorre com o acido caféico, o qual, associado a um alcool-acido

ciclico, denominado acido quinico, origina o acido clorogénico (SOARES, 2002).
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1.2.2 O uso popular de plantas do género cecropia

As tribos indigenas da Amazonia utilizam as plantas do género Cecropia (as
embaubas) para reumatismo, e inflamacdes do figado e pulmdes, explorando assim
suas propriedades antiinflamatorias. As folhas geralmente sdo preparadas na forma
de chas que séo usados para tratamento de asma e outras afec¢bes do aparelho
respiratorio. O cha das folhas das embaubas € também usado para Ulceras
estomacais. Membros da tribo indigena Palikur, na Guiana, envolvem fraturas,
contusdes e feridas com as grandes folhas das embaubas, além de utiliza-las para

infec¢des genito-urindrias e no alivio da dor pés-parto (CONSOLINI et al., 2006).

No Brasil, as plantas do género Cecropia séo utilizadas em varias doencas do
aparelho respiratério, tais como asma, bronquite, tosse, coqueluche e pneumonia.
Existem também relatos de seu uso na medicina popular para o tratamento do
diabetes, doenca de Parkinson, perturbacdes do figado, pressao alta e para

aumentar a contratilidade do musculo cardiaco (CONSOLINI et al., 2006).

Na Colémbia, as embaubas sédo também consideradas efetivas no tratamento
da doenca de Parkinson, além de serem usadas como substituintes de plantas que
contem digitalicos, no tratamento de doencas cardiacas. O chéa das folhas também é
utilizado para facilitar menstruacdes e parto. Na medicina popular da Guatemala, as
plantas do género Cecropia séo indicadas para asma, edema, reumatismo, diabetes,
febre, aterosclerose e gonorréia. No México, essas plantas sao utilizadas
popularmente para o tratamento do diabetes, tosse, inflamacéo, diaréia, afec¢cdes da
bexiga, asma, obesidade, perturba¢cdes do figado, pressao alta e verrugas (WRIGHT
et al., 2007).
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Em Cuba, praticamente todas as partes da planta s&o utilizadas na medicina
popular. O latex é considerado corrosivo e adstringente, sendo seu uso topico
indicado para remocéao de verrugas e calos, e para tratar herpes (e outras infeccdes
venéreas) e Ulceras da pele. As cascas sdo usadas para reduzir muco; as raizes,
para afeccOes biliares; e as frutas sdao consideradas emolientes, atuando como
calmante e suavizante da pele. As folhas séo utilizadas para reducdo de dor, asma,
perturbacdes do figado, edema e para facilitar menstruacdes (WRIGHT et al., 2007).

Em outras partes da América Latina e também na Amazobnia, as plantas do
género Cecropia sao frequentemente consideradas como a cura para asma apos
apenas algumas semanas de tratamento com o cha preparado a partir de suas
folhas (WRIGHT et al., 2007).

Na medicina francesa, o extrato de Cecropia sp foi muito utilizado para
deficiéncias cardiacas e alivio da tosse, no século XX (GILBERT e MICHEL, 1920;
CHERNOVIZ, 1927). Essas indicacdes ja foram inclusive incorporadas no Formulario
Farmacéutico Brasileiro, incluindo também o seu uso no tratamento de bronquite,
dispnéia e asma (COIMBRA, 1958). O xarope de Cecropia hololeuca foi incluido na
primeira Farmacopéia Brasileira. Ja a infusdo a 5% ou decoccdo de Cecropia
pachystachya foi incluida na Farmacopéia Nacional Argentina, em 1978, devido ao

seu extensivo uso popular (ALONSO, 1998).
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1.2.3 Aspectos biologicos e farmacoldgicos de plantas do género Cecropia

Varios estudos farmacologicos tém sido desenvolvidos para explicar e
confirmar alguns dos muitos usos de plantas do género Cecropia na medicina
popular. Avaliagdes in vitro de extratos de Cecropia sp e seus efeitos induzidos apoés
injecOes intravenosas de extrato bruto dessas plantas foram relatados por Sivori,
1933; Vieira et al., 1968; Vidrio et al., 1982; Lacaille-Dubois, FRANCK e WAGNER,
2001; Almeida et al., 2006; Consolini et al., 2006. Suas ac¢fes farmacoldgicas sobre
0s sistemas cardiovascular e nervoso central apds administracdo oral foram
relatadas por Lapa et al.,, em 1999. Cysneiros, 1996, usando musculos de traquéia
avaliou os efeitos de Cecropia glasiovi no sistema respiratério. Ainda para Cecropia
glasiovi, foram relatados seus efeitos antidepressivo (ROCHA et al., 2007), de
inibicdo de secrecdo de suco gastrico (SOUCCAR et al., 2008), antihipertensivo
(LIMA-LANDMAN et al., 2007), broncodilatador (TANAE et al., 2007) e inibicdo de
broncoespasmo induzido por histamina (DELARCINA et al., 2007). Ramos Almeida
et al., 2006, relataram as atividades hipotensora e vasorelaxante de Cecropia
lyratiloba. Vargas Howell e Ulate Monteiro, 1996, demonstraram a atividade diurética
de Cecropia obtusifolia em ratos. Para essa mesma espécie foram também relatadas
as atividades hipoglicemiante (ANDRADE-CETTO e HEINRICH, 2005),
antiinflamatoria, analgésica e efeito depressor central (PEREZ-GUERRERO et al.,
2001), além de sua atividade antioxidante (Silva et al., 2007) e inibicdo de alfa-
glicosidase (ANDRADE-CETTO, BECERRA-JIMENEZ e CARDENAS-VAZQUEZ,
2008). Cecropia peltata apresentou atividade antimicrobiana (ROJAS et al., 2006) e
hipoglicemiante (ANDRADE-CETTO et al., 2006).

J4& em 1925, Dominguez e Soto fizeram uma descricdo qualitativa de
Cecropia pachystachya em caes e coelhos, sugerindo sua atividade
broncodilatadora e toxidade cardiaca. Recentemente, foi demonstrado o efeito
hipotensivo de duas plantas dessa mesma espécie que cresceram em regides
climatica e fitogeograficamente diferentes, na Argentina. Uma cresceu em clima de
floresta neotropical, e a outra, em regido de clima temperado (CONSOLINI e

MIGLIORI, 2005). Apesar de crescerem em climas diferentes, ambas as plantas
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produziram efeito hipotensivo em ratos, porém apenas a espécie que cresceu na
regido de clima temperado causou taquicardia in vivo (CONSOLINI e MIGLIORI,
2005), sugerindo a diferenca de composicéo entre os extratos de cada planta. O seu
efeito cardiotdnico foi confirmado por Consolini et al, 2006. Além disso, Consolini et
al.,, 2006, também demonstraram um potente efeito sedativo, comparado ao
Diazepam® 10mg/kg. Esse efeito pode contribuir para explicar seu uso terapéutico
na tosse e asma. Consolini e Migliori, 2005, constataram atividade diurética em ratos
e Veladzquez et al., 2003 observaram a propriedade antioxidante in vitro de Cecropia

pachystachya.

1.2.4 Constituintes bioativos isolados de Cecropia

De uma forma geral, espécies do género Cecropia apresentam como
principais constituintes glicosideos, lipideos, alcal6éides, flavonéides, taninos,
catequinas, procianidinas, triterpenos, polifendis, esteréides e resinas (TANAE et al.,
2007).

Andrade-Cetto e Wiedenfeld, em 2001, fracionaram o extrato butandlico das
folhas de Cecropia obtusifolia Bertol e identificaram dois constituintes que exerciam
efeito hipoglicemiante: o acido clorogénico e a flavona isoorientina, ilustrados na
Desenho 12.
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Desenho 12: Estrutura quimica do é&cido clorogénico (1) e do flavonéide isoorientina(2). Fonte:
Andrade-Cetto e Wiedenfeld, 2001

O &cido clorogénico é encontrado em uma gama de alimentos de origem
vegetal (De MARIA e MOREIRA, 2004). A estrutura quimica para esse composto foi
estabelecida por Fischer em 1932 como acido 3-cafeoilquinico (atualmente
conhecido como &cido 5-cafeoilquinico) (RIBEIRO, 2008). Acido clorogénico e seus
isbmeros apresentam propriedades benéficas a saude, ndo s6 devido a sua potente
atividade antioxidante, mas também como agente hepatoprotetor, hipoglicemiante e
antiviral (FARAH e DANANGELO, 2006).

A flavona isoorientina, além de sua atividade hipoglicemiante (ANDRADE-
CETTO e WIEDENFELD, 2001), ja teve testadas suas atividades antimicrobiana e
antiespasmaodica (AFIFI, KHALIL e ABDALLA, 1999).

Recentemente, foram patenteados, nos Estados Unidos, um glicosideo
(denominado ambai) e um alcaldide (denominado cecropina). Estes foram
identificados como compostos ativos presentes em plantas do género Cecropia,
responsaveis pelas suas propriedades cardiotonica e diurética (CONSOLINI et al.,
2006).
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1.2.5 Cecropia pachystachya Trécul

Cecropia pachystachya, cuja sinonimia € Cecropia adenopus, pertence a
familia Moraceae (Cecropiaceae). E conhecida popularmente como umbauba,
imbauba, embalva, umbauba-do-brejo, arvore-da-preguica, umbaubeira, pau-de-
lixa, umbauba branca, &rvore-da-preguica, torém, preguiceira. Seu nome indigena,
Aguai, vem do tupi-guarani, e significa “fruta da arvore de tronco oco”
(HERNANDEZ-TERRONES et al., 2007).

Trata-se de uma espécie nativa, pioneira, perenifélia, que ocorre desde o Rio
Grande do Norte até Santa Catarina, tanto na area de influéncia dos cerrados, como
nas florestas estacionais e formaces do complexo atlantico. E caracteristica de
solos de maior umidade, tipica da borda de matas, clareiras grandes e de estradas.
Tem preferéncia pelos locais ensolarados, sendo rara sua presenga no interior de
matas fechadas. Floresce de setembro a outubro e frutifica de maio a junho. O
desenvolvimento das plantas no campo é rapido. Os frutos sdo procurados pelas
aves e servem de alimento a varias espécies de peixes, como pacu, piracanjuba e
outros. E chamada de &rvore-da-preguica por ter nas folhas jovens um dos seus
alimentos preferidos (LORENZI e MATOS, 2002).

Caracteriza-se por ser uma arvore de 4 a 7 m de altura, com tronco de casca
cinzenta com manchas brancas, e copa com forma de taca com galhos bem
distribuidos. As folhas séo digitadas com 7 a 10 lobos (recortes) sob peciolo (haste
ou suporte) longo. A lamina foliar € aspera e tomentosas (coberta de lanugem),
sendo que a face inferior é brancacenta. A inflorescéncia é axilar (no encontro da
juncdo da folha com o ramo) e espiciforme (em forma de espiga) com inuUmeras
flores mindsculas e unissexuais. Espécie didica com inflorescéncias masculinas
ramificadas, com segmentos organizados aos pares, mais ou menos péndulas; as
femininas, também aos pares, péndulas na frutificacdo, com bractea pilosa
(LORENZI e MATOS, 2002).
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A Fotografia 1 mostra o aspecto das folhas e da arvore de Cecropia

pachystachya.

Fotografia 1: Cecropia pachystachya. Fonte: http://www.esalg.usp.br/trilhas/medicina/am26.htm

Cecropia pachystachya € uma arvore de crescimento rapido que resiste a
baixas temperaturas, de no maximo 0 grau, vegeta bem em qualquer altitude. O solo
pode ser profundo, umido, acido ou neutro, com constituicdo arenosa ou argilosa
(solo vermelho) e até pedregoso. A arvore pode ser usada em reflorestamento como
pioneira por ter crescimento rapido, resistir & seca e produzir alimento para os
passaros (LORENZI e MATOS, 2002).

Os frutos, representados na Fotografia 2, sdo finos, alongados e, quando
estdo maduros, a polpa fica estufada e macia. Eles tém gosto de doce de figo e
podem ser consumidos in-natura, mastigando e espremendo na boca, restando
apenas um bagacinho fibroso com as sementes que devem ser cuspidas. Atrai
grande numero de passaros e a arvore é também ornamental (LORENZI e MATOS,
2002).


http://www.esalq.usp.br/trilhas/medicina/am26.htm
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Fotografia 2: Frutos de C. pachystachya. Fonte: http://frutasraras.sites.uol.com.br/cecropiapach.htm

2 JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos observou-se um significativo aumento na utilizacdo dos
fitoterdpicos na medicina popular, destacando-se 0 uso para o tratamento de
doencas cronicas, especialmente o diabetes melito. Diante dessa realidade,
pesquisas multidisciplinares devem ser intensificadas visando comprovar a acao
terapéutica de principios ativos de origem vegetal, garantindo a seguranca e eficacia

na sua aplicacdo por parte dos profissionais de saude.

Durante a investigacdo etnofarmacoldogica, muitas espécies foram
investigadas, destacando-se a espécie Cecropia pachystachya, para a qual nao

foram encontrados estudos que comprovassem sua atividade hipoglicemiante.

Diante dos fatos, foi desenvolvido esse estudo a fim de se avaliar o efeito
hipoglicemiante do extrato metandlico de C. pachystachya em ratos normais e
diabéticos. Dentre os estudos necessarios para que essa espécie possa ser
efetivamente utilizada no controle do diabetes, estd a avaliagdo do seu potencial

toxicoldgico, aléem de seu perfil fitoquimico e atividade antioxidante.


http://frutasraras.sites.uol.com.br/cecropiapach.htm
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3 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial farmacolégico e quimico do extrato metandlico de Cecropia
pachystachya.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar a atividade hipoglicemiante aguda, sub-cronica e crénica do extrato
metandlico de C. pachystachya em ratos normais e diabéticos induzidos com
aloxano.

o Dosar os niveis de bilirrubina e enzimas que refletem as funcées hepatica
(fosfatase alcalina, ALT, AST), pancredtica (amilase e lipase) e renal (ureia,
creatinina).

o Dosar marcadores dos metabolismos lipidico (colesterol total e fracoes,

triglicérides) e protéico (proteinas totais e fracdes).

o Avaliar a atividade citotéxica do extrato metandlico de C. pachystachya
atraves do ensaio de Artemia salina.

o Identificar as classes de constituintes quimicos do extrato metandlico de C.
pachystachya.
o Avaliar o potencial antioxidante in vitro, através dos ensaios de DPPH e poder

de reducdo, do extrato metanolico de C. pachystachya.
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4 MATERIAL E METODOS

MATERIAL VEGETAL

Folhas de Cecropia pachystachya foram coletadas em novembro de 2004. A
planta foi identificada pelo Dr. Ricardo Monteanele de Castro da Universidade de
Feira de Santana, BA, Brazil. A exsicata (CESJ 46591) esta depositada no Herbario
Leopoldo Krieger (CESJ) da Universidade Federal de Juiz de Fora.

PREPARO DO EXTRATO

As folhas de Cecropia pachystachya foram secas em estufa com circulagéo
forcada de ar a 40°C e pulverizadas, a fim de obter o material vegetal seco (60g).
Este foi extraido por maceracdo com metanol, a temperatura ambiente, por 48, 24 e
24 horas. O extrato foi concentrado a pressdo reduzida utilizando evaporador
rotatério (Heidolph— Laborota 4000°).



64

4.1 ESTUDO FITOQUIMICO

4.1.1 Analise fitoquimica

O extrato metandlico foi submetido as andlises fitoquimicas preliminares para
determinacdo das principais classes quimicas de metabdlitos especiais, de acordo

com o protocolo descrito por Matos (1997), com algumas modificacdes.

Preparo das amostras para analise dos metabdlitos especiais

Aproximadamente 100 mg de extrato metandlico foram solubilizados em
metanol e utilizados para identificacdo de alcalbides, triterpendides, esterdides,
saponinas, cumarinas, compostos fendlicos, taninos, flavondides, antraquinonas,

antocianidinas, chalconas, leucoantocianidinas, catequinas e flavononas.

Alcaldides

Em uma placa de Elisa, 150 pyl da amostra foram colocados em trés pogos
diferentes e 50 ul de diferentes reagentes utilizados para identificagao de alcal6ides
(Reativos de Hager, Mayer e Dragendorff) foram adicionados em cada pogo. O
aparecimento de precipitado ou turvagcédo branca com os reativos de Hager e Mayer

e de cor alaranjada com o reativo de Dragendorff indica a presenca de alcaldides.
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Triterpendides e Esterdides

Em uma placa de Elisa, 150 pl da amostra foram colocados em um pogo. Em
seguida foram acrescentados 1 gota de anidrido acético e 1 a 2 gotas de acido
sulfirico concentrado. O aparecimento de cor azul-esverdeada € indicativo da

presenca de esterdides e de cor vermelha, da presenca de triterpendides.

Saponinas

Em um tubo de ensaio foram colocados 1 ml da amostra e aproximadamente
2 ml de &gua destilada. O tubo foi agitado vigorosamente por 30 segundos e
colocado em repouso por 20 minutos. A presenca de espuma persistente com

aproximadamente 1 cm de altura indica a presenca de saponinas.

Cumarinas

A amostra foi gotejada em um pedaco de papel de filtro. Em seguida, 1 gota
da solucdo de KOH 10% foi adicionada a amostra. O aparecimento de fluorescéncia

de cor azulada sob luz UV 365nm indica a presenca de cumarinas.
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Compostos fendlicos

Em uma tira de papel de filtro a amostra foi gotejada seguida de uma solucéo
de FeClz 2%. O aparecimento de uma mancha azul escura indica a presenca de

compostos fendlicos.

Taninos

Em um tudo de ensaio foi colocado 1 ml da amostra e gota a gota, foi
acrescentada uma solucéo de gelatina 2,5%. O aparecimento de precipitado branco
indica a presenca de taninos.

Flavonodides

Em uma tira de papel de filtro a amostra foi gotejada seguida da adicdo de
uma solucédo de AICl;3 5%. O aparecimento de fluorescéncia de cor amarela sob luz

UV 365 nm indica a presenca de flavonoides.

Antraguinonas

Em uma placa de Elisa, 150 ul da amostra foram colocados em um pogo. Em
seguida foram adicionados 50 pl de NaOH 0,5M. O aparecimento de coloragao

vermelha indica a presenca de antraquinonas.
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Antocianidinas e Chalconas

Em trés tubos de ensaio foi adicionado 1 ml da amostra. O tubo 1 foi
acidificado com HCI 0,5M (pH 3). Os tubos 2 e 3 foram alcalinizados com NaOH
0,5M (pH 8 e 11, respectivamente). O aparecimento de coloracdo vermelha, lilas e
azul-purpura nos tubos 1, 2 e 3, respectivamente, indica a presenca de

antocianidinas. Coloragéo vermelha nos tubos 1 e 3 € indicativo de chalconas.

Leucoantocianidinas e Catequinas

Em um tubo de ensaio 1 ml da amostra foi acidificado com HC| 0,5M (pH 3).
Em seguida, o tubo foi aquecido, em bico de Bunsen, cuidadosamente. O
aparecimento de coloracdo vermelha indica a presenca de leucoantocianidinas e

amarela de catequinas.

Flavononas

Em um pogo da placa de Elisa foram adicionados 150ul da amostra e alguns
pedacos de magnésio metdlico. Em seguida, acrescentou-se 1 gota de HCI

concentrado. O aparecimento de coloracao vermelha indica presenca de flavononas.
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4.1.2 Determinacédo do conteudo de fendis totais

O conteudo de compostos fendlicos totais em extratos vegetais foi
determinado pelo método de Folin-Denis (DUH e YEN, 1997). Para a preparacao da
curva de calibragcdo foram misturados 0,07; 0,10; 0,20; 0,30; 0,40 e 0,50 ml de
solucédo de éacido tanico (1 g/l) com gsp 1 ml etanol P.A. Em seguida, para cada
solugdo, 1 ml do reagente de Folin-Denis e 8 ml de Na,CO3; 2% em tampéao NaOH
0,1N foram misturados e agitado. A absorbéancia foi mensurada, depois de 60
minutos em banho a 30°C, a 730 nm e a curva de calibracéo foi construida. Um ml
do extrato da planta (0,5 mg/ml) foi misturado com os mesmos reagentes como
descrito acima. O branco foi preparado com 1 ml de metanol, 8 ml de tampéao
Na,CO3z; em NaOH 0,1N e 1 ml do reagente de Folin-Denis. Todas as determinacdes
foram realizadas em quadruplicata. O conteudo de compostos fendlicos foi expresso

em mg/g extrato vegetal, em equivalente de acido tanico (EAT).
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4.1.3 Determinacédo do conteudo de flavonodides

O conteudo de flavondides foi determinado pelo método descrito por
Miliauskas, Venskutonis e Van-Beer (2004), com pequenas modificagbes, usando a
rutina como composto de referéncia com pequenas modificagcbes. A curva de
calibracéo da rutina foi preparada por mistura de 2,0; 1,0; 0,5; 0,25 e 0,10 ml de uma
solucdo etandlica de rutina (0,5 mg/ml) com 1 ml de cloreto de aluminio em etanol
(20 g/l) e diluida com etanol para 25ml. A absorbancia foi mensurada a 415nm,
depois de 40 minutos a 20°C e a curva de calibragao foi construida. Um ml do
extrato vegetal em metanol (0,5 mg/ml) foi misturado com os mesmos reagentes
como descrito acima. Branco foi preparado com 1ml do extrato vegetal e 1 gota de
acido aceético e diluido para 25ml. Todas as determinacBes foram realizadas em
quadruplicata. O conteudo total de flavondides foi expresso em mg/g extrato vegetal,

em equivalente de rutina (RE).

4.1.4 Determinacgéo do perfil cromatogréfico por clae

Para determinar os perfis cromatograficos das amostras de Cecropia
pachystachya e &cido clorogénico foi utilizado um cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia (CLAE), Agilent Technologies 1200 Series, com detector de arranjo de
fotodiodos e injetor automético. Para separacdo das substancias empregou-se
coluna de fase reversa (Zorbax SB-18; 25 cm X 4,6 cm X 5 ym) e um gradiente
linear dos solventes A (acetonitrila: agua, 5:95, viv, pH 4,0 com H3PO,) e B
(acetonitrila: agua, 90:10, v/v, pH 4,0 com H3PO,) variando de 0% - 100% B em 30
min; o fluxo foi 1 ml/min. Apds 44 min, o programa de eluigdo retornou a condicéo
inicial; o volume de injecao foi de 10ul, na concentracao de 1 mg/ml para o acido
clorogénico e 2mg/ml para C. pachystachya e a temperatura mantida a 25° C

durante a analise. A deteccéo foi feita em 230 nm.
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4.2 ESTUDO BIOLOGICO

4.2.1 Atividade citotdxica contra Artemia salina (“Brine Shrimp Test”)

A presenca de constituintes citotoxicos foi avaliada utilizando-se a
metodologia proposta por Meyer et al. (1982) e modificada por Afonso-Neto (2003).
Larvas de Artemia salina (nauplios), obtidas a partir de ovos utilizados como ragéo
para peixes ornamentais (TROPFISH®), foram colocadas para eclodir em aquéario
com &gua do mar artificial arejada durante 48 horas. O extrato foi solubilizado em
agua do mar artificial, com o auxilio de DMSO 1%. O teste foi realizado em tubo de
ensaio com 10 nauplios, preenchido com 4,5 ml de agua do mar artificial e 0,5 ml do
extrato vegetal. A amostra foi testada nas concentragdes de 1000, 100 e 10 ug/ml.
Apo6s 24 horas foram contados os individuos vivos nas diferentes concentracdes.
Timol (Vetec) e a 4gua do mar artificial + DMSO 1% foram usados com controles
positivo e negativo, respectivamente. O teste foi realizado em triplicata. Os
resultados foram expressos em CLsg (concentracao necessaria para matar 50% dos

nauplios) que foi calculado pelo programa estatistico Probit (FINNEY, 1971).
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4.2.2 Atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres — método do
DPPH

O método de Brand-Williams (GOVINDARAJAN et al., 2003) tem por base a
reducao do radical 2,2’-difenil-1-picrihidrazilo (DPPH), o qual apresenta um maximo
de absor¢do a 517nm. Ao fixar um H*, abstraido ao antioxidante em estudo,
observa-se uma diminuicdo da absorvancia, o que permite calcular, apés o
estabelecimento do equilibrio da reacdo, a quantidade de antioxidante gasta para
reduzir 50% do DPPH.

Solugdes nas concentragdes de 250; 125; 62,5; 31,25; 15,63; 7,81; 3,92; 1,95
e 0,90 pg/ml foram preparadas utilizando-se a amostra e solucdo de DPPH. Apoés
um periodo de 30 minutos, foi feita a leitura da absorbancia da amostra e do branco
(MeOH + DPPH) num espectrofotbmetro a 517nm. De posse destes valores foi
calculada a porcentagem (% ) de inibicdo da amostra da seguinte forma:

% de inibicdo da amostra = Absorbancia do branco - Absorbéancia da amostra x 100

Absorbancia do branco

Foi calculado o ICsy, que € a concentracdo da amostra necessaria para
reduzir a 50% a concentracao inicial do DPPH (CHEVOLLEAU et al., 1992. Desta
forma, quanto menor o valor de ICsp, maior a atividade antioxidante do composto.

Rutina e quercetina foram utilizados como controle positivo.



72

4.2.3 Determinacéo do poder de reducao

O poder de reducdo da amostra foi determinado pelo método descrito por
Oyazu (1986). Quatro miligramas da amostra foram diluidos em 4 ml de agua e
adicionados 2,5 ml de tampédo fosfato de potassio 200 uM (pH 6,6) e 2,5 ml de
ferricianeto de potassio 1 % [KsFe(CN)g]. A mistura foi incubada a 50 °C por 20
minutos. Uma aliquota de 2,5 ml de acido tricloroacético 10% foi adicionada a
mistura, centrifugada a 3000 giros por min. Uma aliquota de 2,5 ml do sobrenadante
foi retirada e misturada com 2,5 ml de agua destilada e 0,5 ml de FeCl; 0,1% e a
absorbancia foi mensurada a 700 nm. Utiliza-se o acido ascorbico L(+) como padrao

de referéncia.

Todos os testes foram realizados em triplicata e o grafico construido com a
média de trés concentracdes. Os dados apresentados em comparacdo com O
controle (acido ascérbico L(+)) foram reportados como a média + desvio padréo de
cinco concentracdes diferentes (53,64 ug/ml, 26,82 pug/ml, 13,41 pug/ml, 6,7 ug/ml e
3,35 ug/ml).
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4.3 ESTUDO FARMACOLOGICO

4.3.1 Atividade hipoglicemiante do extrato metandlico de C. pachystachya em ratos
normais e diabéticos

Preparo das solucfes para administracéo oral

A dosagem do extrato metandlico de Cecropia pachystachya administrada
aos animais foi determinada previamente por um teste oral de tolerancia a glicose.
Neste teste foram avaliadas 6 dosagens diferentes do extrato (10, 20, 40, 80, 100 e
120 mg/kg/ml). O efeito hipoglicemiante mais pronunciado foi observado nos animais
que receberam 80mg/kg/ml de extrato (dados ndo mostrados). A partir desses
dados, essa dosagem foi utilizada para avaliagdo do efeito hipoglicemiante desse

extrato.

O extrato metandlico de Cecropia pachystachya, os controles positivos
glibenclamida e metformina foram ressuspensos em solucéo salina (NaCl 0,9%) com
DMSO 3% resultando em uma solugdo do extrato na dose de 80mg/kg/ml,
glibenclamida a 3mg/kg/ml (ANDRADE-CETTO e WIEDENFELD, 2001) e
metformina a 120mg/kg/ml (ANDRADE et al., 2007).

Os animais pertencentes ao grupo controle negativo receberam apenas o

veiculo (DMSO 3% em solugéo salina).
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Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 60 dias, pesando entre 160 e 200
g, provenientes do biotério do Centro de Biologia da Reproducéo da Universidade
Federal de Juiz de Fora. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura
controlada de 22 + 2 °C e umidade 45 — 55%, fotoperiodo de 12/12 horas e livre

acesso a agua e a racdo comercial (Nuvital™, Colombo, PR, BR).

Indugéo de diabetes melito

Diabetes melito foi induzido por uma injecdo intravenosa de 80 mg/kg/ml de
aloxano monohidratado dissolvido em solugéo salina (NaCl 0,9%). Os animais foram
submetidos a um jejum prévio de 12 horas. Apés sete dias da administracdo do
aloxano, a glicemia de jejum foi determinada. Animais que apresentaram glicemia

acima de 200mg/dl foram considerados diabéticos e selecionados para esse estudo.

Para todos os ensaios de medida de glicemia foi utilizado o glucémetro Accu-
Check Advantage - Roche.
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Grupos experimentais

Os animais foram divididos em 6 grupos, de 6 animais cada, de acordo com a

inducéo e o tipo de tratamento administrado:

Grupo DCN — Animais diabéticos que recebem apenas o veiculo (DMSO 3% em

NaCl 0,9%); corresponde ao grupo diabético controle negativo;

Grupo DE - Animais diabéticos que recebem a solucdo de extrato de C.
pachystachya, na concentragdo de 80mg/kg/ml; corresponde ao grupo diabético

extrato;

Grupo DG - Animais diabéticos que recebem solugcdo de glibenclamida
(Embrafarma®, lote 6135) na concentracdo de 3mg/kg/ml; corresponde ao grupo

diabético glibenclamida, grupo controle positivo;

Grupo DM - Animais diabéticos que recebem solucéo de metformina (Galena®, lote
Met 26070030) na concentracdo de 120mg/kg/ml; corresponde grupo diabético

metformina, grupo controle positivo;.

Grupo NCN — Animais nao diabéticos que recebem apenas o veiculo (DMSO 3% em

NaCl 0,9%); corresponde ao grupo nédo diabético controle negativo;

Grupo NE — Animais ndo diabéticos que recebem a solu¢cdo de extrato de C.
pachystachya, na concentracdo de 80mg/Kg/ml; corresponde ao grupo nao diabético

extrato.
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Efeito hipoglicemiante agudo

A — Curva glicémica

Apos confirmacdo da glicemia de jejum, foi administrado, via oral, 1ml de
solucdo de extrato, veiculo ou controles positivos. Amostras de sangue foram
coletadas da veia caudal 0,5; 1; 1,5 e 2 horas apds essa administracdo para medida

da glicemia e construgéo da curva glicémica.

B — Teste oral de tolerancia a glicose

Apés confirmagdo da glicemia de jejum, foi administrado, via oral, 1ml de
solucéo de glicose 2mg/kg/ml. Trinta minutos depois, foi realizada uma nova medida
de glicemia (tempo 0) e imediatamente administrado, via oral, 1ml de solucdo de
extrato, veiculo ou controles positivos. Amostras de sangue foram coletadas da veia
caudal 0,5; 1; 1,5; 2; 4; 6; 8; 10 e 12 horas ap6s administracao de extrato, veiculo ou

controles positivos, para medida da glicemia e construcao da curva glicémica.
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Efeito hipoglicemiante sub-cronico

Apébs confirmacédo da glicemia de jejum, os animais receberam, via oral, 1ml
de solucdo de extrato, veiculo ou controles positivos, diariamente (as 8:00 horas),
sem serem submetidos a um jejum prévio. Ao final de 7 dias, amostras de sangue
foram coletadas da veia caudal para medida da glicemia de jejum. Logo depois, foi
administrado novamente, via oral, 1ml da solucdo de extrato, veiculo ou controles
positivos. Novas medidas de glicemias foram realizadas 0,5; 1; 1,5; 2; 4 e 6 horas
apos administracdo de extrato, veiculo ou controles positivos, para medida da

glicemia e construcéo da curva glicémica.

Efeito hipoglicemiante cronico

Aqueles mesmos animais submetidos ao teste sub-crbnico tiveram seu
tratamento prolongado por mais 36 dias, perfazendo um total de 42 dias. Esses
animais receberam, via oral, 1ml de solucdo de extrato, veiculo ou controles
positivos, diariamente (as 8:00 horas), sem serem submetidos a um jejum prévio a
administracdo dessas solucdes. Em intervalos semanais, amostras de sangue foram

coletadas da veia caudal para medida da glicemia de jejum.
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4.3.2 Evolucdo do tratamento crénico com extrato metandlico de Cecropia
pachystachya e avaliacdo do seu potencial toxicoléogico em ratos normais e

diabéticos

Durante os 42 dias de tratamento, foram monitorados a massa corporal e 0s

consumos de 4gua e racdo de cada animal.

Ao final dos 42 dias, os animais foram sacrificados. Esses animais estavam
em jejum e nao receberam nenhum tipo de tratamento com as solucdes de extrato,
veiculo ou controles positivos no dia do sacrificio. Amostras de sangue foram
coletadas por puncdo cardiaca para avaliacdo dos parametros bioquimicos e
hematoldgicos. As amostras foram armazenadas em freezer at¢é o momento da
analise, com excecdo daqueles tubos contendo sangue total (coletado com
anticoagulante EDTA), onde foi realizada a andlise hematologica imediatamente
apos coleta. A dosagem dos parametros bioquimicos foi realizada através de kits
comerciais (BIOCLIN® e LABTEST®).

A avaliacdo do potencial toxicoldgico foi baseada no “Guia para realizagao de
estudos de toxicidade pré-clinica de fitoterapicos” publicado na RDC 90 de 16 de
margco, da ANVISA (ANVISA, 2009). Essa avaliacdo envolveu a andlise de
parametros bioquimicos, incluindo provas de funcdes hepatica (dosagens de ALT e
AST e bilirrubinas total, direta e indireta), renal (dosagens de ureia e creatinina) e
pancreatica (dosagem de amilase), avaliacdo de dano celular (dosagem de fosfatase
alcalina) e dos perfis lipidico (dosagem de triglicérides, colesterol total e fracdes) e
protéico (dosagem de proteinas totais, albumina e globulina); além dos parametros
hematolégicos (dosagens de hemoglobina, hematimetria, hematdcrito, indices

hematimétricos e leucometrias global e especifica).

Apés coleta de sangue por puncdo cardiaca, os animais foram dissecados
para retirada dos rins esquerdo e direito, e figado. Esses oOrgaos foram

armazenados em solucéao de formol 10% e para posterior analise histologica.
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Preparo e analise de laminas histologicas

Os rins direito e esquerdo, e figado foram coletados com o auxilio de um
bisturi e pinca, e clivados para reduzir sua espessura, permitindo a penetracéo facil
do fixador. Os o6rgdos foram entdo imediatamente fixados em solucdo de formol

10%, em um volume 20 vezes maior desse fixador em relacdo aos tecidos fixados.

ApoOs a preservacgao do tecido, a etapa seguinte consistiu em prepara-lo para
0 exame microscopico. A esse processo da-se o nome de inclusdo, que consiste na
impregnagao do tecido com uma substancia de consisténcia firme que permita
posteriormente, secciond-lo em camadas delgadas. Pelo facil manuseio e bons
resultados, a parafina € a mais utilizada neste procedimento. Como ela nédo é
miscivel em agua, a primeira etapa da inclusdo compreende a desidratacdo, quando
ocorre a retirada da agua dos tecidos e a substituicdo por alcool (TIMM, 2005).
Nessa etapa, o bloco de tecido foi colocado em concentracdes crescentes de alcool

etilico (70%, 80%, 90% e 100%), em um volume 20 vezes maior que 0 volume da

peca.

Antes de ser impregnado com parafina, removeu-se completamente a 4gua e
o alcool do bloco de tecido empregando-se xilol (chamado de agente clarificador) em

um volume 20 vezes maior que o volume da peca.

Por fim, o bloco de tecido foi passado em duas trocas de parafina, a fim de se
assegurar a substituicdo de todo o agente clarificador por parafina. Para essa etapa
de impregnacdao utilizou-se parafina fundida (temperatura entre 56 e 60°C). O bloco
de tecido permaneceu imerso na parafina fundida, em estufa a 50°C, durante o
tempo necessario para completa impregnacao. Posteriormente, o bloco foi retirado
da estufa, deixado a temperatura ambiente até que a parafina endurecesse, sendo
entdo retirado da forma e cortado em microtomo. Os cortes mediam entre 4 e 6

micrOmetros.
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As fitas de cortes de parafinas foram estiradas cuidadosamente e os cortes
individuais separados por um bisturi. Na superficie de uma lamina de vidro foi feito
um ponto de aderéncia revestindo-a com uma fina camada de albumina. O corte de
parafina foi entdo colocado em banho-maria de forma que as dobras provocadas
pelo corte do tecido desaparecessem. Apds, o corte foi pescado com a lamina

revestida com albumina, aderindo a sua superficie.

Para se proceder a coloracdo das laminas, o material foi submetido a retirada
da parafina e hidratacdo da peca, a partir de uma sequéncia de banhos em xilol,
alcool e agua. Inicialmente, a peca foi submetida a um primeiro banho de xilol, com
duracdo de 5 minutos, seguidos de um segundo e terceiro banhos de xilol (durando
respectivamente 2 e 1 minutos). Posteriormente, a peca foi colocada em
concentracdes decrescentes de alcool (100%, 95% e 70%), em banhos com duragéo
de 1 minuto cada. Por fim, a peca foi colocada em banho de 4gua por 2 minutos.

ApoOs hidratacdo os cortes foram corados segundo a técnica da Hematoxilina-
Eosina (JUNQUEIRA e JUNQUEIRA, 1983). Nessa técnica, as laminas foram
inicialmente cobertas com Solucdo de Hematoxilina de Harris (JUNQUEIRA e
JUNQUEIRA, 1983) por 15 minutos, sendo posteriormente lavadas em agua
corrente por 10 minutos, e coradas com Solucdo de Eosina 1% (JUNQUEIRA e
JUNQUEIRA, 1983) por 10 minutos. Essas laminas foram entdo lavadas em agua

corrente e desidratadas em alcool 70% rapidamente.

Antes de ser montada, a lamina foi banhada em xilol, e uma gota do meio de
montagem, o Balsamo de Canada (JUNQUEIRA e JUNQUEIRA, 1983), foi colocada
sobre o corte. A laminula foi entdo posicionada sobre o corte de forma delicada até
gue o meio de montagem cobrisse completamente o corte. Apos estabilizacdo desse

meio de montagem, lamina e laminula estavam firmemente aderidas uma a outra.

As laminas foram analisadas em microscopio eletrbnico utilizando-se
aumentos de 25 e 40 vezes (para analise mais detalhada de possiveis alteracdes no

interior das células). Todos os campos da lamina foram avaliados.
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4.4 - ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados obtidos in vitro e in vivo foi realizada pelo teste
de ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey para os parametros bioquimicos e
hemograma. E para comparacdo de curvas glicémicas e evolucdes de glicemias
semanais, massas corporais e consumos de agua e racao, foi utilizado o teste de

Bonferroni. As diferencas foram consideradas significativas com p< 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 ESTUDO FITOQUIMICO

5.1.1 Andlise fitoquimica

Para avaliacdo do perfil fitoquimico do extrato metandlico de Cecropia
pachystachya foram realizados ensaios qualitativos (marcha fitoquimica, CLAE) e

guantitativos (doseamento de fendis totais e flavondides).

Os resultados da marcha fitoquimica revelaram a presenca de compostos
fendlicos, como flavonoides, taninos e antocianidinas; além de esterbdides e

alcaléides, conforme mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1: Estudo fitoquimico do extrato metandélico de Cecropia pachystachya. + indica presenca do
fitoconstituinte; - indica auséncia do fitoconstituinte.

FITOCONSTITUINTES RESULTADOS
Fenois totais +
Flavonodides +

Antocianinas, antocianidinas -

e flavonodides

Leucoantocianidinas, +

catequinas e flavonas

Taninos +

Flavondis, flavononas, +

flavonondis e xantonas

Cumarinas +
Saponinas -
Esterdides +

Triterpendides -

Antraguinonas +

Alcalbides +

5.1.2 Determinacao do conteudo de fendis totais

No doseamento de fendis totais, o extrato apresentou 326 + 0,06 mg de

fendis/g de extrato equivalentes ao acido tanico.
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5.1.2 Determinacao do conteudo de flavondides

Na quantificacdo do teor de flavonoides foram encontrados 82,5 + 0,23 mg de

flavondides/g de extrato equivalentes a rutina.

5.1.3 Determinacao do perfil cromatografico por CLAE

Os graficos 1 e 2 apresentam o perfil cromatografico do &cido clorogénico e
do extrato metandlico de Cecropia pachystachya, respectivamente.
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Grafico 1: Perfil cromatogréfico por CLAE do acido clorogénico A 230 nm. (A) espectro UV do acido
clorogénico
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Grafico 2: Perfil cromatografico por CLAE do extrato metandlico de Cecropia pachystachya.i = 230
nm; (B) representa o espectro no ultravioleta do acido clorogénico do pico 1 identificado como &cido
clorogénico.

5.2 ESTUDO BIOLOGICO

5.2.1 Atividade citotoxica contra Artemia salina (“Brine Shrimp Test”)

O extrato de C. pachystachya ndo apresentou toxidez contra Artemia salina
(ICso > 1000ug/ml), enquanto que o controle negativo timol apresentou um ICsy de
1,4 (0,7 — 3,0) pg/ml.
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5.2.2 Atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres — método do

DPPH

O extrato metandlico demonstrou um potencial antioxidante (ICso 3,1 (2,0 —
4,5) ug/ml) estatisticamente igual a padrdes de flavondides puros, como rutina e
quercetina (ICsp 2,52 (2,1 - 3,00 pg/ml e 1Cs 0,98 (05 — 1,9 pg/mi,

respectivamente).

5.2.3 Determinacao do poder de reducéo

O extrato metandlico de Cecropia pachystacha apresentou um ECso de 10,85
+ 0,65 ug/ml, estatisticamente diferente do valor encontrado para o acido ascorbico

(1,80 + 0,48 ug/ml).
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5.3 ESTUDO FARMACOLOGICO

5.3.1 Efeito hipoglicemiante do extrato metandlico de Cecropia pachystachya em

ratos normais e diabéticos

Efeito hipoglicemiante agudo

A — Curva glicémica

O efeito agudo do extrato metandlico de C. pachystachya em ratos normais e
diabéticos € mostrado no Gréfico 3.
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Grafico 3: Efeito hipoglicemiante agudo do extrato metandlico de Cecropia pachystachya em ratos
normais e diabéticos Curva glicémica. O tempo 0 corresponde a medida da glicemia de jejum. E os
tempos 30, 60, 90 e 120 min, correspondem as glicemias apos administragdo, via oral, do veiculo,
extrato ou controles positivos. DCN corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por
aloxano (80mg/Kg), que receberam apenas veiculo (solucdo DMSO 3% em NaCl 0,9%) (n=6); DE
corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/kg), que receberam
solugdo de extrato metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6); DG corresponde ao grupo de
animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam solugdo de glibenclamida
(3mg/Kg) (n=6); DM corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg),
que receberam solucdo de metformina (120mg/Kg) (n=6); NCN corresponde ao grupo de animais nao
diabéticos que receberam apenas veiculo (solugdo DMSO 3% em NaCl 0,9%) (n=6); NE corresponde
ao grupo de animais ndo diabéticos que receberam solucdo de extrato metandlico de C.
pachystachya (80mg/Kg) (n=6). *** Reducdao significativa (p<0,001) da glicemia em relacdo a glicemia
de jejum (no tempo 0) do mesmo grupo.
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B — Teste oral de tolerancia a glicose

O Gréfico 4 mostra as glicemias dos grupos experimentais nos tempos 0; 0,5;
2;6 e 12 horas no TOTG.
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Grafico 4: Efeito hipoglicemiante agudo do extrato metandlico de Cecropia pachystachya em ratos
normais e diabéticos. Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG). O tempo 0 corresponde a medida da
glicemia de jejum. O tempo 0,5 corresponde a glicemia medida 30 minutos apés administracdo da
solucao de glicose. E os tempos 2, 6 e 12 horas, correspondem as glicemias apds administracéo, via
oral, do veiculo, extrato ou controles positivos. DCN corresponde ao grupo de animais diabéticos,
induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam apenas veiculo (solu¢cdo DMSO 3% em NaCl 0,9%)
(n=6); DE corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/kg), que
receberam solucdo de extrato metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6); DG corresponde ao
grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam solugdo de
glibenclamida (3mg/Kg) (n=6); DM corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por
aloxano (80mg/Kg), que receberam solucdo de metformina (120mg/Kg) (n=6); NCN corresponde ao
grupo de animais néo diabéticos que receberam apenas veiculo (solugdo DMSO 3% em NaCl 0,9%)
(n=6); NE corresponde ao grupo de animais ndo diabéticos que receberam solucdo de extrato
metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6). * Reducéo significativa da glicemia (p<0,05) em
relacdo a glicemia do tempo 0,5 do mesmo grupo; *** Reducéo significativa da glicemia (p<0,001) em
relacdo a glicemia do tempo 0,5 do mesmo grupo.
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Efeito hipoglicemiante sub-cronico

O Grafico 5 representa as glicemias dos grupos experimentais, nos tempos 0,
1,15, 2,4 e 6 horas.
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Grafico 5: Efeito hipoglicemiante sub-crénico do extrato metandlico de Cecropia pachystachya em
ratos normais e diabéticos. O tempo 0 corresponde a medida da glicemia de jejum apés 7 dias de
tratamento diario. E os tempos 1, 1,5, 2, 4 e 6 horas, correspondem as glicemias ap6s administragéo,
via oral, do veiculo, extrato ou controles positivos. DCN corresponde ao grupo de animais diabéticos,
induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam apenas veiculo (solu¢do DMSO 3% em NaCl 0,9%)
(n=6); DE corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/kg), que
receberam solucdo de extrato metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6); DG corresponde ao
grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam solucdo de
glibenclamida (3mg/Kg) (n=6); DM corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por
aloxano (80mg/Kg), que receberam solucdo de metformina (120mg/Kg) (n=6); NCN corresponde ao
grupo de animais néo diabéticos que receberam apenas veiculo (solugdo DMSO 3% em NaCl 0,9%)
(n=6); NE corresponde ao grupo de animais ndo diabéticos que receberam solucdo de extrato
metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6). * Reducéo significativa da glicemia (p<0,05) em
relagdo a glicemia de jejum (tempo 0) do mesmo grupo; ** Reducao significativa da glicemia (p<0,01)
em relacdo a glicemia de jejum (tempo 0) do mesmo grupo; *** Reduc¢do significativa da glicemia
(p<0,001) em relacéo a glicemia de jejum (tempo 0) do mesmo grupo.
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Efeito hipoglicemiante cronico

O Grafico 6 apresenta as glicemias do primeiro, oitavo, vigésimo segundo,
trigésimo sexto dias, e ap0s o ultimo dia de tratamento, que corresponde ao

quadragésimo terceiro dia.
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Grafico 6: Efeito hipoglicemiante crénico do extrato metandlico de Cecropia pachystachya em ratos
normais e diabéticos. O tempo 1 corresponde a medida da glicemia de jejum no primeiro dia de
tratamento. Os tempos 8, 22 e 36 correspondem as glicemias de jejum do oitavo, vigésimo segundo e
trigésimo sexto dias de tratamento. E o tempo 43 corresponde a glicemia de jejum apds o Ultimo dia
de tratamento. DCN corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg),
que receberam apenas veiculo (solucdo DMSO 3% em NaCl 0,9%) (n=6); DE corresponde ao grupo
de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/kg), que receberam solucdo de extrato
metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6); DG corresponde ao grupo de animais diabéticos,
induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam solucdo de glibenclamida (3mg/Kg) (n=6); DM
corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam
solugdo de metformina (120mg/Kg) (n=6); NCN corresponde ao grupo de animais nao diabéticos que
receberam apenas veiculo (solugdo DMSO 3% em NaCl 0,9%) (n=6); NE corresponde ao grupo de
animais ndo diabéticos que receberam solucéo de extrato metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg)
(n=6).
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5.3.2 Evolucdo do tratamento crénico com extrato metanolico de Cecropia

pachystachya em ratos normais e diabéticos e avaliacdo do potencial toxicologico

Massa corporal

O Gréfico 7 mostra a massa corporal de cada grupo no primeiro dia de
tratamento, e também no oitavo, vigésimo segundo e trigésimo sexto dias, e apés o

ultimo dia de tratamento, correspondendo ao quadragésimo terceiro dia.
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Grafico 7: Evolugéo do tratamento crénico com extrato metandlico de Cecropia pachystachya em
ratos diabéticos e ndo diabéticos. O tempo 1 corresponde a massa corporal no primeiro dia de
tratamento. Os tempos 8, 22 e 36 correspondem as massas corporais do oitavo, vigésimo segundo e
trigésimo sexto dias de tratamento, respectivamente. E o tempo 43 corresponde a massa corporal
apos o ultimo dia de tratamento. DCN corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por
aloxano (80mg/Kg), que receberam apenas veiculo (solugcdo DMSO 3% em NaCl 0,9%) (n=6); DE
corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/kg), que receberam
solugédo de extrato metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6); DG corresponde ao grupo de
animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam solucéo de glibenclamida
(3mg/Kg) (n=6); DM corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg),
que receberam solugcdo de metformina (120mg/Kg) (n=6); NCN corresponde ao grupo de animais nao
diabéticos que receberam apenas veiculo (solugdo DMSO 3% em NaCl 0,9%) (n=6); NE corresponde
ao grupo de animais ndo diabéticos que receberam solucdo de extrato metandlico de C.
pachystachya (80mg/Kg) (n=6).
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Consumo de ragéo

O Gréfico 8 apresenta as meédias de consumo de racdo de cada grupo no

segundo, nono, vigésimo terceiro e trigésimo sétimo dias, e ap6s o ultimo dia de

tratamento, correspondendo ao quadragésimo terceiro dia.
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Grafico 8: Evolucdo do tratamento crénico com extrato metandlico de Cecropia pachystachya em
ratos diabéticos e ndo diabéticos. Os tempos 2, 8, 22 e 36 correspondem aos consumos de ragéo do
segundo, nono, vigésimo terceiro e trigésimo sétimo dias de tratamento, respectivamente. E o tempo
43 corresponde ao consumo de ragdo apos o Ultimo dia de tratamento. DCN corresponde ao grupo de
animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam apenas veiculo (solugdo DMSO
3% em NaCl 0,9%) (n=6); DE corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano
(80mg/kg), que receberam solucdo de extrato metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6); DG
corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam
solugéo de glibenclamida (3mg/Kg) (n=6); DM corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos
por aloxano (80mg/Kg), que receberam solucdo de metformina (120mg/Kg) (n=6); NCN corresponde
ao grupo de animais ndo diabéticos que receberam apenas veiculo (solugdo DMSO 3% em NacCl
0,9%) (n=6); NE corresponde ao grupo de animais ndo diabéticos que receberam solucéo de extrato
metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6).
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Consumo de 4gua

O grafico 9 apresenta as médias de consumo de agua de cada grupo no
segundo, nono, vigésimo terceiro e trigésimo sétimo dias, e ap6s o ultimo dia de

tratamento, correspondendo ao quadragésimo terceiro dia.
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Grafico 9: Evolucdo do tratamento crénico com extrato metandlico de Cecropia pachystachya em
ratos diabéticos e ndo diabéticos. Os tempos 2, 8, 22 e 36 correspondem aos consumos de agua do
segundo, nono, vigésimo terceiro e trigésimo sétimo dias de tratamento, respectivamente. E o tempo
43 corresponde ao consumo de agua apoés o Ultimo dia de tratamento. DCN corresponde ao grupo de
animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam apenas veiculo (solu¢do DMSO
3% em NaCl 0,9%) (n=6); DE corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano
(80mg/kg), que receberam solucao de extrato metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6); DG
corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam
solugéo de glibenclamida (3mg/Kg) (n=6); DM corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos
por aloxano (80mg/Kg), que receberam solucdo de metformina (120mg/Kg) (n=6); NCN corresponde
ao grupo de animais ndo diabéticos que receberam apenas veiculo (solucdo DMSO 3% em NacCl
0,9%) (n=6); NE corresponde ao grupo de animais ndo diabéticos que receberam solugdo de extrato
metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6).
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Avaliacdo do potencial toxicoldgico

Avaliacdo das fungbes hepatica e biliar

As provas de funcBes hepética e biliar envolveram dosagens das
transaminases AST e ALT, bilirrubinas total, direta e indireta, e fosfatase alcalina. Os

Gréficos 10, 11 e 12 mostram os niveis séricos desses parametros.
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Grafico 10: Avaliacdo do potencial toxicologico do extrato metandlico de Cecropia pachystachya.
Provas de fungBes hepatica e biliar, niveis séricos de aspartato aminotranferase (AST) (A) e alanina
aminotransferase (ALT) (B). DCN corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano
(80mg/Kg), que receberam apenas veiculo (solugdo DMSO 3% em NaCl 0,9%) (n=6); DE
corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/kg), que receberam
solucdo de extrato metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6); DG corresponde ao grupo de
animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam solugdo de glibenclamida
(3mg/Kg) (n=6); DM corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg),
que receberam solucao de metformina (120mg/Kg) (n=6); NCN corresponde ao grupo de animais nao
diabéticos que receberam apenas veiculo (solugdo DMSO 3% em NaCl 0,9%) (n=6); NE corresponde
ao grupo de animais ndo diabéticos que receberam solucdo de extrato metandlico de C.
pachystachya (80mg/Kg) (n=6). * Aumento significativo (p<0,05) em relacdo aos animais normais.
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Grafico 11: Avaliacdo do potencial toxicolégico do extrato metandlico de Cecropia pachystachya.
Provas de fungbes hepética e biliar, niveis séricos de bilirrubina total (A), bilirrubina direta (B) e
bilirrubina indireta (C). DCN corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano
(80mg/Kg), que receberam apenas veiculo (solugdo DMSO 3% em NaCl 0,9%) (n=6); DE
corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/kg), que receberam
solugdo de extrato metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6); DG corresponde ao grupo de
animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam solucdo de glibenclamida
(3mg/Kg) (n=6); DM corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg),
que receberam solucdo de metformina (120mg/Kg) (n=6); NCN corresponde ao grupo de animais nao
diabéticos que receberam apenas veiculo (solugdo DMSO 3% em NaCl 0,9%) (n=6); NE corresponde
ao grupo de animais ndo diabéticos que receberam solucdo de extrato metandlico de C.
pachystachya (80mg/Kg) (n=6). * Aumento significativo (p<0,05) em relagdo aos animais normais.
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Grafico 12: Avaliacdo do potencial toxicologico do extrato metandlico de Cecropia pachystachya.
Provas de funcdes hepatica e biliar, niveis séricos de fosfatase alcalina. DCN corresponde ao grupo
de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam apenas veiculo (solucédo
DMSO 3% em NaCl 0,9%) (n=6); DE corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por
aloxano (80mg/kg), que receberam solucdo de extrato metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg)
(n=6); DG corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que
receberam solucdo de glibenclamida (3mg/Kg) (n=6); DM corresponde ao grupo de animais
diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam solu¢cdo de metformina (120mg/Kg)
(n=6); NCN corresponde ao grupo de animais ndo diabéticos que receberam apenas veiculo (solucao
DMSO 3% em NacCl 0,9%) (n=6); NE corresponde ao grupo de animais ndo diabéticos que receberam
solucdo de extrato metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6). * Aumento significativo (p<0,05)
em relacdo aos animais normais.
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Avaliacéo do perfil protéico

Para avaliagédo do perfil protéico foram dosados os niveis séricos de proteinas

totais, albumina e globulina, conforme ilustrado no Gréafico 13.
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Grafico 13: Avaliacdo do potencial toxicologico do extrato metandlico de Cecropia pachystachya.
Perfil protéico, niveis séricos de proteinas totais (A), albumina (B) e globulina (C). DCN corresponde
ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam apenas veiculo
(solucdo DMSO 3% em NaCl 0,9%) (n=6); DE corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos
por aloxano (80mg/kg), que receberam solucdo de extrato metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg)
(n=6); DG corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que
receberam solucdo de glibenclamida (3mg/Kg) (n=6); DM corresponde ao grupo de animais
diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam solucdo de metformina (120mg/Kg)
(n=6); NCN corresponde ao grupo de animais ndo diabéticos que receberam apenas veiculo (solugao
DMSO 3% em NacCl 0,9%) (n=6); NE corresponde ao grupo de animais ndo diabéticos que receberam
solugédo de extrato metanolico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6).



Avaliagao de fungao renal
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As provas de funcdo renal envolveram as dosagens de ureia e creatinina

plasmaticas, mostradas no Gréfico 14.
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Grafico 14: Avaliacdo do potencial toxicolégico do extrato metandlico de Cecropia pachystachya.
Provas de fun¢éo renal, niveis plasmaticos de ureia (A) e creatinina (B). DCN corresponde ao grupo
de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam apenas veiculo (solugao
DMSO 3% em NaCl 0,9%) (n=6); DE corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por
aloxano (80mg/kg), que receberam solucdo de extrato metanodlico de C. pachystachya (80mg/Kg)
(n=6); DG corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que
receberam solucdo de glibenclamida (3mg/Kg) (n=6); DM corresponde ao grupo de animais
diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam solucdo de metformina (120mg/Kg)
(n=6); NCN corresponde ao grupo de animais nao diabéticos que receberam apenas veiculo (solu¢cao
DMSO 3% em NacCl 0,9%) (n=6); NE corresponde ao grupo de animais n&o diabéticos que receberam
solugdo de extrato metanolico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6). * Aumento significativo (p<0,05)

em relagcdo aos animais normais.
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Avaliacdo de funcéo pancreatica

A funcgéo pancreatica foi avaliada através da dosagem dos niveis séricos de

amilase, conforme ilustrado no Grafico 15.
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Grafico 15: Avaliacdo do potencial toxicolégico do extrato metandlico de Cecropia pachystachya.
Prova de fung¢é@o pancreatica, niveis séricos de amilase. DCN corresponde ao grupo de animais
diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam apenas veiculo (solucdo DMSO 3% em
NaCl 0,9%) (n=6); DE corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/kg),
gue receberam solugdo de extrato metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6); DG corresponde
ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam solugdo de
glibenclamida (3mg/Kg) (n=6); DM corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por
aloxano (80mg/Kg), que receberam solucdo de metformina (120mg/Kg) (n=6); NCN corresponde ao
grupo de animais néo diabéticos que receberam apenas veiculo (solucdo DMSO 3% em NaCl 0,9%)
(n=6); NE corresponde ao grupo de animais ndo diabéticos que receberam solugdo de extrato
metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6).
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Avaliacao do perfil lipidico

A avaliagdo do perfil lipidico compreendeu as dosagens de triglicérides,

colesterol total e fragbes (HDL, LDL e VLDL), apresentados nos graficos 16 e 17.
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Grafico 16: Avaliacdo do potencial toxicologico do extrato metandlico de Cecropia pachystachya.
Perfil lipidico, niveis séricos de triglicérides. DCN corresponde ao grupo de animais diabéticos,
induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam apenas veiculo (solugcdo DMSO 3% em NaCl 0,9%)
(n=6); DE corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/kg), que
receberam solugcdo de extrato metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6); DG corresponde ao
grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam solugdo de
glibenclamida (3mg/Kg) (n=6); DM corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por
aloxano (80mg/Kg), que receberam solucdo de metformina (120mg/Kg) (n=6); NCN corresponde ao
grupo de animais néo diabéticos que receberam apenas veiculo (solugdo DMSO 3% em NaCl 0,9%)
(n=6); NE corresponde ao grupo de animais ndo diabéticos que receberam solucdo de extrato
metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6).
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Grafico 17: Avaliacdo do potencial toxicolégico do extrato metandlico de Cecropia pachystachya.
Perfil lipidico, niveis séricos de colesterol total (A) e fracbes (colesterol LDL (B), colesterol VLDL (C),
e colesterol HDL (D)). DCN corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano
(80mg/Kg), que receberam apenas veiculo (solugdo DMSO 3% em NaCl 0,9%) (n=6); DE
corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/kg), que receberam
solugdo de extrato metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6); DG corresponde ao grupo de
animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam solucdo de glibenclamida
(3mg/Kg) (n=6); DM corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg),
que receberam solucdo de metformina (120mg/Kg) (n=6); NCN corresponde ao grupo de animais nao
diabéticos que receberam apenas veiculo (solugdo DMSO 3% em NaCl 0,9%) (n=6); NE corresponde
ao grupo de animais ndo diabéticos que receberam solucdo de extrato metandlico de C.
pachystachya (80mg/Kg) (n=6). * Reduc&o significativa (p<0,05) em relagdo aos animais normais.
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Parametros hematologicos

O perfil hematoldgico foi avaliado através de um hemograma completo,
envolvendo dosagens de hemoglobina, hematdcrito, hematimetria, indices
hematimétricos (eritrograma) e leucometrias global e especifica (leucograma),
conforme ilustrados nos Graficos 18 e 19.
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Grafico 18: Avaliacdo do potencial toxicologico do extrato metandlico de Cecropia pachystachya.
Hemograma completo, eritrograma. Concentragdo de hemoglobina (A), numero de células
(hematimetria) (B), volume de células (hematdcrito) (C) e indices hematimétricos (HCM, hemoglobina
corpuscular médio, VCM, volume corpuscular médio, CHCM, concentragdo média da hemoglobina
corpuscular) (D). DCN corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg),
que receberam apenas veiculo (solucdo DMSO 3% em NaCl 0,9%) (n=6); DE corresponde ao grupo
de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/kg), que receberam solucdo de extrato
metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6); DG corresponde ao grupo de animais diabéticos,
induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam solucdo de glibenclamida (3mg/Kg) (n=6); DM
corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam
solugéo de metformina (120mg/Kg) (n=6); NCN corresponde ao grupo de animais néo diabéticos que
receberam apenas veiculo (solugdo DMSO 3% em NaCl 0,9%) (n=6); NE corresponde ao grupo de
animais ndo diabéticos que receberam soluc¢é@o de extrato metanodlico de C. pachystachya (80mg/Kg)
(n=6).
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Grafico 19: Avaliacdo do potencial toxicolégico do extrato metandlico de Cecropia pachystachya.
Hemograma completo, leucograma. Leucometria global (A), leucometria especifica (B). Tipos
celulares: Ba, basofilo; Eo, eosindfilo; Mo, mondcito; Li, linfécito; Ne, neutréfilo. DCN corresponde ao
grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam apenas veiculo
(solucdo DMSO 3% em NaCl 0,9%) (n=6); DE corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos
por aloxano (80mg/kg), que receberam solugdo de extrato metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg)
(n=6); DG corresponde ao grupo de animais diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que
receberam solucdo de glibenclamida (3mg/Kg) (n=6); DM corresponde ao grupo de animais
diabéticos, induzidos por aloxano (80mg/Kg), que receberam solugcdo de metformina (120mg/Kg)
(n=6); NCN corresponde ao grupo de animais ndo diabéticos que receberam apenas veiculo (solucao
DMSO 3% em NacCl 0,9%) (n=6); NE corresponde ao grupo de animais nao diabéticos que receberam
solugdo de extrato metandlico de C. pachystachya (80mg/Kg) (n=6). * Aumento significativo (p<0,05)
em relacdo aos animais normais.
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Avaliacao histologica

As Fotografias 3, 4 e 5 mostram secc¢fes dos rins e figado dos animais

diabéticos e nao diabéticos.

Fotografia 3: Avaliacdo do potencial toxicoldgico do extrato metandlico de Cecropia pachystachya,
analise histologica do cortex renal. A, cortex renal de ratos normais controle negativo (NCN); B,
cortex renal de ratos normais tratados com extrato (NE); C, cértex renal de ratos diabéticos controle
negativo (DCN); D, cortex renal de ratos diabéticos tratados com extrato (DE); E, cortex renal de ratos
diabéticos tratados com glibenclamida (DG); F, cortex renal de ratos diabéticos tratados com
metformina (DM). As setas em B e D indicam a presenca de vasos sanguineos ligeiramente
congestos. Coloragdo hematoxilina-eosina, aumento 25X.
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Fotografia 4: Avaliacdo do potencial toxicolégico do extrato metandlico de Cecropia pachystachya,
andlise histologica da medula renal. A, medula renal de ratos normais controle negativo (NCN); B,
medula renal de ratos normais tratados com extrato (NE); C, medula renal de ratos diabéticos controle
negativo (DCN); D, medula renal de ratos diabéticos tratados com extrato (DE); E, medula renal de
ratos diabéticos tratados com glibenclamida (DG); F, medula renal de ratos diabéticos tratados com
metformina (DM). Coloracdo hematoxilina-eosina, aumento 25X.
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Fotografia 5: Avaliacdo do potencial toxicolégico do extrato metandlico de Cecropia pachystachya,
andlise histologica do figado. A, figado de ratos normais controle negativo (NCN); B, figado de ratos
normais tratados com extrato (NE); C, figado de ratos diabéticos controle negativo (DCN); D, figado
de ratos diabéticos tratados com extrato (DE); E, figado de ratos diabéticos tratados com
glibenclamida (DG); F, figado de ratos diabéticos tratados com metformina (DM). As setas em C
indicam a presenca de pontos esbranquicados nos hepatdcitos do grupo DCN. Coloragéo
hematoxilina-eosina, aumento 25X, com excecao de A e C, com aumento 40X.



109

5.4 RESUMO DOS RESULTADOS

Estudo fitoquimico

e Andlise fitoquimica do extrato metanolico de Cecropia pachystachya:
presenca de compostos fendlicos (flavondides, taninos e antocianidinas),
esterdides e alcalbides

e Determinacdo do conteudo de fendis totais: 326 + 0,06 mg de fendis/g de
extrato equivalente ao acido tanico

e Determinacdo do conteudo de flavondides: 82,5 + 0,23 mg de flavondides/g
de extrato equivalentes a rutina

e Determinanacdo do perfil cromatografico por CLAE: presenca de &cido

clorogénico

Estudo bioldgico

e Atividade citotoxica contra Artemia salina: ICso> 1000 pg/ml

¢ Atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres — Método
do DPPH: ICs0 3,1 (2,0 — 4,5) pg/ml

e Determinacdo do poder de reducao: ECsp 10,85 + 0,65 ug/ml

Estudo farmacologico

e Efeito hipoglicemiante do extrato metandlico de Cecropia pachystachya em

ratos normais e diabéticos

a) Efeito agudo:
Curva glicémica: reducgéo significativa da glicemia (p<0,001) dos animais do
grupo DE em todos os tempos, em relacdo a glicemia de jejum do mesmo grupo.

Nenhuma alteracéo significativa da glicemia dos animais do grupo NE.
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Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG): reducéo significativa da glicemia
(p<0,001) dos animais do grupo DE em todos os tempos, em relacdo a glicemia do

tempo 0,5 do mesmo grupo. Reducéo fisioldgica da glicemia em ratos normais.

b) Efeito sub-crbnico: reducado significativa da glicemia (p<0,001) dos animais do
grupo DE em todos os tempos, em relacdo a glicemia de jejum do mesmo grupo.

Nenhuma alteracéo significativa da gicemia dos animais do grupo NE.

c) Efeito cronico: as glicemias dos animais diabéticos de uma forma geral néo
retornaram a niveis basais. Reducéo significativa da glicemia (p<0,05) dos animais

do grupo DE em relacdo aos animais do grupo DCN.

e Evolugdo do tratamento croénico com extrato metandlico de Cecropia

pachystachya em ratos normais e diabéticos

a) Massa corporal: ratos diabéticos com massa corporal menor que a dos ratos
normais. Nenhuma alteracdo significativa dentro de cada grupo, ao longo do

tratamento.

b) Consumo de racao: maior consumo de racdo entre os ratos diabéticos, quando
comparado ao consumo dos ratos normais. Nenhuma alteracdo significativa dentro

de cada grupo, ao longo do tratamento.

c) Consumo de agua: maior ingestdo de agua entre os ratos diabéticos, quando
comparado ao consumo dos ratos normais. Nenhuma alteragéo significativa dentro

de cada grupo, ao longo do tratamento.

e Avaliagao toxicologica

a) Funcdes hepatica e biliar: aumento significativo (p<0,05) de AST e ALT em DCN
aumento significativo (p<0,05) de AST em DM
aumento significativo (p<0,05) de BT e BD em DM;
aumento significativo (p<0,05) de FA em DCN
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b) Perfil proteico: nenhuma alteragdo significativa dos niveis de proteinas totais,

albumina e globulina

c) Funcéo renal: aumento significativo (p<0,05) de ureia em DCN

nenhuma alteracgéo significativa nos niveis de creatinina
d) Funcao pancreatica: nenhuma alteracéo significativa nos niveis de amilase
e) Perfil lipidico: nenhuma significativa nos niveis de TG

nenhuma alteracéo significativa nos nivis de CT, LDL e VLDL

reducao dos niveis de HDL em DCN e DG

f) Parametros hematoldgicos: nenhuma alteracao significativa no eritrograma
aumento da leucometria global em DCN

e Avaliagdo histolégica

Presenca de ligeira congestdo nos vasos sanguineos do coértex renal de DE e NE

Presenca de pontos esbranqui¢cados no interior de hepatécitos de DCN
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6 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

6.1 ESTUDO FITOQUIMICO

Como pode ser observado na Tabela 1 (pagina 83), o extrato metandlico
revelou a presenca de compostos fendlicos, flavondides, taninos, esterdides,
alcaldides e antocianidinas. Alguns flavondides, esterdis e triterpendides, alcaldides
e acidos fendlicos ja sdo conhecidos como principios bioativos antidiabéticos (;
IVORRA, PAYA e VILLAR, 1989). Além disso, flavonoides e outros polifendis agem
também como antioxidantes, sendo capazes de exercer a retirada de radicais livres
(CHAILLOU e NAZARENO, 2006).

O conteudo de fenais totais e flavondides foram determinados e relacionados
com a atividade antioxidante do extrato metandlico de Cecropia pachystachya. O
extrato apresentou valores elevados tanto de fendis totais quanto de flavonodides.
Assim, observa-se que ha uma correlacéo direta entre a capacidade antioxidante do
extrato e seus conteudos de fendis totais e flavondides. No entanto, a atividade
antioxidante ndo pode ser atribuida somente a uma classe de compostos. Os
flavonoides e seus glicosideos sdo conhecidos por possuirem atividade antioxidante.
Propriedades antioxidantes também ja& foram relatadas para antraquinonas
(CAZAROLLI, 2004). Dessa forma, a presenca desses compostos certamente esta

contribuindo para a atividade antioxidante dessa espécie.

Os flavonoides constituem uma ampla classe de polifendis de relativa
abundancia entre os metabdlitos secundarios de vegetais (SIMOES et al., 2001) e
muitas das propriedades biolégicas conhecidas estdo relacionadas a estrutura
guimica e habilidade de interagir com moléculas organicas (SAIJA et al., 1995). A
estrutura quimica dos polifendis determina a taxa e a extensdo de absorcao

intestinal, além da natureza dos metabdlitos circulantes no plasma.
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A analise do perfil cromatografico por CLAE do extrato metandlico de
Cecropia pachystachya revelou a presenca de acido clorogénico (Grafico 2, pagina
85).

O &cido clorogénico, assim como o flavonoide isoorientina, que também séo
encontrados em outras espécies de plantas usadas como antidiabéticos, tém sido
apontados como o0s compostos hipoglicemiantes de Cecropia obtusifolia
(ANDRADE-CETTO e WIEDENFELD, 2001).

6.2 ESTUDO BIOLOGICO

6.2.1 Atividade citotoxica contra Artemia salina (“Brine Shrimp Test”)

A avaliacdo de citotoxicidade € baseada na taxa de mortalidade de Artemia
salina induzida pelo extrato. A. salina € um pequeno crustdceo usado como modelo
para diversos estudos fisiologicos e que tem mostrado boa correlacdo com a
citotoxicidade de compostos presentes em tumores sélidos (McLAUGHLIN, CHANG
e SMITH, 1991).

O extrato de C. pachystachya nédo apresentou toxidez contra Artemia salina
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6.2.2 Atividade antioxidante

Os métodos mais comumente utilizados para avaliacdo da atividade
antioxidante por serem faceis, rapidos e sensiveis, sdo aqueles que envolvem
compostos cromogénicos de um radical que simula as espécies reativas de oxigénio
(ERO’s). A presenca do antioxidante leva ao desaparecimento desses radicais
cromogénicos. Um exemplo € o DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil), um cromoforo
extremamente estavel que apresenta um pico de absor¢cdo no comprimento de onda
de 515 nm em solucdo metandlica, pois possui uma coloracdo violeta intensa
(ARNAO, 2000). Conforme o DPPH vai sendo reduzido por um antioxidante, seu
elétron se torna emparelhado e a absortividade desaparece (BRAND, CUVELIER e
BERSET, 1995). O extrato metanolico apresentou um ICso de 3,1 ug/ml, semelhante

a padrdes como rutina (2,52 pug/ml) e quercetina (0,98 ug/ml).

Outro método que avalia a atividade antioxidante € a determinacdo do poder
de reducdo, que indica a capacidade de um composto de doar elétrons, e
consequentemente, de reduzir os intermediarios oxidados por processos de
peroxidacao lipidica (OYAZU, 1986). O extrato metandlico apresentou um ICs de

10,65 nug/ml, estatisticamente diferente do valor encontrado para o acido ascorbico.

E clara a relacdo entre a capacidade antioxidante e o poder de reducéo de
certos compostos. De acordo com Mier et al. (1995), o poder de reducdo de um
composto pode servir como um indicador do potencial da atividade antioxidante, o
que corrobora a idéia de que o extrato de C. pachystachya tem significativa acdo

antioxidante.

Fatores nutricionais, incluindo as substancias antioxidantes, possuem grande
influéncia na evolucao do diabetes melito e suas complicacdes (ALBERT e ZIMMET,
1998). Um desequilibrio entre estresse oxidativo e mecanismos de defesa
antioxidante nos diabéticos pode resultar em danos celulares e aceleracdo das
complicacbes diabéticas. A administracdo de substancias antioxidantes pode

prevenir ou retardar o desenvolvimento dessas complicacdes.



115

O efeito antioxidante de plantas usadas no tratamento do diabetes foi
demonstrado por Letitia, Cune e Timothy, 2002. De acordo com esses autores, 0
beneficio do uso de antioxidantes na prevencdo das complicacdes do diabetes
suporta e valida seu uso na medicina tradicional. Além disso, os antioxidantes sao
importantes na prevencdo do diabetes, uma vez que baixos niveis plasmaticos
desses antioxidantes implicam em um fator de risco para o desenvolvimento dessa

doenca e progressdo da mesma, com altos niveis de radicais livres circulantes.

Com base nos resultados encontrados obtidos na avaliagdo da atividade
antioxidante, conclui-se que o extrato metandlico de C. pachystachya possui
substancias doadoras de elétrons e hidrogénio, capazes de neutralizar radicais
livres. Este efeito converte os radicais livres em produtos mais estaveis. Esse extrato
também pode reduzir intermediarios oxidativos dos processos de peroxidacdo

lipidica, portanto podem agir como antioxidante primario e secundario.

Entre os mecanismos de acdo do aloxano, destaca-se a degeneracao de
células B pancreaticas pelo acumulo de radicais livres citotdxicos. ApoOs sua
administracdo o aloxano se encontra concentrado nas células B pancreaticas e
figado, onde é reduzido a acido dialdrico. Esse &cido € instavel em solucdes
aquosas, sofrendo rapida oxidacdo a aloxano, novamente. Esse ciclo redox é
acompanhado pela geracdo de espécies reativas de oxigénio, potencialmente
citotdxicas (JORNS et al., 1997).
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6.3 ESTUDO FARMACOLOGICO

6.3.1 Atividade hipoglicemiante do extrato metandlico de Cecropia pachystachya em

ratos normais e diabéticos

Inducéo de diabetes melito

O aloxano € uma substancia que provoca a destruicdo especifica das células
B do pancreas, levando ao estado de deficiéncia de insulina. Os niveis de glicemia
obtidos nos animais sédo bastante variados. Essa variacdo pode ocorrer em funcao
das doses administradas, bem como em funcdo da idade do animal ou ainda da
raca, sexo e estado nutricional (FISCHER, 1985; VERSPOHL, 2002).

Nesse trabalho foi utilizada a dose de 80mg de aloxano/kg. Esta dose destroi
parcialmente a populacéo de células B e, nestas condi¢cdes h& secre¢éo de insulina,
mas nao em quantidade suficiente para regular adequadamente o0s niveis
glicémicos. A administracdo de aloxano aumentou significativamente a concentragéo
de glicose no sangue quando a comparada a glicemia de ratos nao diabéticos,
sendo, portanto, um método de inducdo do diabtes bastante valida para esse

trabalho.
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Efeito hipoglicemiante

O tratamento agudo com extrato metandlico de C. pachystachya em ratos
diabéticos produziu reducao significativa dos niveis glicémicos, conforme mostrado
no Grafico 3 (pagina 88). O maximo de reducéo ocorreu em 1,5 hora (60,5%). Esses
resultados tornam-se mais significativos quando se compara os niveis de glicemia
entre os ratos diabéticos tratados e os nao tratados. As diferencas entre 0s grupos
DCN e DE ocorre em todos os tempos analisados. Reducao semelhante foi também
observada nos animais diabéticos tratados com os controles positivos, glibenclamida
(DG) e metformina (DM). Nos animais normais tratados com extrato ndo foi
observada nenhuma alteracdo significativa da glicemia ao longo das 2 horas. No
entanto, quando esses animais foram comparados com aqueles normais que
receberam apenas veiculo (DCN), houve reducdo em 1,5 (40,2%) e 2 horas (36,7%)

apos administracao do extrato.

Os animais também foram submetidos a um teste oral de tolerancia a glicose
(TOTG). O objetivo foi avaliar por quanto tempo o extrato metandlico de Cecropia
pachystachya exerceu seu efeito hipoglicemiante. Conforme pode ser observado no
Gréfico 4 (pagina 89), aqueles diabéticos que foram tratados com extrato tiveram
reducdo significativa da glicemia mesmo 12 horas ap6és o tratamento com uma Unica
dose da solucdo do extrato (67,5%). Esses animais apresentaram também uma
reducdo significativa (P<0,05) da glicemia em diversos pontos de sua curva
glicémica, ao serem comparados com o grupo diabético controle negativo (DCN). O
tratamento com ambos os controles positivos, glibenclamida (DG) e metformina
(DM), também produziu reducgédo significativa da glicemia em diversos pontos da
curva, inclusive 12 horas ap06s sua administragdo. Enquanto extrato e glibenclamida
reduziram a glicemia préxima a niveis basais (116 e 90mg/dl, em 12 horas,
respectivamente; Grafico 4, pagina 89), o tratamento com metformina levou os
animais a um estato hipoglicémico (48 mg/dl, em 12 horas; Grafico 4, pagina 89).
Isso contradiz com os mecanismos de acdo desse hipoglicemiante, j& que a
metformina ndo atua diretamente no aumento da secrec¢do de insulina, ao contrario
do que ocorre com a glibenclamida (RAMALHO, 2002).



118

Entre os animais dos grupos normais (Grafico 4, pagina 89), ndo foi
observada nenhuma diferenca significativa entre aqueles tratados com veiculo e
aqueles que receberam solugdo do extrato metandlico de C. pachystachya. No
entanto, observou-se que em ambos 0s grupos, normal controle negativo (NCN) e
normal extrato (NE) houve reducdo da glicemia ap6s 12 horas do tratamento com
uma unica dose de solucéo (52,1%, para NE; e 43,6%, para NCN) em relacdo ao
tempo 0. Isso mostra que ha uma tendéncia fisiolégica de reducédo da glicemia em
animais normais em decorréncia do metabolismo normal da glicose. Eles nao
possuem alteracdo de células B pancreaticas, uma vez que ndo foram submetidos a
nenhum tipo de inducdo com agente diabetogénico. Tanto a secrecdo e a acado da
insulina, como as absor¢cBes hepética, muscular e intestinal de glicose foram normais
nesses animais, refletindo na reducao fisiolégica da glicemia. Por outro lado, os
animais diabéticos, ndo possuiam mais essa integridade no metabolismo de glicose,
ja que neles ocorreu destruicdo parcial das células B pancreatica. Por esse motivo
nao foi observada uma reducdo fisioldgica da glicemia no grupo DCN. Dessa forma,
a reducao observada nos animais diabéticos tratados com extrato pode ser atribuida
ao seu efeito hipoglicemiante agudo e ndo apenas a uma tendéncia fisiologica.

No efeito hipoglicemiante sub-cronico (Grafico 5, pagina 90), os animais
diabéticos tratados com extrato metandlico de C. pachystachya (DE) apresentaram
uma redugéao significativa da glicemia em diversos pontos da curva, principalmente
apos 6 horas da administracdo da solucdo de extrato, onde foi observada uma
reducao de 77,6%) da glicemia inicial (glicemia de jejum). Os resultados também sao
significativos quando se compara o0s niveis de glicemia entre os ratos diabéticos
tratados com extrato (DE) e os que recebem apenas veiculo (DCN). Nos grupos que
foram tratados com glibenclamida ou metformina também foi observada uma
reducdo significativa da glicemia apés 6 horas da administragdo dessas solugdes.
Diferenca significativa também foi detectada em relagdo ao grupo DCN. Observa-se,
no entanto, que as glicemias de jejum de todos os animais diabéticos encontram-se
elevadas. Isso deixa claro que apesar de haver reducao no decorrer das 6 horas de
avaliacdo dessa curva glicémica, o tratamento com uma Unica administracao diaria

de extrato, glibenclamida e metformina néo foi suficiente para manter as glicemias
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de jejum em niveis basais (< 99 mg/dl), apesar dessas serem significativamente

menores que as do grupo controle negativo (DCN).

N&o foi observada nenhuma diferenca significativa entre os animais nao

diabéticos (NCN e NE), conforme pode ser observado no Grafico 5 (pagina 90).

Os mesmos animais que foram submetidos ao ensaio de efeito sub-cronico,
tiveram seu tratamento prolongado por mais 36 dias, perfazendo um total de 42 dias
de tratamento. Conforme pode ser observado no Gréfico 6 (pagina 91), os animais
diabéticos que receberam apenas veiculo (DCN) mantiveram suas glicemias

elevadas.

A curva de evolucédo das glicemias semanais dos animais diabéticos tratados
com extrato (DE) apresentou reducao significativa (P<0,05) com relagdo aos animais
gue receberam apenas veiculo (DCN) (Gréfico 6, pagina 91). Porém, no decorrer do
tratamento, a glicemia de jejum desses animais ndo atingiu niveis basais, fato que
também foi observado para os animais tratados com controles positivos (DG e DM).
Isso pode estar relacionado ao grau de destruicdo das células  ao longo de 42 dias,
causado pela indugdo com o aloxano, comprometendo de forma significativa a

secrecédo de insulina.

Tahara et al. (2008) afirma que a inducdo do diabetes com aloxano ndo é um
modelo adequado para avaliacdo de secretagogos de insulina, como as
sulfonilureias. Isso se deve ao fato de que o aloxano causa uma reducao
significativa no conteddo de insulina pancreética, levando a um quadro de

resisténcia a esse hormonio (TAHARA et al., 2008).

Sabe-se que glibenclamida e metformina atuam na presenca de insulina. A
primeira atua diretamente, estimulando sua secrecéo; e a segunda, indiretamente,
aumentando o transporte de glicose na membrana de células responsivas a insulina.
Portanto, uma reducdo macica na secrecdo desse hormonio afeta diretamente a

acao hipoglicemiante desses medicamentos.
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O extrato metandlico ndo pareceu atuar diretamente na secre¢do de insulina,
uma vez que ele ndo causou efeito hipoglicemiante em animais normais (Gréfico 3,
pagina 88; Grafico 4, pagina 89; Grafico 5, pagina 90; Grafico 6, pagina 91). No
entanto, sua acao pode necessitar da presenca de insulina, de forma semelhante a
metformina (RAMALHO, 2002).

Resultados obtidos em modelos animais (ANDRADE-CETTO e
WIEDENFELD, 2001) e triagens clinicas (HERRERA-ARELLANO et al., 2004;
REVILLA-MONSALVE et al., 2007) excluem a possibilidade de que as propriedades
antidiabéticas de uma outra espécie, a Cecropia obtusifolia, podem ser devidas a
efeitos relacionados a secrecdo de insulina, como acontece com a glibenclamida.
Andrade-Cetto et al. (2008) atribuiram parte do efeito hipoglicemiante dessa espécie
a uma modulacdo da absorcédo intestinal de glicose, através da inibicdo de a-

glicosidase, sem excluir a possibilidade de outro mecanismo antidiabético.

Outro fato a ser considerado é o tempo de acdo do extrato metandlico. No
TOTG (Gréfico 4, pagina 89), houve reducdo dos niveis glicémicos até 12 horas
apos o tratamento. Porém, as glicemias de jejum ao longo de 42 dias nao atingiram
niveis basais (Gréfico 6, pagina 91). Provavelmente, a administracdo de duas doses
diarias do extrato poderia refletir em um melhor controle glicémico nos animais

diabéticos.

A presenca de &cido clorogénico no extrato metandlico de C. pachystachya
pode ser correlacionada, de certa forma, a atividade hipoglicemiante apresentada
por esse extrato. O &cido clorogénico foi identificado como um inibidor especifico de
glicose-6-fosfato translocase, em microssomos de figado de ratos (HEMMERLE et
al., 1997). A marcacao simultanea de gliconeogénese e glicogendlise com inibidores
de glicose-6-fosfato translocase resultou na queda de producédo de glicose hepatica
(ANDRADE-CETTO e HEINRICH, 2005). Alonso-Castro et al. (2008) testaram o
extrato aquoso de C. obtusifolia, contendo 0,7 mg/g de acido clorogénico, em
adipécitos, e verificaram que este extrato pode agir potencializando a acdo da
insulina ou ativando a via de sinalizagdo paralela a via da insulina. Além disso, eles
relataram que ocorreu estimulo na captacdo de glicose por tecidos periféricos,

parecendo ser esta a terapéutica mais promissora para o diabetes tipo 2.
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Conforme mencionado acima, o extrato metandlico de C. pachystachya néo
exerceu efeito hipoglicemiante em ratos normais e, portanto, ndo parece atuar
estimulando a secrecdo de insulina. Isso pode ser devido a presenca do acido
clorogénico que atua na captacdo de glicose e ndo diretamente na secrecdo de
insulina (ANDRADE-CETTO e HEINRICH, 2005)

Nicasio et al. (2005) mostrou que o efeito hipoglicemiante do acido
clorogénico € dose-dependente. Dessa forma, concentracdes mais elevadas dessa
substancia exibem maior reducéo da glicemia. Porém, esse efeito ndo foi observado
para o extrato metanolico de C. pachystachya. Para se definir qual concentracdo de
extrato seria utilizada nesse estudo, foram avaliadas concentracfes de 10, 20, 40,
80, 100 e 120 mg/ml. Nesse caso, o aumento da atividade hipoglicemiante ndo foi
proporcional ao aumento da concentracdo de extrato, visto que a concentragcédo de
80 mg/ml foi a que apresentou maior efeito hipoglicemiante (dados ndo mostrados).
Isso nos permite concluir que o mecanismo de acdo do extrato metandlico de C.

pachystachya ndo se deve exclusivamente a presenca do acido clorogénico.

A atividade hipoglicemiante do extrato metandlico de C. pachystachya pode
também estar relacionada ao elevado teor de flavondides detectados na dosagem
desses metabdlitos. Entre os mecanismos de acdo desses compostos, tem sido
sugerida sua atividade antidiabética, exercendo importante inibicdo da enzima
aldose redutase (MATSUDA, MORIKAWA e YOSHIKAWA, 2002). Essa enzima
desempenha papel fundamental na via do poliol, reduzindo glicose a sorbitol. O
acumulo de sorbitol, caracteristico no diabético, leva ao desenvolvimento de
complicagBes crbnicas, tais como nefropatia, neuropatia e catarata. Dessa forma, o
extrato metandlico de C. pachystachya, além de exercer seu efeito hipoglicemiante,
pode prevenir o desenvolvimento dessas complicacdes diabéticas de forma direta,
através da acdo de flavondides, além de sua acéao indireta, através de seu potencial

antioxidante, auxiliando na remoc¢éo de espécies reativas de oxigénio.
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6.3.2 Evolucdo do tratamento crénico com extrato metandlico de Cecropia

pachystachya em ratos normais e diabéticos e avaliacdo do potencial toxicologico

Evolucéo do tratamento

Durante os 42 dias de tratamento foram acompanhados também a evolucéo
da massa corporal e os consumos de agua e racao de cada animal. Tais parametros

foram registrados diariamente.

O Gréfico 7 (pagina 92) representa as meédias semanais das massas
corporais. Nao foi observada nenhuma diferenca significativa no decorrer dos
tratamentos. Entretanto, observou-se que os animais diabéticos apresentaram de

uma forma geral, massa corporal menor que 0s animais normais.

O Gréfico 8 (pagina 93) representa as médias do consumo de racédo durante o
periodo de estudo. Nao foi detectada nenhuma diferenca significativa entre os
animais do mesmo grupo ja que estes mantiveram constante o consumo de racao.
Porém, como esperado, houve um maior consumo de racao pelos animais diabéticos
guando comparados com 0s animais normais. A polifagia € uma das trés principais
caracteristicas do diabetes e é oriunda da falta de glicose, no espaco intracelular,
gue por sua vez determina ao cérebro que ative o centro da fome (LERCO et al.,
2003).
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Conforme pode ser observado no Grafico 9 (pagina 94) h4& um aumento
significativo no consumo de agua nos grupos de animais diabéticos, quando estes
sdo comparados aos normais, condizendo com o quadro fisiopatolégico da doenca.
A polidipsia presente nos animais diabéticos se deve a hiper osmolaridade
sanguinea, em raz&o de altos niveis de glicose circulante, que faz a agua passar do
meio intracelular para o extracelular, a fim de manter o equilibrio osmotico. A

desidratacdo intracelular € percebida por receptores cerebrais ativados por

osmolaridade, desencadeando sede intensa (LERCO et al., 2003).

Apesar de nao levar as glicemias de jejum aos niveis basais durante os 42
dias de tratamento (Gréfico 6, pagina 91), o extrato metandlico de C. pachystachya
conseguiu manter um bom estado geral dos animais diabéticos ao longo do
tratamento. Esses animais, de forma semelhante aqueles normais, tiveram ténus e
reflexos conservados, além da auséncia de alteracdes na pelagem e no odor da
urina. Por outro lado, nos outros animais diabéticos (DCN, DG e DM), foi observado
um comprometimento acentuado e progressivo do estado geral, caracterizado por

apatia, alterac6es na pelagem e odor forte da urina (polaciuria).

Avaliacdo do potencial toxicolégico

Ao final de 42 dias de tratamento os animais foram sacrificados e o sangue
coletado para avaliar o efeito da administragdo do extrato metandlico de C.
pachystachya. Essa avaliacdo envolveu a analise de parametros bioquimicos,
incluindo provas de funcdes hepatica e biliar, renal e pancreética, avaliacdo dos

perfis lipidico e protéico; e parametros hematoldgicos.
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Avaliacdo das funcdes hepatica e biliar

O figado é o o6rgdo central do metabolismo no organismo. Ele realiza
inimeras operagfes metabdlicas nos constituintes sanguineos, que chegam ao
figado como produtos de degradacéo ou nutrientes e, por sua vez, muitas atividades
hepaticas estao diretamente refletidas nas varias substancias circulantes no sangue
e também presentes em outros fluidos corporais. Embora as fun¢bes hepéticas
afetem muitos metabdlitos, alguns correlacionam-se muito bem com a integridade
estrutural e funcional do figado e podem ser determinados por alguns testes de
funcdo hepatica, ou provas de funcdo hepatica e biliar. Esses testes envolvem a
avaliacdo da funcdo hepatocelular (que inclui entre outras dosagens, 0s niveis
séricos de aminotransferases e bilirrubina), sistema biliar (dosagem de fosfatase
alcalina e outras enzimas “obstrutivas”, por exemplo), além de determinacdes
especificas (como antigenos e anticorpos de hepatites, ceruloplasmina, entre outros)
(WIDMANN, 2001).

As aminotransferases, ou transaminases na nomenclatura mais antiga, séo
enzimas que catalisam a transferéncia reversivel de um grupo amina entre um
aminoacido e um o«-cetoacido. As duas aminotransferases mais frequentemente
determinadas sdo a alanina aminotransferase (ALT), antigamente conhecida como
“glutamato-piruvato transaminase (TGP)” e a aspartato aminotransferase (AST),
anteriormente denominada de “glutamato-oxaloacetato transaminase (TGO)”. As
aminotransferases estdo amplamente distribuidas no organismo, mas sao
particularmente abundantes no figado, devido ao papel fundamental desses 6érgaos
na sintese protéica e no redirecionamento dos aminoacidos para outras vias
bioquimicas. Os hepatocitos sédo praticamente as Unicas células com alto conteudo
de ALT, embora rins, coracdo e musculo esquelético apresentem quantidades
moderadas. Pancreas, baco, pulmdes e eritrocitos possuem quantidades menores
desta enzima. A ALT sérica possui uma especificidade relativamente elevada pelo
dano hepatico. AST esta abundantemente presente no miocardio, musculo
esquelético, cérebro e rins. As aminotransferases sao excelentes indicadores do

dano hepético, quando ambas se encontram elevadas (HENRY, 1999).
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A dosagem de bilirrubina também tem por objetivo avaliar a fungéo hepatica.
A bilirrubina é o produto da degradacdo do grupo heme, em que grande parte (85 a
90%) é resultado da degradacédo da hemoglobina e uma parcela menor (10 a 15%) é
resultante de outros compostos, como a mioglobina. Quando na forma de tetrapirrol
de bilirrubina, ela é insoltvel e determinada bilirrubina indireta ou ndo conjugada. J&
na forma conjugada ao &cido glicurbnico, torna-se hidrossoltuvel e € determinada de
bilirrubina direta ou conjugada. A bilirrubina no sangue normal, em sua maior parte,
compreende a forma insoluvel, ligada a albumina. Também existem guantidades
geralmente pequenas da forma hidrossolavel conjugada no sangue. Tanto a
quantidade total quanto as proporcdes relativas das fracdes conjugada e nao
conjugada da bilirrubina sdo de extrema utilidade no diagndstico da ictericia e das
hepatopatias (WIDMANN, 2001).

As fosfatases sdo enzimas que agem em compostos contendo unicamente
grupos fosfatos, clivando a porcdo fosfato (uma atividade denominada de
monohidrolase do éster ortofosfato). Eritrocitos, plaquetas, figado e baco
apresentam pequenas quantidades de fosfatase &cida, que também pode ser
encontrada no leite humano e é muito concentrado no liquido seminal. A fosfatase
alcalina (ALP) estd amplamente distribuida ao longo das superficies membranosas
das células metabolicamente ativas. Os tecidos com atividade muito elevada de ALP
compreendem 0ssos, figado, intestino, rins, leucécitos e plaquetas. A ALP desses
diferentes 6rgdos apresenta algumas propriedades quimicas e fisicas diferentes,
permitindo a distincdo das diferentes fontes organicas através de ensaios especiais.
A isoenzima hepatica da ALP é originaria das células do trato biliar. A excrecdo da
bile no intestino constitui a via normal de eliminacdo da ALP hepética. A obstrucéo
das vias biliares leva a uma retencdo da ALP com extravasamento para o fluido
intersticial e consequente absorcédo da ALP na circulacdo. A obstrucao biliar também
causa reabsorcdo da bilirrubina. Assim, a ALP é frequentemente utilizada para
definicdo do diagndéstico na ictericia. As células tubulares renais possuem atividade
ALP, que é normalmente secretada na urina, mas ndo é encontrada no soro em
casos patologicos (WIDMANN, 2001).
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Conforme pode ser observado nas nos Graficos 10, 11 e 12 (paginas 95, 96 e
97, respectivamente) os valores de AST, ALT e fosfatase alcalina para os animais
diabéticos que receberam apenas veiculo (DCN) encontram-se mais elevados, o que
pode ser indicio de dano hepatocelular decorrente da evolugcdo do quadro de
diabetes. No grupo DM também foram detectados niveis mais elevados de AST,
bilirrubinas total e direta, e de fosfatase alcalina. Elevacdes no nivel sérico de AST
sdo bastante inespecificas, uma vez que essa aminotranferase € abundante nos
tecidos cardiaco, esquelético, cerebral e renal. Os niveis aumentados de bilirrubinas
total e direta, além da fosfatase alcalina, podem ser indicativos de dano hepatico,
porém ndo foi encontrado na literatura relatos a respeito desse possivel efeito

colateral para a metformina.

Os animais diabéticos que foram tratados com extrato metandlico de C.
pachystachya apresentaram niveis de aminotransferase e fofatase alcalina mais
baixos que aqueles que receberam apenas veiculo (Graficos 10, 11 e 12, paginas
95, 96 e 97, respectivamente). Isso mostra que o0 extrato exerceu um efeito
hepatoprotetor, provavelmente por reduzir o nivel de espécies reativas de oxigénio
geradas com o desenvolvimento do quadro de diabetes, induzido pelo aloxano. Por
se tratar de uma droga diabetogénica com pouca especificidade pelas células
pancreaticas, o aloxano pode também sofrer captacdo pelos hepatécitos, o que
explica o desenvolvimento de alteracdes hepaticas, como as que foram observadas

para 0s animais diabéticos que ndo receberam nenhum tipo de tratamento (DCN).

Os animais normais que foram tratados com extrato também né&o
apresentaram alteragcdo nos niveis de aminotransferase, bilirrubinas e fosfatase
alcalina (Gréficos 10, 11 e 12, paginas 95, 96 e 97, respectivamente). Isso reflete a

auséncia de hepatotoxicidade desse extrato.
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Avaliacao do perfil protéico

O teor de proteinas é utilizado para ajudar a estabelecer o diagndstico de
muitas doencas que afetam as proteinas como um todo ou fracdes isoladas de
proteinas. Mais especificamente, € utilizado para o diagndstico, a avaliacdo e a
monitorizacdo de pacientes em casos de cancer (linfoma, mieloma), estados de
perda intestinal/renal de proteinas, distarbios imunolégicos, disfuncdo hepética,

comprometimento da nutrigdo e estados edematosos crénicos (HENRY, 1999).

A maioria das proteinas presentes no plasma sanguineo, exceto o fator de
von Willebrand (das células endoteliais) e as imunoglobulinas (dos plasmdcitos) séo
produzidas no figado. Assim, nos casos de dano hepético agudo ou cronico grave,
pode haver aminoaciduria generalizada. Nesse caso 0os aminoacidos chegam ao
sangue e urina como resultado da degradacao macica das proteinas nos hepatocitos
em degeneracdo e da perda dos mecanismos reguladores da retencdo dos
amino@cidos livres pela incorporagdo a nova sintese protéica (WIDMANN, 2001).

Na disfuncdo hepatocelular de longa duracdo ha um declinio dos niveis
circulantes de proteinas plasmaticas. A albumina sérica e os fatores de coagulacao
dependentes da vitamina K fornecem os melhores indices para avaliacdo da
gravidade da doenca (WIDMANN, 2001).

Os niveis séricos de albumina declinam regularmente quando o dano
hepatocelular tem duragcéo superior a 3 semanas, depois de a albumina do sangue
circulante ter sido substancialmente eliminada do organismo. Nas doengcas em
rapido desenvolvimento, a albumina sérica em declinio indica comprometimento
maci¢o da fungdo e tem um significado prognostico pessimista. Nem todos os casos
de hipoalbuminemia séo decorrentes de hepatopatias. Os niveis séricos de albumina
encontram-se reduzidos na desnutricdo, nas patologias do trato alimentar com perda
protéica (enteropatias), nas nefropatias com perda protéica, nas condicdes
catabolicas prolongadas graves, como queimaduras, e naquelas condi¢cdes em que

ha expansao do volume sanguineo (WIDMANN, 2001).
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As globulinas englobam as fracbes a e . As a-globulinas fornecem pouca
informacédo diagnostica nas hepatopatias. Ja a fracdo B inclui a B-lipoproteina,
responsavel pelo transporte de grande parte do colesterol plasmatico. Esta fracao se
encontra elevada nas hepatites virais, cirrose biliar e na obstrugédo do trato biliar
extra-hepatico, em associacdo com altas concentracbes de colesterol sérico
(WIDMANN, 2001).

Nesse estudo, nenhuma diferenca significativa foi detectada entre os grupos
experimentais, conforme pode ser observado no Gréfico 13 (pagina 98), o que indica
gue mesmo que tenha havido algum dano hepatico nos animais tratados com
aloxano, esse dano nao foi tdo grave a ponto de causar aumento das proteinas

séricas.

Avaliacdo de funcéo renal

As provas de funcéo renal envolveram a dosagem de ureia e creatinina

plasmaticas.

A ureia é uma medida indireta e aproximada da funcdo renal e da taxa de
filtracdo glomerular (se houver funcdo hepatica normal). Trata-se também de uma
medida da funcdo hepatica. A ureia € formada no figado como produto final do
metabolismo e da digestdo das proteinas. Durante a digestdo, as proteinas sao
degradadas em aminodacidos. No figado, esses aminoacidos sédo catalisados com
formacdo de amoénia livre. As moléculas de amodnia combinam-se para formar ureia,
que € liberada no sangue. A ureia € parcialmente excretada pelos rins. Por
conseguinte, a ureia esti diretamente relacionada com a funcdo metabdlica do
figado e com a funcéo excretora dos rins. Serve como indice da fungdo de ambos os
orgéos (HENRY, 1999).
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A creatinina é utilizada para estabelecer diagnostico de comprometimento da
funcdo renal. Este teste mede a quantidade de creatinina no sangue. A creatinina é
um produto catabdlico da creatina-fosfato, que € utilizado na contracdo do musculo
esquelético. A producdo diaria de creatina e, subsequentemente, de creatinina,
depende da massa muscular, que varia muito pouco. A creatinina, da mesma forma
que a ureia, € totalmente excretada pelos rins e, portanto, é diretamente
proporcional a funcédo excretora renal. Por conseguinte, na presenca de funcao
excretora renal normal, os niveis séricos de creatinina devem permanecer
constantes e normais (HENRY, 1999).

De acordo com o Gréafico 14 (pagina 99), os animais diabéticos que
receberam apenas veiculo (DCN) apresentaram 0s niveis mais elevados de ureia,
porém essa tendéncia ndo foi observada para os niveis de creatinina. Portanto, ndo
h& uma correlacdo direta do aumento de ureia plasmatica com possiveis danos
renais. No entanto, como foi relatado anteriormente, esses mesmos animais (DCN)
apresentaram também alteracao nos niveis séricos de AST, ALT e fosfatase alcalina
(Graficos 10 e 11, péaginas 95 e 96, respctivamente). Sendo assim, a elevagdo nos
niveis plasmaticos de ureia pode estar relacionada a alteragcdes na funcéo
metabdlica do figado, corroborando os valores alterados que foram encontrados

para as aminotransferase e fosfatase alcalina.

Os animais diabéticos e nao diabéticos que foram tratados com extrato
metandlico de Cecropia pachystachya ndo apresentaram alteracdes significativas
nos niveis plasmaticos de ureia e creatinina (Grafico 14, pagina 99), evidenciando a

auséncia de toxicidade renal desse extrato.



130

Avaliacdo de funcéo pancreatica

A funcgéo pancreatica foi avaliada através da dosagem dos niveis séricos de

amilase.

A amilase (sinbnimo de diastase) € uma enzima digestiva que normalmente
atua no espaco extracelular, clivando o amido em pequenos grupos de
oligossacarideos e, finalmente, em monossacarideos. As glandulas salivares e o
pancreas sao as principais fontes organicas da amilase. As secrecfes do pancreas
exdcrino incluem enzimas digestivas, como amilase, tripsina, quimiotripsina,
carboxipeptidases, desoxirribonuclease e ribonuclease. A inflamagdo do pancreas
produz a liberac@o de amilase e de outras enzimas pancreéticas na circulagdo, muito
mais provavelmente pela reabsorcéo direta através das superficies peritoneais. Em
funcdo de seu baixo peso molecular (50 000 daltons), a amilase é rapidamente
eliminada na urina, onde pode permanecer elevada por varios dias devido ao
depuramento prolongado, mesmo quando 0s niveis Sséricos ja se encontram
normalizados. A amilase pancreatica pode sofrer um aumento agudo no soro apos a
administracdo de drogas que promovem a constricdo do esfincter do duto
pancreatico (por exemplo, morfina), impedindo, assim, a excrecdo normal no

intestino e permitindo maior absorgéo da amilase na circulagéo.

Apesar de a amilase ser um parametro de avaliacdo da funcédo pancreatica,
ndo houve alteragdo nos niveis séricos dessa enzima em nenhum grupo, conforme
ilustrado no Grafico 15 (pagina 100). Como mencionado acima, o desenvolvimento
de processos inflamatorios no pancreas produz a liberagédo de amilase na circulacao.
Tem sido sugerido que o diabetes experimental é resultado de uma inflamacdo inicial
das ilhotas, seguida por uma infiltracdo de macréfagos ativos e linfocitos nesse foco
de inflamag&o pancreatica (SZKUDELSKI, 2001). Em fungdo do seu baixo peso
molecular, a amilase liberada durante esse processo inflamatério é rapidamente
eliminada na urina, o que explica o fato de ndo terem sido observadas alteracdes

significativas desse parametro.
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Avaliacao do perfil lipidico

Para avaliar o perfil lipidico foram dosados os niveis séricos de triglicérides,
colesterol total e fragbes (LDL, VLDL e HDL).

Os triglicérides (TG) identificam o risco de desenvolver coronariopatias. Este
teste faz parte do perfil lipidico que inclui a determinacdo do colesterol e das
lipoproteinas. Este teste também é efetuado em pacientes com suspeita de
distarbios do metabolismo das gorduras (HENRY, 1999).

7z

A dosagem do colesterol também é utilizada para estabelecer o risco de
coronariopatias. Além disso, € utilizada para a avaliagdo das hiperlipidemias. O
colesterol é o principal lipidio associado a doenca vascular arteriosclerética.
Entretanto, o colesterol € necessario para a producdo de esterdides, horménios
sexuais, acidos biliares e membranas celulares. A maior parte ingerida provém de
alimentos de origem animal. O figado metaboliza o colesterol a sua forma livre, e 0
mesmo é transportado na corrente sanguinea pelas lipoproteinas. Quase 75% do
colesterol estdo ligados as lipoproteinas de baixa densidade (LDL), enquanto 25%
estdo ligados as lipoproteinas de alta densidade (HDL). Por conseguinte, o
colesterol constitui o principal componente das LDL (“colesterol ruim”) e apenas um
componente minimo das HDL (“colesterol bom”) e das lipoproteinas de densidade
muito baixa (VLDL). AS LDL constituem as lipoproteinas mais diretamente

associadas ao risco aumentado de coronariopatias (HENRY, 1999).

O Gréfico 16 (paginas 101) mostram que os animais diabéticos tratados com
metformina apresentaram valores mais baixos de triglicérides. De Fronzo e
Goodman (1995) e Howlett e Baley (1999) j& havia relatado que a administracdo de
metformina em pacientes diabéticos que néo respondem a dieta alimentar melhora

os controles glicémico e lipidico.
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Os animais diabéticos que foram tratados com extrato ndo apresentaram
alteracdo nos niveis de triglicérides, colesterol total, LDL e VLDL (Gréficos 16 e 17,
paginas 101 e 102, respectivamente). Além disso, foi observado que os valores de
HDL foram significativamente maiores que aqueles encontrados para animais
diabéticos que receberam apenas veiculo. O extrato de C. pachystachya parece,
portanto, exercer um efeito protetor no desenvolvimento de coronariopatias, ja que
ele mantém elevados os niveis de HDL, o chamado “colesterol bom”, e em niveis

normais os indices de triglicérides, colesterol total, LDL (“colesterol ruim”) e VLDL.

Parametros hematoldgicos

O hemograma é um exame que analisa as variagbes quantitativas e
morfolégicas dos elementos figurados do sangue. A principal informacdo do
hemograma esta relacionada a anemia e deficiéncias particulares com base na

morfologia das hemécias e dos leucdcitos (WIDMANN, 2002).

O hemograma completo pode ser dividido em trés partes: o eritrograma, que
estuda as alteragdes nos eritrocitos, na hemoglobina, no hematdcrito, nos indices
corpusculares e na morfologia eritrocitaria; o leucograma, que estuda a contagem
total de leucdcitos (leucometria global) e também suas quantidades percentuais e
absolutas, além da avaliacdo de sua morfologia (leucometria especifica); e o
plaguetograma, que faz a estimativa do numero de plaguetas e estuda sua

morfologia.
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No eritrograma, trés variaveis sdo importantes: a quantidade de hemoglobina
presente no sangue total, o volume celular ou hematdcrito e o numero absoluto de
eritrocitos no sangue total, geralmente expresso como milhdes de células por
microlitro. indices corpusculares, também denominados indices eritrocitarios, séo
calculos que permitem a caracterizagdo do tamanho médio e do conteludo de
hemoglobina nos eritrécitos individuais. Esses indices incluem o volume corpuscular
meédio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentracdo média da
hemoglobina corpuscular (CHCM). (WIDMANN, 2002).

A existéncia de um leucograma elevado na circulacdo periférica ou nos fluidos
corporais € evidéncia de infeccdo. Uma contagem diferencial dos leucdcitos que
revela um “desvio a esquerda” (ou seja, porcentagens anormalmente elevadas de
neutréfilos segmentados e bastonetes) € sugestiva de infec¢do bacteriana, enquanto
que um leucograma elevado sem “desvio a esquerda” é indicativo de infecgdo viral
(WIDMANN, 2002).

A Unica diferenca significativa foi observada (Graficos 18 e 19, paginas 103,
104 e 105, respectivamente) na leucometria global dos animais diabéticos que
receberam apenas veiculo (DCN), apresentando um namero de leucécitos maior que
0s demais grupos. Essa alteracdo esta relacionada a uma maior propensao de

diabéticos ao desenvolvimento de infec¢des bacterianas, flngicas ou virais.
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Avaliacao histologica

Todos os cortes histolégicos observados evidenciaram tecido renal de
aspecto habitual. Nos animais diabéticos e ndo diabéticos observaram-se glomérulos
ligeiramente congestos (Fotografia 3, pagina 106) e tdbulos com estrutura sem
alteracdes patoldgicas (Fotografia 4, pagina 107). Essa ligeira congestdo pode estar
relacionada a um efeito vasodilatador ja ralatado para espécies do género Cecropia
(LIMA-LANDMAN et al., 2007).

O tecido hepatico (Fotografia 5, pagina 108) mostrou hepatécitos com nucleo
e citoplasma sem alteracdes patoldgicas em padréo arquitetural, sem anormalidades
para todos 0s grupos, com excec¢ao do grupo DCN. Nesse grupo foram visualizados
pontos esbranquicados no interior dos hepatdcitos, que podem corresponder ao
acumulo de gordura ou agua. Isso indica o inicio de uma lesdo hepatocelular,
corroborando os resultados alterados de aminotransferases e fosfatase alcalina,
encontrados para esse grupo.
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7 CONCLUSAO

Esse trabalho mostra que o extrato metandlico de C. pachystachya possui
significativa atividade hipoglicemiante em ratos diabéticos, ndo atuando na glicemia
de ratos normais. Essa atividade pode ser atribuida, em parte, a presenca do acido

clorogénico no extrato.

Atividade antioxidante significativa também foi encontrada utilizando o
“‘método de sequestro de radicais livres - método do DPPH” e “poder de reducéo”, o
gue indica que esse extrato possui grande capacidade sequestradora de elétrons,
podendo atuar na neutralizacdo de radicais livres, auxiliando no combate ou retardo

do desenvolvimento de complica¢gdes do diabetes.

Além disso, os resultados da avaliacdo hematoldgica e bioquimica revelaram
que o extrato metandlico de C. pachystachya ndo apresentou nenhum tipo de
toxidez em longo prazo, ou seja, durante os 42 dias de tratamento, 0 que garante

sua bioseguranca.

Portanto, o extrato metandlico de C. pachystachya necessita de estudos mais
aprofundados para avaliar sua atividade e toxicidade em um periodo de tempo
maior, além de uma investigacdo de seus possiveis mecanismos de acdo. Dessa
forma, C. pachystachya pode se tornar uma planta promissora como auxilio para o

tratamento do diabetes melito.
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Abstract

Diabetes mellitus is a syndrome that affects more than 180 million of people around
the world and the number is likely to more than double by 2030. The prime clinical
characteristic of diabetes is the hyperglycemia. Several works show that
hyperglycemia is critical on diabetic complication development and that these effects
are associated to oxidative stress. In this regard, this study investigate the
hypoglycemic effect of the methanolic extract of the leaves of C. pachystachya in
normal, glucose loading and alloxan-induced diabetic rats. The extract presented a
pronounced decrease of the blood glucose levels of diabetic rats. This effect was not
observed for normal rats. This extract also presented relevant antioxidant activity
(DPPH and reduction power). A preliminary phytochemical screening revealed the
presence of phenols, flavonoids, coumarins, tannins, steroids, anthraguinones and
alkaloids. Chlorogenic acid was also identified in the extract. The findings show that
C. pachystachya possesses a powerful hypoglycemic and antioxidant activity
indicating that it is a promising plant species for handling of diabetes.

Key words: Cecropia pachystachya; diabetes; hypoglycemic; antioxidant.
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Introduction

Diabetes mellitus is a metabolic disorder characterized by hyperglycemia and
alterations in carbohydrate, lipid and protein metabolism, associated with absolute or
relative deficiencies in insulin secretion and/or insulin action (Valiathan, 1998). The
World Health Organization (WHO) estimates that more than 180 million people
worldwide have diabetes. This number is likely to more than double by 2030 (WHO
2008) and that of Brazil will increase from more than 8 million in 2005 to more 12
million in 2030 (SBD 2007). The high prevalence of diabetes as well as its long-term
complications has led to an ongoing search for hypoglycemic agents from natural
sources (Alarcon-Aguilar et al. 1997).

Some species from the genus Cecropia (Moraceae) are popularly used in Brazil to
treat diabetes. Those are native to Central and South America and are known as
embauba (Lorenzi and Matos 2002). Leaves and bark of Cecropia pachystachya
Trecul are described in the folk medicine as possessing antitusive, expectorant and
antiasthmatic effects (Soraru and Bandoni 1978). The hexane extract of the leaves
exhibited a significant anti-inflammatory effect and sitosterol was the only isolated
compound with a significatively high anti-inflammatory activity (Hikawczuk et
al.1998).

Hypotensive effect was also described (Consolini and Migliori 2005) but to the best of
our knowledge, no report is available about its hypoglycemic activity.

Materials and Methods
Plant material

The leaves of C. pachystachya were collected in Juiz de Fora, Minas Gerais, Brazil,
in November, 2004 (spring season). The plant material was identified by Dr. Ricardo
Monteanele de Castro of the University of Feira de Santana, BA, Brazil. A voucher
specimen (CESJ 46591) has been deposited at the Herbarium Leopoldo Krieger of
the Federal University of Juiz de Fora.

Preparation of plant extract

The dried leaves (60 g) were powdered and macerated with methanol (3 x 200 ml) for
five days at room temperature. The extract was then concentrated using a rotatory
evaporator under reduced pressure (yield 26 g), and kept in tightly stoppered bottle
under refrigeration until used for the biological testing and phytochemical screening.

Experimental animals

Male Wistar rats of 60 days in age, weighing 160 — 200 g, obtained from the
Reproduction Biology Center of the Federal University of Juiz de Fora, were housed
in a room kept under controlled conditions with temperature maintained at 23 °C +
2°C, on a 12h light: 12h dark cycle and free access to water and complete
commercial chow (NuvitalTM, Colombo, PR, BR).
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Induction of experimental diabetes

Diabetes was induced by a single intravenous injection of 80 mg/kg b.w. of alloxan
monohydrate (Sigma, St. Louis, MO, USA) dissolved in sterile normal saline (NaCl
0.9%) in overnight fasted rats. Diabetes was identified by measuring fasting plasma
glucose levels 7 days after alloxan injection. Animals with plasma glucose levels

> 200mg/dl were selected and used for this study.

Preparation of test sample

The extract, and the standard hypoglycemic drugs Glibenclamide (Embrafarma®) and
Metformin (Galena®) were suspended in isotonic saline solution (NaCl 0.9%) with 3%
DMSO and was administered orally, after an overnight fast, at a single dose of 400
mg/kg, 3 mg/kg and 120 mg/kg b.w., respectively, keeping the volume of the vehicle
constant at 1 ml.

Oral glucose tolerance test (OGTT)

After acclimatization, rats were divided into six experimental groups (n = 6): Group |,
diabetic rats administered with C. pachystachya methanolic extract; group Il, diabetic
rats received vehicle (NaCl 0.9%); group lll, diabetic rats received glibenclamide;
group 1V, diabetic rats received metformin; group V, normal rats received C.
pachystachya methanolic extract and group VI, normal rats received vehicle. Normal
and diabetic rats fasted overnight received glucose (2 g/kg b.w.) 30 min before the
administration of the extract, the vehicle and the standard drugs. Blood samples were
collected from the tail vein before the administration of glucose and at 30 min, 1, 2, 6
4, 6, 8, 10 and 12 h later. Blood glucose levels were measured using clinical
glucometer (Accu-Check Active®, Roche).

Acute hypoglycemic effect

After acclimatization, rats previously fasted for 12 h were divided into six
experimental groups (n = 6): Group |, diabetic rats received vehicle (NaCl 0.9%);
group I, diabetic rats received C. pachystachya methanolic extract; group I, diabetic
rats received glibenclamide; group IV, diabetic rats received metformine; group V,
normal rats received C. pachystachya methanolic extract and group VI, normal rats
received vehicle. Blood samples were taken from the tail vein just before treatment
(time 0) and 30, 60, 90 and 120 min later.

DPPH assay

The free radical scavenging activity of the extract of C. pachystachya and standard a-
tocopherol (Sigma, St. Louis, MO, USA) solutions in methanol was determined based
on their ability to react with stable 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) free radical
(Sigma) (Govidarajan et al., 2003). The antioxidant activity of the samples was
expressed as IC50 (inhibitory concentration), which was defined as the concentration
(in pg/ml) of sample required to inhibit the formation of DPPH radicals by 50%.
Quercetin and rutin were used as positive control.
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Reducing power

The reducing power was determined by the method of Oyaku (1986). Ascorbic acid
was used as reference material. EC50 (effective concentration) values (pg/ml) were
calculated and indicates the effective concentration at which the absorbance was 0.5
for reducing power.

Cytotoxicity assay

Brine shrimp lethality bioassay (Meyer et al. 1982) was carried out to investigate the
cytotoxicity of the extract. Both positive (thymol) and negative (sea water containing
1% DMSO) control assays were carried out in order to verify the susceptibility of A.
salina under assay conditions employed.

Phytochemical screening

A portion of the extract that was subjected to biological screening was used for the
identification of the major secondary metabolites employing the protocols described
by Matos (1997).

Amount of total phenolic compounds and flavonoids

The amount of phenolic compounds in the extract was determined by the Folin-
Denis method (Duh and Yen 1997). Tannic acid was used as the standard for the
calibration curve. Total content of the phenolic compounds was expressed in mg/g
extract, in tannic acid equivalents (TAE).

The amount of flavonoids was determined as previously described by Miliauskas et
al. (2004) with slight modifications. Rutin was used as the standard for the calibration
curve. Total amount of flavonoids was expressed in mg/g extract, in rutin equivalents
(RE).

HPLC analysis

Liguid chromatography was performed using an Agilent 1200 machine. The sample
was applied using an automatic injector and separated on a Zorbax SB-C18 column,
250 x 4.6 mm at 25 °C. The mobile phase was a linear gradient of solvent A
(acetonitrile: H20, 5:95, v/v, pH 4.0 with H3PO4) and B (acetonitrile: H20, 90:10, v/v,
pH 4.0 with H3PO4) varying from 0% - 100% of B in 30 min. The flow rate was
1ml/min and for detection a DAD was used.

Statistical analysis

Values are presented as means + SEM. Statistical differences between the
treatments and the controls were tested by one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by the Tukey test using the “GraphPad Prism 4” statistic computer program.
A difference in the mean values of P < 0.01 was considered to be statistically
significant. The IC50 and EC50 value at 95% confidence interval for antioxidant
activity and reducing power, respectively, were calculated using a linear regression
curve.
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Results and Discussion

Results of the glucose tolerance test are shown in Fig. 1. Basal glycemia remained
high in the diabetic control group, whereas glibenclamide and metformine caused a
reduction of blood glucose (77 and 84% P < 0.01, respectively) after 12 hours. In
diabetic rats, the extract of C. pachystachya caused a significant hypoglycemic effect
throughout the period studied, reaching glycemic levels below 116 mg/ml after 12
hours with a blood glucose reduction of 67,5% (P<0.01), when compared to the
respective zero time. The glucose levels found for these rats were statistically equal
to that of glibenclamide. Metformine showed a higher hypoglycemic effect. By the
other hand, no significant difference in blood glucose levels was observed for the
normal rats treated with the extract when compared to zero time of this group (Fig. 1).
The decrease in blood glucose levels in both normal extract treated rats and control
groups shown in Fig.1 may be due to the natural decrease in glucose levels caused
by the no ingestion of food throughout the period studied.

The acute effect of the methanolic extract of the leaves of C. pachystachya was also
evaluated. The administration of the extract in alloxan-induced diabetic rats produced
a significant reduction in the blood glucose levels at all points tested when compared
to zero time (Fig. 2). The effect was more pronounced at 90 min (reduction of 60%,
P<0.01). After 120 min, no significant difference was observed between the blood
levels of the rats treated with the extract and those treated with the standard drugs
(metformine and glibenclamide). The extract had no effect on the glucose levels of
normal rats when compared to 0 h of their respective group. Fig 1

Alloxan causes a massive reduction in insulin release by the destruction of the 3-cells
of the islets of Langerhans inducing hyperglycemia, and their effects are irreversible
(Fisher, 1985). In the present study, the dose of alloxan (80 mg/kg, i.p.) was selected
in order to partially destroy the pancreatic B-cells. In these conditions, insulin was
secreted but not sufficiently to regulate the blood glucose (Sy et al. 2005). The
administration of alloxan to the fasted rats markedly increased blood glucose levels
as comparable to both groups I in Fig. 1 and 2. Also, in these groups, the vehicle did
not show a significant difference in blood glucose levels.

The possible mechanisms by which C. pachystachya extract brings about its
hypoglycemic action may be potentiation of the insulin effect of plasma. It is also
conceivable that the hypoglycemic principles in this extract exert their effect by an
extrapancreatic mechanism in rats (Almeida 2006). In this context a number of other
plants have also been observed to have hypoglycemic and insulin-release stimulatory
effects (Twaij and Al-Badr 1998; Gupta 1994).

Further studies focusing the mechanism of action are required. Since diabetes is a
chronic disorder requiring long-term therapy, also there is a need to assess the
hypoglycemic/anti-hyperglycemic effect of the extract for a longer duration.

Another species of this genus, C. obtusifolia, had also been reported to have
hypoglycemic effects. Its leaves aqueous extract showed significant hypoglycemic
activity when tested in mice and rats, and a hot water extract given to rabbits and
dogs elicited the same blood sugar-lowering effect. Also, the methanol leaves extract
of C. peltata demonstrated hypoglycemic effects in healthy mice (Nicasio et al.
2005).This effect is attributed, in part, to chlorogenic acid contents in both species
which, when tested individually, also demonstrated hypoglycemic activity in rats. The
HPLC profile of the extract of C. pachystachya also showed the presence of this
compound (Fig. 3), and probably it was contributing for the hypoglycemic effect
observed in this study.
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Chlorogenic acid was identified as a specific inhibitor of the glucose-6-phosphate
translocase component (G1-6-P translocase) in microssomes of rat liver.
Simultaneous targeting of gluconeogenesis and glycogenolysis with an inhibitor of
G1-6-P translocase would result in a reduction of hepatic glucose production
(Hemmerle et al. 1997). Also the flavonoid isoorientin were isolated from the
butanolic extract of C. obtusifolia (Andrade-Cetto and Wiedenfeld 2001). In diabetic
patients, isoorientin decreases the circulating of radical scavengers, and reduces
symptoms of associated complications. However, the hypoglycemic effect of this
compound has not yet been tested (Andrade- Cetto 2005).

The phytochemical screening of C. pachystachya revealed the presence of
flavonoids, tannins, sterols/triterpenoids, alkaloids, tannins and anthocyanins. The
content of flavonoids was 83 mg/g plant expressed as rutin equivalents and that of
total phenolics was 326 mg/g plant expressed as tannic acid equivalents. Some
flavonoids, sterols/triterpenoids, alkaloids and phenolic acids are known to be
bioactive antidiabetic principles (lvorra et al. 1989). Also, flavonoids and other
polyphenols are able to act as antioxidants as they have the ability to scavenge free
radicals (Chaillou and Nazareno 2006).

Relatively stable DPPH radical has been widely used to test the ability of compounds
to act as free radical scavengers or hydrogen donors and thus to evaluate the
antioxidant activity (Kanatt et al. 2007). The DPPH radical scavenging activity of the
extract of C. pachystachya was pronounced with I1Cso of 3.1 (2.0 — 4.5) pg/ml. The
IC50 is the concentration at which 50% scavenging of the free radical is obtained.
The value found was compared with the pure flavonoids rutin and quercetin which
showed ICsp 2.5 (2.1 — 3.0) pg/ml and ICso 0.98 (0.5 — 1.9) pg/ml, respectively.
Antioxidant activity had also been reported to be concomitant with the development
of reducing power (Wang et al. 2006). Actually, the extract of C. pachystachya
presented a significant ability of reduction power (ECso of 10.8 + 0.65 ng/ml) when
compared to ascorbic acid (ECso of 25.2 + 0.51 pug/ml). The reducing capacity of a
compound may serve as a significant indicator of its potential antioxidant activity
(Mier et al. 1995). Okuda et al. (1983) reported that the reducing power of some
compounds, like tannins prevents liver injury by inhibiting the formation of lipid
peroxides.

The antioxidant effect of plants used in diabetes treatment had been demonstrated
by Letitia et al. (2002). According to these authors, the benefit of antioxidants in the
prevention of the complications of diabetes supports and validates the use of the
traditional medicine. Antioxidants are important in preventing diabetes, with low levels
of plasma antioxidants implicated as a risk factor for the development of the disease,
while throughout the progression of diabetes high levels of circulating radical
scavengers have been recorded.

Although the methanol extract of C. pachystachya demonstrated a very significative
antioxidant, the hypoglycemic effect presented after the administration of the extract
could probably not protect or recover the oxidative damage induced by alloxan.

The methanol extract of C. pachystachya did not exhibited cytotoxic activity against
Artemia salina as the LCsp was greater than 250 pg/ml. Only LCsp values < 250ug/ml
are considered significant for crude extracts (Rieser et al. 1996). The brine shrimp
lethality assay is based on the ability to kill laboratory-cultured Artemia salina nauplii
brine shrimp. The brine shrimp lethality assay is considered to be one of the most
useful tool for the preliminary assessment of general toxicity (McLaughlin et al. 1991).
In conclusion, we provided the first report on hypoglycemic and antioxidant effects of
methanol extract of C. pachystachya leaves. Further studies will be focused on
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determination of the mechanism(s) of action, as well as on the isolation of bioactive
principles and long term experiments.
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Legends

Fig. 1. Effect of the methanolic extract of the leaves of C. pachystachya on oral
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glucose tolerance in normal and diabetic rats. Data represent the mean = SEM of six

rats. * P < 0.01.

{ g /dl)
=3

(gg =1

Glyce
s =

R R R e

-, o
P A
1

0 05 2 b 12
Time (hours)

&3 Group |
&2 Group |l
&2 Group Il
{8 Group [V
Group V
3 Group V|



169

Fig. 2. Acute effect of the methanolic extract of the leaves of C. pachystachya in
normal and diabetic rats. Data represent the mean £ SEM of six rats. * P < 0.01.
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Fig. 3. HPLC chromatogram of the methanolic extract of the leaves of C.
pachystachya at 230 nm. Peak 1: Chlorogenic acid. Detail: UV spectrum of
chlorogenic acid.
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