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RESUMO

Introducao: A Cissus verticillata ¢ uma planta, utilizada popularmente como antidiabética e
antiinflamatéria, Objetives: Investigar as atividades antidiabética, analgésica,
antiinflamatéria e antioxidante da Fracdo Soluvel em Metanol (FSM), Fragao Rica em
Tiramina (FRT) e tiramina (TIR) isolados de Cissus verticillata. Material e Métodos:
Ratos Wistar, machos, foram tratados por via oral com a FSM (50 e¢ 100 mg/kg),
glibenclamida(GLI, 5 mg/kg), agua destilada ou glicose), e o sangue coletado antes e 30, 60,
90 e 120 min apds a glicose (3g/kg) para medir a hipoglicemia. Na avaliacao da glicemia em
ratos normais, os animais foram tratados com a FSM (100 mg/kg), GLI (5 mg/kg) ou dgua
destilada e a glicemia medida antes e 5 dias depois do tratamento. O diabetes foi induzidos
com aloxano (40 mg/kg, i.v) e apds 48 h, os animais foram tratados por via oral com a FSM
(100 mg/kg), GLI (5 mg/kg) e TIR (2 ¢ 4 mg/kg) e a glicemia determinada antes e 30, 60,
90 e 120 min apos a glicose. Outros grupos de animais diabéticos foram tratados com a
FSM (50 e 100 mg/kg), FRT (100 mg/kg), TIR (1- 4 mg/kg), GLI (2,5 ¢ 5 mg/kg), MET (50
e 100 mg/kg) e 5 dias depois, o sangue foi coletado para avaliagdo da glicemia, trigliceridios,
VLDL, colesterol total, HDL, AST, ALT, uréia e creatinina. Os animais que sobreviveram
foram sacrificados, dissecados o pancreas e o figado, e os 6rgdos foram usados para a
avaliacdo histopatologica, sendo este ultimo também utilizado para avaliagao da atividade
antioxidante (TBARS, GSH, catalase e nitritos/nitratos). Para determinacdo da hemoglobina
glicada in vitro foi utilizado sangue de ratos ndo-diabéticos incubados com D-glicose
(50mM) e FSM ou TIR (50 pg/ml). Na dosagem do glicogénio hepatico, ratos diabéticos
foram tratados por 10 dias com a FSM. A avaliagdo da atividade analgésica foi realizada em
camundongos Swiss, machos, tratados com a FSM (50 e 100 mg/kg, v.0.), TIR (1,2 ¢ 4
mg/kg), GLI ( 5 mgkg) e MOR (10 mg/kg,.) no teste da formalina. A atividade
antiinflamatodria foi analisada com os modelos do edema de pata induzido por carragenina ou
dextrano, em ratos e camundongos tratados com FSM (50 e 100 e 200 mg/kg), TIR (1- 4
mg/kg), GLI ( 5 mg/kg), INDO (5 mg/kg) e CIPRO (5 e 10 mg/kg,v.0.). Resultados: A FSM
demonstrou pequena atividade hipoglicemiante no teste de tolerancia a glicose em ratos
normais e foi ineficaz em diabéticos. A FSM reduziu a glicemia em ratos normais, enquanto
a TIR nao teve efeito. O tratamento de ratos diabéticos durante 5 dias com a FSM, FRT, TIR,
GLI e MET reduziu a glicemia, trigliceridios, VLDL, uréia e creatinina. Nenhuma
potencializagdo do efeito hipoglicémico foi observado com a associagdo de FSM + TIR ou
GLI + TIR. Os estudos histopatologicos mostraram regenera¢do das lesdes e aumento do
numero de células [ apds tratamento dos animais diabéticos com a FSM, TIR e GLI. A FSM
e TIR mostraram atividade antioxiodante, como aumento no nivel de GSH e redu¢ao nos
niveis de catalase e nitritos. A FRT aumentou somente 0 GSH. A FSM e TIR reduziram a
hemoglobina glicada, demonstraram potente atividade analgésica, mas foram ineficazes
como antiinflamatoérias. A FSM e TIR ndo reverteram a hiperglicemia induzida pelo
diazoxido, um bloqueador dos canais de potassio. MET e TIR reduziram a glicemia,
trigliceridios, VLDL, uréia e creatinina, e os efeitos hipoglicemiantes foram potencializados
quando essas duas drogas foram associadas. Conclusao: Estes resultados confirmam a
atividade hipoglicemiante da FSM. O mecanismo de a¢do ndo parece ser similar aquele
apresentado pelas sulfoniluréias. A potencializacdo do efeito hipoglicemiante da TIR foi
observada apds sua associagdo com MET, sugerindo que o mecanismo de a¢do dos
constituintes hipoglicémicos de C. verticillata é similar ao das biguanidas. Posteriormente, a
FSM e TIR apresentaram atividade antioxidante, reduzidos niveis de hemoglobina glicada,
aumento do glicogénio hepatico, € no nimero de células [} pancreaticas, sugerindo que essas
drogas diminuem a toxicidade hepatica e pancreatica. Embora a atividade antiinflamatoria



tenha sido marginal, seu efeito foi potencializado pela associagdo com TIR, indicando que a
TIR ¢ um dos principais constituintes bioativos de Cissus verticillata.

Palavras-chave: Cissus verticillata. Fragcdo Solavel em Metanol. Fragdo Rica em Tiramina.
Tiramina. Glibenclamida. Metformina. Atividade Hipoglicemiante Antioxidante Analgésica
e Antinflamatéria.



ABSTRACT

Introduction: Cissus verticillata is a medicinal plant used as an antidiabetic and anti-
inflammatory. Objectives: To investigate the antidiabetic, analgesic, anti-inflammatory and
antioxidant activities of the methanol soluble fraction (MSF), tyramine rich fraction (TRF),
and Tyramine (TYR) from C. verticillata leaves. Material and Methods: Male Wistar rats
were treated orally with the MSF (50 and 100 mg/kg), glibenclamide (GLI, 5 mg/kg),
distilled water or glucose, and blood collected before and 30, 60, 90 and 120 min after
glucose (3 g/kg) for measuring hypoglycemia. To evaluate glycemia in normal rats, animals
were treated with the MSF (100 mg/kg), GLI (5 mg/kg), or distilled water and glycemia
measured before and 5 days after treatments. Diabetes was induced by alloxan (40 mg/kg,
1.v.) and, after 48 h, animals were treated with the MSF (100 mg/kg), GLI (5 mg/kg), TYR (2
and 4 mg/kg), and glycemia determined before and 30, 60, 90 ¢ 120 min after glucose.
Another group of diabetic animals was treated with the MSF (50 e 100 mg/kg), TRF (100
mg/kg), TYR (1- 4 mg/kg), GLI (2 - 5 mg/kg), or metformin (MET, 50 and 100 mg/kg) and,
5 days later, blood was collected for the evaluation of glycemia, triglycerides, VLDL, total
cholesterol, HDL, AST, ALT, urea and creatinine. Survivals were sacrificed, pancreas and
liver dissected, and organs used for histological studies and evaluation of antioxidant activity
(TBARS, GSH, catalase, and nitrites). For the glycated hemoglobin determination in vitro,
blood of the non-diabetic rats was incubated with the D-glucose (50mM) and MSF or TYR
(50 pug/ml) and for liver glycogen measurements, diabetic rats were treated for 10 days with
the MSF. The analgesic activity was assessed in male Swiss mice treated with the MSF (50 e
100 mg/kg), TYR (1, 2 e 4 mg/kg), GLI (5 mg/kg), and MOR (10 mg/kg) by the formalin
test. Anti-inflammatory activity was assessed with the models of paw edema induced by
carrageenan or dextran, in rats and mice treated with the MSF (50, 100 and 200 mg/kg), TYR
(1 - 4 mg/kg), GLI (5 mg/kg), INDO (5 mg/kg) and CIPRO (5 and 10 mg/kg). Results: The
MSF showed a slight hypoglycemic activity in the glucose tolerance test in normal rats, and
was devoid of effect in diabetic rats. The MSF reduced glycemia in normal controls, while
TYR showed no effect. The treatment of diabetic rats for 5 days with the MSF, TRF, TYR,
GLI and MET reduced glycemia, triglycerides, VLDL, urea and creatinine. No potentiation
of the hypoglycemic effect was observed after the association of MSF + TYR or GLI + TYR.
Histological studies showed a regeneration of lesions and increase in number of pancreatic
beta cells, after treatment of diabetic animals with the MSF, TYR and GLI. The MSF and
TYR showed antioxidant activities, as demonstrated by improvements of GSH and reduction
in the catalase and nitrite values. The TRF increased only GSH activity. The MSF and TYR
decreased glycated hemoglobin, showed potent analgesic activities and no significant anti-
inflammatory activity. MSF and TYR did not reverse hyperglycemia induced by diazoxide, a
K channel blocker. MET and TYR reduced glycemia, triglycerides, VLDL, urea and
creatinine, and the hypoglycemic effects were potentiated when these two drugs were
associated. Conclusion: These studies confirm the hypoglycemic activity of the MSF. The
mechanism of action does not seem to be similar to that presented by sulfonylureas. A
potentiation of the hypoglycemic effect of TYR was observed after its association with MET
suggesting that the mechanism of action of the hypoglycemic constituents from C.
verticillata is similar to that of biguanides. Furthermore, the MSF and TYR showed an
antioxidant activity, reduced glycated hemoglobin levels, increased hepatic glycogen and
number of pancreatic beta cells, suggesting that these drugs decrease pancreatic and hepatic
toxicities. Although the anti-inflammatory activity of the MSF was marginal, its effect was



potentiated by the association with TYR, indicating that TYR is one of the main bioactive
constituents of C. verticillata.

Keywords: Cissus verticillata. Methanol Soluble Fraction. Tyramine Rich Fraction.

Tyramine. Glibenclamide. Metformin. Hypoglycemic Antioxidant Analgesic and Anti-
inflammatory Activities.
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1 INTRODUCAO

1.1 Plantas com atividade antidiabética

As plantas sempre foram usadas como fonte de medicamentos, sendo que 25 %
do total dos farmacos disponiveis atualmente no mercado sdo origindrios das mesmas
(CALIXTO, 2000). Dados etnobotanicos relatam que cerca de 800 plantas consideradas
antidiabéticas confirmaram resultados positivos em ensaios experimentais (GROVER;
YADAV; VATS, 2002).

Mais de 1200 espécies de plantas tém sido empregadas etnofarmacologicamente
ou experimentalmente para tratar os sintomas do diabetes mellitus. Estas representam mais
de 725 géneros em 183 familias, que se estendem filogeneticamente desde as algas marinhas
e fungos até as plantas superiores. Estas familias englobam plantas largamente distribuidas
geograficamente, com grandes distancias filogenéticas, sugerindo a possibilidade de estudos
tradicionais ou experimentais coincidentes ¢ uma enorme variedade de principios ativos

(Tabela 1) IVORRA; PAYA; VILLAR, 1989; MARLES; FARNSWORTH,1995).

A maioria das plantas utilizadas com potencial antidiabético quando avaliadas
farmacologicamente demonstraram ter atividade hipoglicemiante e possuir constituintes
quimicos que podem ser utilizados como modelos para novos agentes hipoglicemiantes.
Todavia, em estudos posteriores revelaram uma grande diversidade de mecanismos de agdo
que podem levar ao efeito hipoglicemiante, nem todos terapeuticamente uteis (MALES;

FARNSWORTH, 1995; HUO; WINTERS; YAO, 2003; SAID et al., 2002).

Algumas plantas antidiabéticas tém efeitos toxicos os quais podem resultar em
hipoglicemia, tais como hepatotoxicidade e bloqueio B-adrenérgico. Alguns detalhes devem
ser incorporados a farmacopéia tradicional tais como: identificagdo da planta, padronizacio
quimica e biologica do extrato, estabilidade do extrato, dosagens terapéuticas, efeitos
colaterais, interacoes medicamentosas e alimentares e contra-indicacdes (MARLES;

FARNSWORTH, 1995; HUO; WINTERS; YAO, 2003; SAID et al., 2002; LI et al., 2004).

No Brasil existe um grande nimero de plantas utilizadas popularmente para o
tratamento do diabetes mellitus dentre elas o alho (Allium sativum L.), quixaba (Bumelia
sartorum Mart.), Melao de Sdo Caetano (Momordica charantia L.), Babosa (Aloe sp),boa

noite (Catharanthus roseus (L) G. Don)., carqueja (Baccaris genisteloides var. trimera),
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cebola (Allium cepa L.), eucalipto (Eucaliptus globulus Labill), graviola (Annona muricata
L.), insulina vegetal (Cissus verticillata), pata de vaca (Bauhinia forficata L.), quebra-pedra
(Phillanthus sp.), quixaba (Bumelia sartorum Mart.), Roma (Punica granatum L. e sucupira
(Bowdichia virgiloides Kunth) (CARVALHO; DINIZ; MUKHERJEE, 2005; NEGRI, 2005;
BNOUHAM et al., 2006).

Plantas comestiveis como Allium cepa L (Liliaceae) (cebola) e Allium sativum L.
(Liliaceae) (alho) possuem baixa concentra¢do de carboidratos e gordura, além de impedir as
complicacdes cardiovasculares diabéticas (BALUCHENEJADMOJARAD; ROGHANI;
HOMAYOUNFAR, 2003). Popularmrente o alho ¢ utilizado para tratar doencas
cardiovasculares, como antitrombotico, antidiabético, antimicrobiano, antitumoral e
hipolipémico (SEMGUPTA.; GHOSH; BHATTACHARRIJEE, 2004). Estudos em ratos
diabéticos mostraram que estas plantas exercem efeitos antioxidantes e antihiperglicémicos e
consequentemente aliviam o dano renal e hepatico causado pelo aloxano (EL-

DEMERDASH; YOUSEF; EL-NAGA, 2005).

Aloe Vera, A. barbadense, conhecida popularmente no nordeste do Brasil como
babosa possui um sumo utilizado com diversas indica¢des populares. Estudo com o extrato
alcodlico (200 e 300 mg/kg,v.0.) em ratos com sobrecarga de glicose e hiperglicémicos por
estreptozotocina mostrou que o mesmo ¢ capaz de normalizar a glicemia através do controle
das enzimas que metabolizam os carboidratos (RAJASEKARAN et al., 2004). Extratos da
planta aumentaram a tolerancia a glicose, tanto em ratos normais, como diabéticos, enquanto
o uso cronico das folhas de Aloe barbadensis Miller (500 mg/kg,v.0) provocou hipoglicemia
em camundongos diabéticos aloxonizados (GROVER; VATS, 2001). O gel obtido da folha
apresentou atividade hiperglicemiante, portanto o extrato da folha sem o gel pode ser util no

tratamento do diabetes melito (OKYAR et al., 2001).

Chatharanthus roseus (L.) G. Don, ¢ uma planta utilizada como antidiabético,
principalmente na forma de chas (NAMMI et al., 2003). E conhecida popularmente como
boa noite e foi comercializada na Inglaterra para o tratamento do diabetes com o nome de
“vinculin” (MARLES; FRANSWORTH, 1995). Alguns alcalddides isolados da planta boa
noite foram: leurosina, vindolina e vindolinina e catharanthina e tetrahidroalstonina exibiram
efeito antidabético e antiinflamatorio (PEARCE, 1990; MARLES; FRANSWORTH, 1995).
Porém, em acompanhameto clinico de pacientes em uso da planta observou-se efeito
citotoxico e/ou neurotoxico, além de leucopenias e aumento do risco de infecgdes

(BRAGANCA, 1996).
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Estudos realizados por NAMMI et al. (2003), com o suco das folhas frescas da
planta em ratos normais e diabéticos mostraram que o extrato nas doses de 0.5, 0.75 e 1
ml/kg produziu uma redu¢do dose-dependente da glicemia em ambos os grupos comparaveis
com a glibenclamida. Este estudo concluiu que o provavel mecanismo de agdo seja pelo
aumento da secre¢do de insulina pela célula B ou por um mecanismo extrapancreatico e

confirmou o uso popular da boa noite como antidiabético.

O uso popular da Baccharis genisteloides var. trimera (carqueja), planta nativa do
Brasil, ¢ difundido tradicionalmente nos distirbios digestivos como ndusea, méa digestdo e
diarréia (LOW; TONY; BERESFORD, 1994). Ela ¢ rica em o0leos essenciais, contendo
acetato de carqueja, saponinas, chondilasterol, quercetina ¢ kaempferol (BRAGANCA,

1996).

Estudos com o uso da planta em pessoas diabéticas e ndo diabéticas mostrou que
a administracdo do decocto da planta inteira, exceto a raiz, numa concentracao de 5 %, na
dose de 20 ml, ndo causou alteracdes significativas na glicemia e insulinemia em ambos o0s
grupos apds 60 e 120 minutos da administracao.Porém houve uma diminuicao da glicemia

em 12 dos 13 diabéticos (BRAGANCA, 1996).

O Eucaliptus globulus Labill (Myrtaceae) também conhecida como eucalipto ou
arvore da febre, tem suas folhas bastante utilizadas por sua acdo balsdmica e anti-séptica.
Possui como principios ativos, o eucaliptol, pineno, canfeno e fencheno, além de substancias
aldeidicas, taninos e resinas (BRAGANCA, 1996). O Extrato aquoso das folhas secas de
eucalipto exerceu atividade antidiabética em camundongos com diabetes induzido por

estreptozotocina (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002).

Estudos realizados pela universidade Federal do Ceara em 1974 com 15 espécies
de plantas utilizadas para diabetes, a Annona Muricata (graviola) mostrou que tem atividade
hipoglicemiante mais potente do que a clorpropamida. Ness estudo, ndo foi encontrada
atividade hipoglicemiandte para o abacate (Persea gratissima Gaertn), juca (Caesalpinia
ferrea Mart.) e goiabeira Psidium guajava L.) (BRAGANCA, 1996). Estudos mais recentes
mostraram que o extrato aquoso de Annona squamosa Linn (Annonaceae) reduz a glicemia
quando dada para animais diabéticos por estreptozotocina por 12 dias na 4dgua de beber

(SHIRWAIKAR; RAJENDRAN; DINESH, 2004).

O Anacardium ocidentale conhecido popularmente como caju, parece ter sido

uma das primeiras espécies a ser estudada cientificamente. Existem diversos trabalhos com a
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planta mas a primeira confirmacao experimental do efeito hipoglicemiante ¢ atribuida a
ARDUINO; SOARES, 1951). Em humanos, o extrato aquoso de Anacardium occidentale
quando dado por via oral mostrou efeitos hipoglicémicos 15-20 min apods a ingestdo € o

efeito maximo foi observado 60-90 min ap6s a ingestdo (BRAGANCA, 1996).

As sementes das frutas de Syzygium cumini (syn. Eugenia jambolona) tem sido
usada na medicina indiana como remédio para tratar o diabetes mellitus (BAILEY; DAY,
1989). E vulgarmente conhecida no Brasil como jamboldo, podendo ser encontrada em
diverso estados do Brasil, incluindo MG, RJ, RS ¢ SP (BRAGANCA, 1996). A casca, o
fruto, a semente ¢ a folha dessa planta sdo freqiientemente usados no tratamento do diabetes
mellitus e administrados na forma de diferentes preparados como extrato aquoso ou
decocgdo, extrato etandlico ou suco da planta crua (PEPATO et al., 2001). Estudos
controversos mostraram que o extrato da casca S. cumini ndo possui efeito sobre a
hiperglicemia e ndo ¢ eficiente no controle do estresse oxidativo ocasionado pelo estado

diabético em ratos (MAZZANTI et al., 2003; SRIDHAR et al., 2005).

Extratos dos frutos, folhas e raizes de Momordica charantia Linn (Cucurbitaceae)
sdo eficazes no tratamento do diabetes tipo II (MIURA et al., 2004; SENANAYAKE et al.,
2004). Esta planta, conhecida popularmente como meldo de Sdo Caetano, ¢ uma das plantas
mais estudadas para o tratamento do diabetes mellitus (MARLES; FARNSWORTH, 1995;
BRAGANCA, 1996).

Num estudo randomizado em pacientes diabéticos tratados com 2 cépsulas de
Momordica charantia ingeridas trés vezes ao dia por 3 meses, os resultados mostraram que
nao houve alteracao significativa na glicose sanguinea em jejum, colesterol total, e peso ou
creatinina e niveis de transaminases hepaticas (alanino aminotrasnferase/ALT e aspartato
aminotransferase/AST. Houve uma reducdo de somente 11 % na hemoglobina glicosilada,
fazendo com que os autores ndo tenham uma conclusdo definitiva sobre a efetividade da
planta no tratamento do diabetes tipo II, necessitando de estudos posteriores (DANSA et al.,

2007).

A Phyllanthus sp (quebra-pedra) ¢ uma planta conhecida popularmente no
tratamento de calculo renal e como diurética. Estudos clinicos desenvolvidos com a
administracao oral da planta inteira reduziram a glicemia em diabéticos, como também em
ndo diabéticos, com significante reducdo da pressao sistdlica (GROVER; VATS, 2001). Um

estudo com o extrato metandlico (200 e 1000 mg/kg,v.0.) mostrou redugdo na glicemia em



27

ratos com diabetes induzida por aloxano. A administracdo continuada por 15 dias promoveu

uma reducao significante na glicemia sanguinea (RAPHAEL; SABU; KUTTAN, 2002).

O extrato etandlico da casca da raiz de Bumelia sartorum Mart (quixaba) mostrou
um efeito antidiabético em ratos normais e diabéticos induzidos por aloxano (ALMEIDA;
MEDEIRO FILHO; NAIK, 1985). A quixaba, quixabeira, rompejibdo ¢ usada popularmente
como antidiabética e antiinflamatoria. Um triterpeno insaturado foi isolado do extrato
etandlico das raizes desta planta, o 4cido bdssico que mostrou um significante efeito
antidiabético em ratos aloxonizados, além de alterar a tolerancia a glicose nestes animais. O
tratamento com este acido promoveu um aumento nos niveis de insulina sanguineos nos

ratos aloxonizados (NAIK; BARBOSA-FILHO; DHULEY, 1991).

A Punica granatum L. conhecida popularmente como roma, ¢ um arbusto ou uma
pequena arvore nativa do Ird e Afeganistdo. E uma planta aclimatada por todo o Brasil. O
extrato das raizes e do caule promoveu uma diminui¢ao da glicemia em animais (JAFRI et
al., 2000). Em estudos pré-clinicos, a roma inibiu a absor¢ao intestinal de glicose. O extrato
hidroalcoolico do epicarpo da roma causou hipoglicemia dose-dependente, com o efeito
maximo em cerca de 4-6 horas apds a administra¢@o intraperitoneal do extrato (NOGUEIRA;

PEREIRA, 1986).

A sucupira ¢ também conhecida como sucupira-agu, cutiuba, sucupira branca e
cutiubeira. Seu nome cientifico ¢ Bowdichia virgiloides Kunth, seu tubérculo ¢ as cascas
apresentam propriedades depurativas (LOW; TONY; BERESFORD, 1994). A casca do caule
¢ utilizada no diabetes mellitus.. Em ensaio com o extrato hidroalcoolico (50 mg/kg, v.0.) em
ratos adultos normais observouse uma diminuicdo de cerca de 33,5 % da glicemia

(BRAGANCA, 1996).

Bauhinia forficata ¢ a espécie de Bauhinia mais usada como erva antidiabética no
Brasil ,onde ¢ conhecida como pata de vaca. Estudos mostraram significantes redugdes na
glicemia e trigliceridios de ratos diabéticos tratados como os extratos aquosos, etandlicos e
hexanicos (LINO et al., 2004). De modo semelhante, estudos demonstraram que o extrato
aquoso de Bauhinia wungulata tem atividade hipoglicemiante, hipolipemiante,
hipotrigliceridemiante e hipocolesterolemiante (MENDONCA, 2004).

O mecanismo de agdo pelos quais as plantas baixam a taxa de glicose do sangue
pode ser atribuido aos seguintes fatores: aumento da liberacdo de insulina através da

estimulacdo das células B—pancredticas; resisténcia aos hormonios que aumentam a taxa de
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glicose; aumento do nimero e da sensibilidade do sitio receptor de insulina; diminui¢ao da
perda de glicogénio; aumento do consumo de glicose nos tecidos e 6rgaos; eliminagdo de
radicais livres; resisténcia a peroxidacdo de lipidios; correcdo da desordem metabodlica
causada em lipidios e proteinas e estimulo ao aumento da microcirculacdo do sangue no
organismo (MARLES; FARNSWORTH, 1995; HUO; WINTERS; YAO, 2003; SAID et al.,
2002, L1 et al., 2004; VOLPATO et al., 2002).

Tabela 1 — Produtos naturais hipoglicemiantes

Classe Quimica Numero de constituintes ativos
Alcaloides 38
Carboidratos 66
Cumarinas 04
Glicosidios cianogénicos 01
Flavonoides 07
Glicopeptidios 20
Sais inorganicos 03
Irido6ides 04
Lipidios 06
Peptidios e aminas 15
Fenolicos 04
Fenolpropanoides 01
Esteroides 07
Estilbenos 01
Substancias sulfidricas 02
Terpendides 17
Vitaminas 02
Xantonas 01

Fonte: Marles e Farnsworth (1995)
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1.2 Cissus verticillata

1.2.1 Descrig¢ao botanica, distribuicdo geografica e etnofarmacologia

O género Cissus L. o mais vasto da familia Vitaceae, ¢ constituido de 350 a 400
espécies de trepadeiras, com uma distribui¢do pantropical (CORREA, 1984). No Brasil a
familia Vitaceae ¢é representada apenas pelo género Cissus, com 42 espécies descritas para o
pais. Apesar da maioria crescerem em matas, o género estd presente também em campos,
cerrados e restingas (LOMBARDI, 2000a,b).

Apds a conclusdo de revisdo dos géneros neotropicais , € enquanto realizando
estudo de levantamento floristico em areas do Nordeste de Minas Gerais e Sudeste da Bahia
nos vales dos Rios Jequitinhonha e Mucuri, foi descoberta uma nova espécie de Cissus. O
novo taxon pertence ao grupo de espécies com folhas simples e tricomas nao ramificados nao
glandulares, incluindo no Brasil extra-amazonico: Cissus verticillata (L.) Nicolson &
C.E.Jarvis, C. campestris (Baker) Planch., Cissus tinctoria Mart. E Cissus paucinervia
Lombardi. As amostras do unico espécime conhecido da nova espécie foram empregadas
para a elaboracdo de descricdo, ilustracdo e uma chave de identificagdo para sua distingdo
das espécies proximas (LOMBARDI, 2000b,c,d)

Cissus verticillata (L.) pertence a familia Vitaceae, sendo conhecida
popularmente como anil-trepador, cipo-puca, cipd-puci, puca, insulina, insulina vegetal, uva-
brava,cortina-japonesa, tinta-dos-gentios cortina-de-pobre (Figuras 1,2,3,4 e 5). Apresenta a
seguinte sinonimia: Cissus sicyoides L., Cissus canescens Lam, Cissus compressicaulis Ruiz
& Pav., Cissus ovata Lam., Cissus smilacina Kunth, Cissus tamoides Cambess., Cissus
umbrosa Kunth, Phoradendron verticillatum (L.) Ducke, Spondylantha aphylla C. Presl,
Viscum verticillatum L., Vitis sicyoides (L.) Baker (ALBUQUERQUE, 1989; BARBOSA et
al., 2002; PEPATO et al., 2003).

Ainda de acordo com Braga (1985), Cissus verticillata pode ser descrita como:
“Herbacea escandente ou trepadeira, perene, vigorosa, com ramos ¢ folhas um tanto
carnosas, com gavinhas opostas as folhas e raizes aéreas péndulas, nativa da regido norte do
Brasil. Folhas simples, membranaceas, glabras, de 4-7 cm de comprimento. Flores pequenas,
de cor creme, dispostas em inflorescéncias corimbiformes (Figuras 1 e 2 ). Fruto drupa

ovoide-globosa, de cor roxo-escura, com polpa carnosa, contendo uma unica semente de
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cerca de 6 mm de comprimento. Multiplica-se tanto por sementes como pelo enraizamento
dos ramos” (Figuras 4 e 5)

Cissus verticillata ¢ uma planta amplamente cultivada em jardins e hortas
domésticas com fins ornamentais e, principalmente, como cerca-viva destinada a esconder
alguma area. Quando plantada em caramanchdes suas raizes adventicias pendentes da planta
até o chao formam uma ampla cortina, dai a razdo do nome popular “cortina de pobre”
(Figura 5).

A literatura etnofarmacoldgica mais antiga cita o uso do ché de suas folhas, na
medicina caseira de muitas regides do pais, para o tratamento caseiro de problemas cardiacos
principalmente incluindo taquicardia e pressao alta, bem como para hidropsia, anemia,
acidente vascular cerebral, tremores e como ativador da circulacio sanguinea
(ALBUQUERQUE, 1989; MORS; RIZZINE; PEREIRA, 2000; VAN DEN BERG, 1993;
VIEIRA, 1992; BARBOSA et al., 2002). O suco das folhas ¢ ramos ¢ empregado em
algumas regides da Amazodnia contra epilepsia (MORS; RIZZINE; PEREIRA, 2000). O cha
das partes aéreas ¢ utilizado como antiinflamatério, antiepilético, antihipertensivo,
antitérmico, anti-reumatico e antidiabético (GARCIA et al., 2000, BELTRAME et al.,
2001). Em Lavras, estado de Minas Gerais, tem-se mencionado o seu uso como antidiabético
na forma de cha a ser ingerido continuamente. Esta indicacdo lhe valeu o nome popular de
“insulina vegetal” e admite-se que ela esteja baseada na ocorréncia de certos flavondides no

cha preparado com o vegetal (BARBOSA et al., 2002).
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Figura 1 - Detalhe dos ramos com Figura 2 - Detalhe dos ramos com
flores de Cissus verticillata. frutos jovens de Cissus verticillata.
Fonte: Silveira (2005) Fonte: Silveira (2005)

Figura 3 - Detalhe dos frutos jovens de Cissus verticillata
Fonte: Silveira (2005)
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Figura 4 - Detalhe dos frutos maduros de Cissus verticillata.
Fonte: Silveira (2005)

_.';., I

Figura 5 - Cissus verticillata com aspecto que justifica o nome popular

“cortina-de-pobre”
Fonte: Silveira (2005)
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1.2.2. Farmacologia pré-clinica de Cissus verticilata e constituintes quimicos

Ensaios farmacoldgicos preliminares demostraram que o extrato aquoso ¢ ativo,
enquanto a presenca do alcool resulta num extrato inativo. Além disso, o extrato aquoso da
planta demonstrou atividade anticonvulsivante, inibindo as convulsdes induzidas por

metrazole e choque elétrico em animais de laboratorio (ELIZABETSKY, 1984;1988).

Estudos mostraram que o extrato aquoso de C. sycioides contrai anéis aorticos
isolados de cobaia de uma maneira dose dependente. Estes autores concluiram que o extrato
age a nivel de membrana, aumentando a entrada de cdlcio através da membrana como
também agindo nos depdsitos internos de célcio, tais como o reticulo sarcoplasmatico
(GARCIA et al.,1997)

O extrato aquoso de C. sycioides mostrou efeito antiinflamatério no modelo do
edema de pata induzido por carragenina (um modelo para inflamagdo geral) e no edema de
orelha de camundongo (um modelo de inflamagao topica). Estes autores também observaram
uma diminui¢ao no nivel de mieloperoxidase em amostras de tecido na area de inflamacao
(GARCIA et al., 2000) Enquanto Saenz et al. (2000) demonstrou atividade citostatica em C.
sycioides contra Hep-cells, Lizama, Martinez ¢ Pérez (2000), ndo detectaram qualquer
atividade antiviral contra o virus da influenza tipo A nestas espécies.

O extrato aquoso de C. sycioides apresenta atividade antinociceptiva nos testes das
contor¢des abdominais induzidas por acido acético, teste da formalina e placa quente em
camundongos. Foi mostrado também que o extrato tem propriedade anticonvulsivante
evidenciado nos modelos das convulsdes por pentilenotetrazol e estricnina em camundongos

(MEDEIROS et al., 2002).

Silva (1995) nao observou efeito hipoglicémico quando deu o extrato aquoso das
folhas e caule liofilizado para ratos normais no teste de tolerdncia a glicose. Dados
posteriores confirmam a falta de efeito hipoglicémico quando o extrato etandlico liofilizado
foi administrado para ratos normais submetidos ao tratamento com dexametasona no teste de
tolerancia a glicose (BELTRAME et al., 2001). Entretanto, Silva (1995) ndo descartou a
possibilidade de que o excesso de glicose pode ser reduzido pela administragdo do extrato
aquoso (cha), visto que um grande niimero de pacientes diabéticos afirma ter controlado a

doenga com o uso do cha.
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Ja no estudo de Barbosa et al. (2002), foi demonstrado que o cha das folhas de C.
verticillata apresentou agdo hipoglicemiante em ratos considerados normoglicémicos, e
provavelmente desenvolve efeito semelhante em humanos, sendo que este efeito ocorre
devido a presenca de flavondides na planta. Neste estudo foram isolados trés flavonoides:

Canferol, luteonina e luteonina-3-sulfato.

O estudo realizado com ratos diabéticos induzidos com estreptozotocina
(PEPATO et al., 2003) demonstrou que o decocto das folhas de C. sycioides dado a ratos na
agua de beber reduziu a ingesta de alimentos e agua, bem como os niveis de glicose
sanguinea e urinaria ¢ uréia. J4 os niveis de lipidios e glicogénio hepatico ndo foram
alterados em animais diabéticos o que indica que o mecanismo responsavel pela melhora no
metabolismo dos carboidratos ndo envolve a inibicdo da glicogenolise e/ou estimulacdo da
glicogénese. O fato de que animais normais tratados com C. sycioides ndo exibiram
mudangas nos parametros acima mencionados sugere que o modo de agdo ndo ¢ semelhante
ao das sulfoniuréias. Isto significa que ele pode agir de maneira similar as biguanidas, via

inibi¢do da gliconeogénese.

O extrato aquoso de C. sycioides administrado por 7 dias na dose de 100 ¢ 200
mg/kg,v.o0. a ratos diabéticos induzidos com aloxano, causou redu¢@o nos niveis de glicose e
trigliceridios, enquanto que a adminstragdo sé foi eficaz durante 4 dias quando a dose de

200 mg/kg foi administrada (VIANA et al., 2004).

Os relatos da literatura mostram que. os principais componentes da parte aérea de
Cissus verticillata sdo taninos, esteroides-triterpenos, aminoacidos, lipidios e flavondides
(canferol, luteonina e luteolina-3-sulfato), (LIZAMA; MARTINEZ; PEREZ, 2000;
BARBOSA et al., 2002). Estudos anteriores (WENIGER; SABARY; SATURNY, 1984)
detectaram a presenca de esteroides, terpenos, quinonas e compostos fenolicos em Cissus
verticillata, enquanto outros ndo mostraram alcaloides na planta e cianidinas somente no
fruto (TOLEDO et al., 1983; PINEDA et al., 1989). Beltrame et al. (2001) ¢ Beltrame,
Ferreira e Cortez (2002), isolaram um novo glicosideo cumarinico (5,6,7,8
tetrahidroxicumarina-5-beta-xylo-piranosidio ) da parte aérea desta planta.

A analise fitoquimica do extrato metanolico de C. sycioides levou ao isolamento ¢
identificagdo de hidroxy stilbene resveratrol (QUILEZ et al., 2004 ). O perfil fitoquimico das
folhas frescas mostrou que a planta possui taninos e flavonodides (VIANA et al., 2004 ).

Recentemente uma nova substincia foi isolada de Cissus verticilata, no

laboratério de Quimica Organica da Universidade Federal do Ceara: a tiramina. A nova
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substancia foi isolada a partir do decocto das folhas da fracdo soltvel em metanol

(ALEXANDRE, 2006).

1.3 Tiramina

A tiramina ¢ uma amina (Figura 6) naturalmente encontrada no organismo e
também em muitos alimentos. As mais altas concentragdes de tiramina sd3o encontradas em
queijos envelhecidos e carne velha, mas existem outras fontes alimentares de tiramina,
incluindo bebidas alcoolicas, algumas frutas e vegetais, chocolate, e muitos outros. Em
insetos a tiramina mostra um papel similar como neurotransmissor ao papel que a adrenalina
mostra em humanos, enquanto a octopamina um equivalente da norepinefrina no inseto.
Devido ela ter sido reconhecida como um neurotransmissor cerca de uma década atras,
comparativamente pouco ¢ conhecido sobre a tiramina (ROEDER et al., 2003).

Em humanos a tiramina vem de fontes dietéticas ou ¢ derivada do aminoécido
tirosina. Ela é posteriormente metabolizada em octopamina e ultimamente em sinefrina.
Como outras aminas, as agdes bioldgicas da tiramina sdo geralmente atribuidas a sua acao
como “falso neurotransmissor” e a relevancia de sua acdo no receptor da amina traco ndo ¢
bem conhecida. A agdo primaria estabelecida da tiramina ¢ a aumentada liberacdo de
norepinefrina (NE). A tiramina ¢ ativamente transportada dentro dos neurdnios e desloca NE,
conduzindo a liberagdo intraneuronal de NE (MECK et al., 2003). Apo6s a infusdo de
tiramina em humanos, niveis sanguineos de NE aumenta de forma dose-dependente. Niveis
sanguineos de epinefrina também aumentam, mas o efeito ¢ muito pequeno (JACOB et al.,
2003). A presente evidéncia experimental indica que a tiramina ndo ¢ um agonista ou
antagonista direto a qualquer subtipo de receptor (VISENTIN et al., 2003). Porque ela
aumenta NE, ¢ possivel que a tiramina aumenta a perda de gordura, mas nenhum estudo tem
ainda examinado isto diretamente.

Tiramina pode também independentemente aumentar dopamina (DA), mas este
efeito ndo ¢ ainda bem estabelecido. Tiramina pode ser convertida enzimaticamente a
dopamina no figado via enzima CYP45502D6, mas ndo esta claro se os niveis de dopamina
podem ser significativamente aumentados in vivo através deste mecanismo. Outra
possibilidade ¢ que a tiramina causa liberagdo através do mesmo mecanismo o qual ela

aumenta NE. Administra¢ao endovenosa de tiramina tem sido documentada por aumentar os
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niveis sanguincos de DA (JACOB et al.,, 2003). Entretanto muitos pesquisadores tém
encontrado que amostras de tiramina foram contaminadas com dopamina, € embora o grau
de contaminacdo tenha sido pequeno (< 1%), ele foi bastante significativo para aumentar os
niveis sanguineos de DA. Quando a tiramina foi estocada apropriadamente, nenhum efeito
claro sobre os niveis de DA poderia ser encontrado. Estudos in vitro e em animais também
indicam que a tiramina aumenta DA, mas eles podem ter sido sujeito aos mesmos problemas
de contaminagdo (GOLDSTEIN et al., 2002 ).

Em adigdo aos niveis de aumento dos neurotansmissores, tiramina tem também
acoOes bioldgicas através de sua interagdo com monoamino oxidase (MAQO). Existem duas
isoformas desta enzima, MAO-A e MAO-B, a tiramina ¢ oxidada por MAO-A (MORIN et
al., 2002). Isto pode resultar em uma produg@o local de perdoxido de hidrogénio (H,O;) o
qual pode ter um efeito insulin-like sobre alguns tipos de células. Em adipécitos (células de
gordura), tiramina estimula o transporte de glicose, a lipogénese (formacao de gordura), e
inibe a lipolise (quebra da gordura) um efeito que pode ser bloqueado pelos inibidores da
MAO (MAOIs) ou antioxidantes tais como a glutationa e N-acetilcisteina, o qual previne a
formacgdo de H,O, (VISENTIN et al., 2003; MORIN et al., 2002). Um estudo contradiz isto,
indicando que a tiramina aumenta H,O, em adipocitos mas, também aumenta a formagao de
AMPc mediado por forskolin (o qual € lipolitico) e a lipdlise mediada beta-adrenergica. A
discrepancia pode ser explicada pelas diferentes concentragdes de tiramina usada
(VISENTIN et al., 2003).

A tiramina também estimula a captacdo de glicose em outros tecidos sensiveis a
insulina, tais como cardiomiécitos € musculo esquelético. Embora o tecido muscular tenha
relativamente baixa atividade da MAO, ela conta com uma significante propor¢do de massa
corporal e o contetido total de MAO no musculo esquelético ¢ mais alto em qualquer outro
6rgdo ou tecido do que no figado (MORIN et al., 2002). Como pode ser esperado de uma
substancia que aumenta a NE, a tiramina também afeta o sistema cardiovascular quando
dado em quantidade suficiente. A administragdo sistémica de tiramina conduz ao aumento da
pressdo sanguinea e freqliéncia cardiaca, e uma excessiva quantidade poderia conduzir a um
ataque cardiaco (VANDENBERG et al., 2003). A tiramina foi também usada como modelo
de ativagdo do sistema nervoso simpatico. Apesar de ser uma substancia vasoconstritora,
tiramina conduz a vasodilatacdo. Ela aumenta a pressdo sanguinea sistolica, mas ndo tem
efeito consistente sobre a pressdo sanguinea diastolica, e a freqiiéncia cardiaca sdo somente

moderadamente aumentadas. Esta inconsisténcia ndo tem sido ainda bem explicada, embora
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um efeito sobre a liberagdo de dopamina tenha também sido sugerido como possivel
explicagdo (JACOB et al., 2003).

Os efeitos cardiovasculares da tiramina de fontes da dieta sdo improvaveis de ter
significancia, como o sistema MAO ¢ altamente eficiente. O uso moderado de suplementos
ndo tem muitos efeitos sobre o sistema cardiovascular. Pessoas em jejum necessitam de 500
mg de tiramina oral para um aumento minimo da pressao sanguinea, e tomando tiramina com
alimentos diminui a biodisponibilidade pela metade. Entretanto, naqueles que estdo sendo
tratados com inibidores da MAO (primariamente usados como antidepressivos) podem
conseguir uma reagdo hipertensiva com pouco menos do que 10mg, enquanto que um
alimento pode conter muito mais do que 20-40 mg. Outro efeito colateral da tiramina ¢ a dor
de cabega, e por esta razdo, uma dieta com pequena quantidade de tiramina ¢ recomendada
para aqueles os quais tem dores de cabeca freqlientes. Uma recente revisdo de pesquisa
disponivel sobre aminas biogénicas e intolerancia alimentar indicou que nao houve evidéncia
para a relacdo entre tiramina ou outras aminas biogénicas e reacdes de intolerancia
alimentar, incluindo dor de cabeca (JANSEN et al., 2003). Entretanto, ¢ plenamente possivel
que os suplementos com tiramina em grandes quantidades do que aqueles tipicamente
encontrados em alimentos poderiam conduzir a dor de cabega em individuos susceptiveis.

Em conclusdo, a tiramina realmente aumenta NE, abrindo uma porta para um
numero possivel de usos os quais ainda tem que ser explorados em literatura cientifica. E
também muito provavel que os niveis de dopamina aumentem independentemente, como
sendo esta a melhor explicacdo para os efeitos cardiovasculares. Para aqueles que escolhem o
uso da tiramina, uma dose de 200mg ¢ recomendada, e significativa para aumentar os niveis
no plasma (VANDENBERG et al., 2003) ¢ isto estda bem dentro do limite saudavel. Como
com qualquer novo estimulante, a dose inicial deve ser bem baixa e aumentada como
tolerada.

A tiramina ja foi encontrada em algumas plantas, entre clas estdo a Sylibum
mariano (cardo mariano), Musa paradisiaca L. (bananeira) e Citrus aurantium L. (Laranja
da Terra). Os usos populares destas plantas sdo: sudorifico, anti-espasmoddico, carminativo,
contra reumatismo e tosse, taquicardia, hemorréidas, asma, hemorragia, nefrite, hidropisia,
inflamagdes de figado, acidez gastrica e prisio de ventre (CARACTERISTICAS Y
aplicaciones de las plantas, 2006).

Estudos recentes t€ém mostrado que a tiramina, exibe uma acdo semelhante a
insulina (insulin-like) em adipdcitos, musculo esquelético e cardiaco; é também demonstrado

que esta a¢do ocorre in Vivo e influencia a disposi¢do da glicose. Os efeitos metabdlicos da
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tiramina in Vitro e in vivo sdo dependentes da oxidagdo pela Monoamina oxidase (MAO) ou
amina oxidase sensivel a semicarbazida (SSAQO), as quais ocorrem ndo somente em orgaos
bem reconhecidos por seu catabolismo das aminas (cérebro, figado, rim , intestino e pulmao)
mas também em tecidos capazes de aumentar a captacdo de glicose pela estimulacdo de
insulina (tecido adiposo, cardiaco e muscular) (MORIN et al., 2002).

O tratamento prolongado (trés semanas) com tiramina em ratos diabéticos por
estreptozotocina resultou em uma diminuicdo da resposta hiperglicémica a sobrecarga de
glicose i.p. Adipocitos isolados de ratos ndo tratados e sob tratamento foram sensiveis a
estimulac¢do da captagdo de glicose por tiramina. Entretanto, animais diabéticos recebendo
tiramina por trés semanas nao recuperaram sua hiperglicemia, hipoinsulinemia e glicosuria.
Estes resultados mostram que a melhora na tolerancia a glicose induzida pela administracao
de tiramina por um periodo prolongado ocorre em um modelo depletado de insulina e
provavelmente resulta de acdes periféricas da insulina sobre a oxidagdo dos substratos
MAO/SSAQO, tais como a estimulacdo da captagdo de glicose dentro dos adipocitos
(VISENTIN et al., 2003).

Multiplos estudos tém encontrado que a administragdo de tiramina para ratos
diabéticos aumenta a disposicdo da glicose e reduz a hiperglicemia, um efeito o qual ocorre
em doses que tenham pouco efeito sobre o sistema cardiovascular, € por esta razdo tem sido
sugerido como um possivel tratamento para o diabetes (MORIN et al., 2002; VISENTIN et
al., 2003).

Em estudos anteriores foi estabelecida a atividade antidiabética do extrato aquoso
de C. verticillata (PEPATO et al., 2001; BARBOSA et al., 2002 ¢ VIANA et al., 2004) e
justificado este efeito devido a presenca de flavonoides (BARBOSA et al., 2002; VIANA et
al., 2004). Entretanto, somente o trabalho de Beltrame et al. (2001) estudou substancias
isoladas de C. verticillata (flavonodides).Os autores avaliaram uma possivel acdo
insulinogénica e nesse caso, os flavondides (canferol e quercetina) diferentemente da
insulina ndo estimularam a sintese de glicogénio em ratos. Assim, tendo em vista
elucidarmos a atividade antidiabética da planta e com base no dado inédito que levou ao
isolamento da tiramina a partir do extrato aquoso (ALEXANDRE, 2006) foram investigados
a Fracao soluvel em Metanol , Fracao Rica em Tiramina e a Tiramina nos seus efeitos sobre

a diabetes, analgesia, inflamagao e estresse oxidativo.



39

Figura 6 - Estrutura do 4-(2-aminoetil)fenol. Nome usual: Tiramina

1.4 Diabetes mellitus (DM)

1.4.1 Conceito e classificacao

O diabetes mellitus (DM) ndo é uma unica doenga, mas um grupo heterogéneo de
distarbios metabdlicos que apresentam em comum a hiperglicemia. Essa hiperglicemia ¢ o
resultado de defeitos na acdo da insulina, na secrecdo de insulina ou em ambos
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2006b).

As conseqiiéncias do DM a longo prazo decorrem de alteracdes micro e
macrovasculares que levam a disfun¢ao, dano ou faléncia de varios 6rgaos. As complicagdes
cronicas incluem a nefropatia, com possivel evolucao para insufici€éncia renal, a retinopatia,
com a possibilidade de cegueira e/ou neuropatia, com risco de ulceras nos pés, amputacoes,
artropatia de Charcot e manifestagdes de disfungdo autondmica, incluindo disfungdo sexual.
Pessoas com diabetes apresentam risco maior de doenga vascular aterosclerdtica, como
doenca coronariana, doenca arterial periférica e doenga vascular cerebral (SBD, 2002).

Os sintomas decorrentes de hiperglicemia acentuada incluem perda inexplicada de
peso, poliuria, polidipsia e infec¢cdes. Mesmo em individuos assintomaticos podera haver
hiperglicemia discreta, porém em grau suficiente para causar alteragdes funcionais ou
morfologicas por um longo periodo antes que o diagnostico seja estabelecido (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1999). O diagndstico do DM deve ser baseado nos valores de
glicose plasmatica (em mg/dL) em jejum, 2 h apés 75 g de glicose e casual, conforme

Tabela 2.
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A classificacdao atual do DM ¢ baseada na etiologia e nao no tipo de tratamento,
portanto os termos diabetes mellitus insulinodependente ¢ diabetes mellitus
insulinoindependente devem ser eliminados. A classificacdo proposta pela Organizacdo
Mundial da Saade (OMS)(1) e pela Associacdo Americana de Diabetes (ADA)(2) aqui
recomendada inclui quatro classes clinicas: DM tipo 1, DM tipo 2, outros tipos especificos
de DM e diabetes mellitus gestacional (Tabela 2). Ainda existem duas categorias, referidas
como prédiabetes, que sdo a glicemia de jejum alterada ¢ a tolerancia a glicose diminuida.
Essas categorias ndo sdo entidades clinicas, mas fatores de risco para o desenvolvimento do
DM e de doengas cardiovasculares (DCV).

DM tipo 1 (DM1), forma presente em 5%-10% dos casos, € o resultado de uma
destruicdo das células beta pancreaticas com conseqiiente deficiéncia de insulina. Na
maioria dos casos essa destruicdo das células beta ¢ mediada por auto-imunidade, porém
existem casos em que nao ha evidéncias de processo auto-imune, sendo, portanto, referida
como forma idiopatica do DM1 (PALMER et al., 1983; BAEKKESKOV et al., 1990;
RABIN, 1994). Além do componente auto-imune, o DM1 apresenta forte associacdo com
determinados genes do sistema antigeno leucocitario humano (HLA), alelos esses que podem
ser predisponentes ou protetores para o desenvolvimento da doenca (TODD; BELL;
MCDEVITT, 1987).

Tabela 2 - Classificacdo Etiologica do diabetes mellitus (DM)

DM 1

=  Auto-imune

= Idiopatico

DM 2

Outos tipos especificos de DM

Diabetes mellitus gestacional

Fonte: Sociedade Brasileira de Diabetes (2006b)
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O DMI idiopatico corresponde a uma minoria dos casos. Caracteriza-se pela
auséncia de marcadores de auto-imunidade contra as células beta ¢ ndo-associagdo com
haplotipos do sistema HLA. Os individuos com essa forma de DM podem desenvolver
cetoacidose e apresentam graus varidveis de deficiéncia de insulina.

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) ¢ a forma presente em 90%-95% dos casos e
caracteriza-se por defeitos na agdo e na secrecdo da insulina. Em geral ambos os defeitos
estdo presentes quando a hiperglicemia se manifesta, porém pode haver predominio de um
deles. A maioria dos pacientes com essa forma de DM apresenta sobrepeso ou obesidade, e
cetoacidose raramente desenvolve-se espontaneamente, ocorrendo apenas quando associada
a outras condi¢cdes como infeccdes. O DM2 pode ocorrer em qualquer idade, mas ¢
geralmente diagnosticado apds os 40 anos. Os pacientes ndo sdo dependentes de insulina
exdgena para sobrevivéncia, porém podem necessitar de tratamento com insulina para a
obtencdo de um controle metabdlico adequado. Diferentemente do DM1 auto-imune ndo ha
indicadores especificos para o DM2.

Existem provavelmente diferentes mecanismos que resultam nessa forma de DM, e
com a identificacdo futura de processos patogénicos especificos ou defeitos genéticos, o
nimero de pessoas com essa forma de DM ird diminuir a custa de uma mudanga para uma
classificagdo mais definitiva em outros tipos especificos de DM. Pertencem a essa
classificagdo formas menos comuns de DM cujos defeitos ou processos causadores podem
ser identificados. A apresentacdo clinica desse grupo ¢ bastante variada e depende da
alteracdo de base. Estdao incluidos nessa categoria defeitos genéticos na fungdo das células
beta, defeitos genéticos na agdo da insulina, doengas do pancreas exocrino, endocrinopatias,
induzidas por agentes quimicos e infec¢des (SBD, 2006b).

O diabetes mellitus gestacional é qualquer intolerancia a glicose, de magnitude
variavel, com inicio ou diagnodstico durante a gestagdo. Nao exclui a possibilidade de a
condigdo existir antes da gravidez, mas deve ser reavaliada quatro a seis semanas apos o
parto e reclassificadas como apresentando DM, glicemia de jejum alterada, tolerdncia a
glicose diminuida ou normoglicemia. Na maioria dos casos hé reversdo para a tolerancia
normal apds a gravidez, porém existe um risco de 17%-63% de desenvolvimento de DM?2
dentro de 5-16 anos apos o parto (HANNA; PETERS, 2002).

O pré-diabetes refere-se a um estado intermediario entre a homeostase normal da
glicose ¢ o DM. A categoria glicemia de jejum alterada refere-se as concentragdes de
glicemia de jejum que sdo inferiores ao critério diagnostico para o DM, porém mais

elevadas do que o valor de referéncia normal. A tolerancia a glicose diminuida representa
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uma anormalidade na regulacdo da glicose no estado pds-sobrecarga, que ¢ diagnosticada
através do teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), que inclui a determinacao da glicemia
de jejum e de 2 horas ap6s a sobrecarga com 75g de glicose (SBD, 2006b).

Os critérios diagnosticos para o diabetes sdo os seguintes: 1) Glicemia normal :
entre 79 a 99 mg/dL e inferior a 140 mg/dL 2 h apos sobrecarga de glicos; 2) Intolerancia a
glicose; glicemia de jejum entre 100 a 125 mg/dL; 3) diabetes: duas amostras de glicose
colhidas em dias diferentes com resultado igual ou acima de 126 mg/dL ou quando a
glicemia aleatoria (feita a qualquer hora) estiver igual ou acima de 200 mg/dL na presenga de

sintomas (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2005; SBD, 2005). Tabela 3

Tabela 3 — Valores de glicose plasmatica (em mg/dL) para diagndstico de diabetes mellitus

e seus estagios pré-clinicos

Categoria Jejum 2 h apés 75 g de Casual
glicose

Glicemia normal <100 <140

Tolerancia a glicose >100a<126 > 140 a<200

Diminuida

Diabetes mellitus > 126 >200 > 200 (com
sintomas
classicos)

Fonte: Sociedade Brasileira de Diabetes (2006b)

1.4.2 Resisténcia a Insulina e Sindrome Metabodlica

A resisténcia a insulina, ¢ uma condi¢do fisiopatologica de grande repercussao
clinica. Estudos epidemiolégicos demonstram que individuos que apresentam resisténcia a
insulina tém chance maior de desenvolver diabetes mellitus tipo 2 (DM2); alguns tipos de
dislipidemia; hipertensao arterial; esteatohepatite nao-alcodlica; doencas neurodegenerativas;

algumas neoplasias, como de mama, pancreas e colon; e um risco cardiovascular aumentado
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em duas a quatro vezes. Assim, tornou-se importante na pratica clinica estabelecer se um
paciente tem ou nao resisténcia a insulina.

Nos ultimos anos, diversos estudos epidemioldgicos e fisiopatologicos
demonstraram que individuos com resisténcia a insulina apresentam valores elevados de
marcadores inflamatoérios, destacando-se a proteina C-reativa (PCR) como o mais usado.
Ainda nao ha consenso quanto ao uso desse marcador como medida adicional para o
diagnodstico de resisténcia a insulina, e a maioria dos estudos aponta vantagens, ainda que
reduzidas, de se associar essa determinagdo a outros critérios. Para a pratica clinica, a
utilizagdo de PCR deve seguir as recomendagdes do Seminario de Marcadores Inflamatorios
dos Centros de Prevengado e Controle de Doencas, da American Heart Association (AHA), as
quais, entretanto, ndo sdo especificas para situacdes de resisténcia a insulina (SBD, 2006b).

Finalmente, merece destaque a sindrome metabolica (SM), que tem como base
fisiopatologica a resisténcia a insulina, mas que ndo ¢ obrigatoriamente sinonimo dessa
resisténcia hormonal . A presenca de SM consegue predizer o desenvolvimento futuro de
DM?2 e de doenga coronariana. Ha trés defini¢gdes de SM, mas duas sdo mais utilizadas em
estudos clinicos: a do National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel III
(NCEP-ATP III) e a da Organizacdo Mundial da Satide (OMS). Com base nos critérios do
NCEP-ATP III, tem SM quem apresenta trés dos cinco fatores de risco: a) circunferéncia
abdominal > 102cm em homens e > 88cm em mulheres; b) hipertrigliceridemia > 150mg/dl;
¢) lipoproteina de alta densidade (HDL) < 40mg/dl para homens e < 50mg/dl para mulheres;
d) pressdo arterial (PA) > 130/85mmHg ou uso de medicacdo anti-hipertensiva; e) glicose

plasmatica de jejum > 110mg/dl (Tabela 4).
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Tabela 4 - Identificacdo clinica da sindrome metabodlica

Fatores de risco \ Nivel de definicio
Obesidade abdominal

Homem >102 cm

Mulher > 88 cm
Trigliceridios > 150 mg/dL
HDL-colesterol

Homem <40 mg/dL
Mulher <50 mg/dL
Pressao arterial > 130 x 85 mmHg ou uso de anti-hipertensivo
Glicemia de jejum > 110 mg/dL
Condi¢des necessarias ao diagnostico 3 fatores

Fonte: Sociedade Brasileira de Diabetes (2006b)

1.4.3 Prevaléncia do DM no Mundo e no Brasil

O DM ¢ um importante problema de importancia crescente em saude publica. Sua
incidéncia e prevaléncia estdo aumentando, alcancando propor¢des epidémicas. Esta
associado a complicagdes que comprometem a produtividade, a qualidade de vida e a
sobrevida dos individuos Além disso, acarreta altos custos para seu controle metabdlico e
tratamento de suas complicagdes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2002).

Os dados abaixo refletem a grande importancia médico-economico-social do diabetes
no contexto da satde publica:
» Diabetes melitus como o diagndstico primario de internagdo hospitalar aparece como a
sexta causa mais freqiiente e contribui de forma significativa (30% a 50%) para outras causas
como cardiopatia isquémica, insuficiéncia cardiaca, colecistopatias, acidente vascular cere-
bral e hipertensao arterial (SILVESTRE, 1997);
= Pacientes diabéticos representam cerca de 30% dos pacientes que se internam em unidades
coronarianas intensivas com dor precordial;
= Diabetes ¢ a principal causa de amputacdes de membros inferiores (SPICHLER, 1998); ¢,

também, a principal causa de cegueira adquirida.
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» Cerca de 26% dos pacientes que ingressam em programas de didlise sdo diabéticos
(BRUNO; GROSS, 2000).

Em 1985 estimava-se que existissem 30 milhdes de adultos com DM no mundo;
esse numero cresceu para 135 milhdes em 1995, atingindo 173 milhdes em 2002, com
projecao de chegar a 300 milhdes no ano 2030. Cerca de dois tergos desses individuos com
DM vivem nos paises em desenvolvimento, onde a epidemia tem maior intensidade, com
crescente proporcdo de pessoas afetadas em grupos etdrios mais jovens (DIABETES
CONTROL AND COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH GROUP,1993, 2001).

O numero de individuos diabéticos estd aumentando devido ao crescimento e ao
envelhecimento populacional, a maior urbanizacdo, a crescente prevaléncia de obesidade e
sedentarismo, bem como a maior sobrevida do paciente com DM. Quantificar a prevaléncia
de DM e o niimero de pessoas diabéticas, no presente e no futuro, ¢ importante para permitir
uma forma racional de planejamento e alocagdo de recursos. No Brasil, no final dos anos
1980, a prevaléncia de DM na populacdo adulta foi estimada em 7,6% (DCCT Research
Group, 1993); dados mais recentes apontam para taxas mais elevadas, como 12,1% no estudo
de Ribeirao Preto, SP (DCCT Research Group, 2001). A influéncia da idade na prevaléncia
de DM e na tolerancia a glicose diminuida foi bem evidenciada pelo Estudo Multicéntrico
sobre a Prevaléncia do Diabetes no Brasil (DCCT Research Group, 1993), no qual se
observou variagdo de 2,7% para a faixa etaria de 30-59 anos e de 17,4% para a de 60-69
anos, ou seja, um aumento de 6,4 vezes.

No mundo, o nimero de mortes atribuidas ao DM esta em torno de 800 mil;
entretanto ¢ fato bem estabelecido que essa quantidade de 6bitos ¢ consideravelmente
subestimada. Freqiientemente o DM nao ¢ mencionado na declaragao de obito pelo fato de
serem suas complicacdes, particularmente as cardiovasculares e cerebrovasculares, as causas
da morte. E sdo essas causas que figuram nas estatisticas de mortalidade. Uma figura mais
realista sugere cerca de 4 milhdes de 6bitos anuais relacionados a presenga dessa doenca,
com importante contribuicdo de complicacdes cardiovasculares. Isso corresponde a
aproximadamente 9% do total mundial de mortes. A maioria desses Obitos ¢ prematura,
ocorrendo quando os individuos estdo contribuindo economicamente para a sociedade.
Dados brasileiros mostram que as taxas de mortalidade por DM (por 100 mil habitantes)
apresentam acentuado aumento com o progredir da idade, variando de 0,58 para a faixa
etaria de 0-29 anos até 181,1 para a de 60 anos ou mais, ou seja, um gradiente superior a 300

vezes. Na maioria dos paises desenvolvidos, quando se analisa apenas a causa bdasica do
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obito, verifica-se que o DM, entre as principais, figura entre a quarta e a oitava posicao
(SBD, 2006).

Os custos diretos com DM variam entre 2,5% e 15% do or¢amento anual da saude,
dependendo de sua prevaléncia e do grau de sofisticacdo do tratamento disponivel.
Estimativas do custo direto para o Brasil estio em torno de 3,9 bilhdes de dolares
americanos, em comparacao com 0,8 bilhdo para a Argentina e 2 bilhdes para o México
(VIVOLO; FERREIRA; SUSTOVICH, 1993).

Combinando as estimativas para 25 paises latino-americanos, pode-se inferir que os
custos decorrentes da perda de producgdo pela presenca do DM podem ser cinco vezes
maiores do que os diretos (VIVOLO; FERREIRA; SUSTOVICH, 1993). Isso se deveria ao
acesso limitado a boa assisténcia a saude, com conseqiiente elevada incidéncia de

complicacdes, incapacitagdes e morte prematura (SBD, 2006b).

1.5 Modelos Experimentais de Diabetes

Von Mering (1890) trabalhava em experimentos sobre absor¢cdo de gorduras do
intestino quando Minkowski sugeriu a remocao do pancreas do cachorro. Apds a cirurgia o
animal desenvolveu politiria e polidpsia e em seguida desenvolveu diabetes mellitus Muitos
experimentos foram feitos com coelhos e caes, embora a historia tem dado especial atengdo a
Marjorie, um dos caes utilizados por Banting e Best nos experimentos de isolamento e
purificagdo da insulina em 1920 (BLISS, 2000). Marjorie ¢ provavelmente um dos animais
mais famosos na historia, sendo superado somente por Dolly, o carneiro, nos anos recentes.

Um dos mais simples caminhos de estudar os efeitos da hiperglicemia é remover
o pancreas parcial ou total. A espécie de animal utilizada ¢ determinada por muitos fatores.
Em geral o animal que seja mais facil de manusear e de baixo custo. Portanto, os animais
mais utilizados sdo ratos e camundongos pancreactomizados.

Existem métodos capazes de induzir a hiperglicemia através de toxinas entre elas
podemos citar a estreptozotocina e o aloxano (JUNOD et al., 1969; LENZEN; PATEN,
1988). A estreptozotocina ¢ um derivado da nitrosuréia isolado da Streptomyces
achromogenes achromogenes com atividade antineoplasica e antibidtiotica de amplo espetro
(BONO, 1976). Uma unica dose de estreptozotocina pode produzir diabetes em roedores

provavelmente devido os seus efeitos toxicos diretos. Geralmente pequenas doses de
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estreptozotocina sao usadas (ex. 40 mg/kg i.p. ou i.v. por 5 dias consecutivos). Em roedores
susceptiveis isto induz a uma insulinemia com destrui¢do do sistema imune ¢ semelhante ao
que ocorre em humanos com DM1 (YANG et al., 2003; MENSAH-BROWN et al., 2002;
MULLER et al., 2002; HOLSTAD; SANDLER, 2001; ZUCCOLLO et al., 1999;
HEROLD; LENSCHOW; BLUESTONE, 1997).

O mecanismo preciso de agao diabetogénica da estreptozotocina e aloxano ainda
ndo ¢ plenamente entendido. As pesquisas mostram que a diabetes induzido por
estreptozotocina e aloxano ¢ ocasionada pela acdo B-citotdxica nas ilhotas de Langerhans ,
embora muitos achados sugerem que os mecanismos de agdo diabetogénica sejam diferentes.
A cetose ou elevagdo dos acidos graxos livres no plasma ndo ocorre em ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina (BELL JR; HYE, 1983). A estreptozotocina tam uma mais
alta especificidade como um agente [(-citotoxico no rato. Diferentemente do aloxano a
estreptozotocina depletou os niveis de nicotinamida adenina de nucleotidio (NAD) no figado
de camundongos (SANDLER; SWENNE, 1983).

O dano pancreatico através de métodos cirargicos e/ou mediado por toxinas sio
valorosas ferramentas no estudo da hiperglicemia, por exemplo no desenvolvimento de
complicagdes diabéticas (SALGADO et al.,, 2001; YU et al., 2001; REAGAN;
MAGARINOS; MCEWAN, 1999; FLYVBJERG et al., 1995; GARCIA-MARTIN;
VILLANUEVA; ESTELLER, 1988).

Muitas pesquisas com transplante de ilhotas tem usado roedores. As ilhotas
podem ser transportadas com ou sem as capsulas designadas para inibir a rejei¢ao (LANZA
et al., 1999), subcutaneamente (TRIMBLE et al., 1980), sob a capsula renal ou semeada pela
veia porta dentro do figado. Aos animais pode ser dada uma variedade de terapias anti-
rejeicdo (MAEDA et al., 2003; WENNBERG et al, 2001; JAHR et al., 2002).
Diferentemente do estudo de alto padrao, como o transplante de ilhotas, roedores diabéticos
sdo rotineiramente usados na avaliagdo de novos agentes farmacoldgicos com papel
potencial para tratar doengas em humanos. Assim, todos os novos agentes ativos por via oral
serdo testados para eficicia e seguranca em modelos com roedores. Algumas vezes isto
conduz a achados interessantes e inesperados, tais como a possibilidade de que os agonista
PPARYy possam preservar a quantidade de células B (FINEGOOD et al., 2001). Por outro
lado, resultados indesejados sdo obtidos, como o desenvolvimento de tumores em ratos

tratados com insulina (HANSEN et al., 1996).
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Os camundongos diabéticos non obese (NOD) e os ratos bio breeding (BB) sao
as duas espécies mais comumente usadas de animais que desenvolvem a doenga
espontaneamente com similaridade ao diabetes tipo 1 no ser humano. Estes animais tem sido
reproduzidos em laboratérios por muitas geracdes. Os camundongos NOD foram
desenvolvidos a partir de animais selecionados e descendentes de uma raga que foi primeiro
utilizado no desenvolvimento de catarata (MAKINO et al., 1980).

Os modelos animais de diabetes tipo 2 sdo tdo complexos e heterogéneos como a
condicdo humana. Modelos onde a intolerancia a glicose ¢ parte de um amplo fenotipo de
obesidade, dislipidemia e hipertensdo pode fornecer valorosos ferramentas no estudo do
diabetes tipo 2. Como com o camundongo NOD e o rato BB rat no diabetes tipo 1, a
reproducao seletiva de animais que desenvolvem espontanecamente fenotico como diabetes
tipo 2 tem gerado muitas ragas utilizada nos dias de hoje. Muito pode ser aprendido de
animais com uma Unica mutagdo genética, como evidenciado pelas vantagens nos avangos
no conhecimento gerado do estudo das racas ob/ob, db/db, fa/fa and agouti (LEIBEL;
CHUNG; CHUA, 1997, CHAGNON; BOUCHARD, 1996; ZHANG et al., 1994; LEE et
al., 1996; PHILLIPS et al., 1996).

A obesidade e a consequente resisténcia a insulina € a principal causa do diabetes
em humanos. Conseqiientemente, modelos animais de obesidade tem sido usados na
tentativa de conseguir melhorias no tratamento do diabetes. Algumas racas de animais
mantém a euglicemia por aumentar a resposta compensatéria das células f mediante a
resisténcia insulinica como hiperinsulinemia. Os camundongos ob/ob e ratos fa/fa sdo bons
exemplos desse fendmeno. Outros tais como os camuindongos db/db e Psammomys obesus
rapidamente desenvolvem hiperglicemia como rapidamente suas células [} sdo incapazes de
manter os niveis de secre¢ao de necessarias a vida (ZHANG et al., 1994; LEE et al., 1996;
PHILLIPS et al., 1996).

O rato Goto kakizaki (GK) foi desenvolvido por uma raga selecionada de ratos
Wistar com uma glicose sanguinea mais alta através de muitas geragdes (GOTO et al.,
1976). Os ratos desenvolvem uma relativa hiperglicemia estavel na vida adulta (MRIALLES;
PORTHA, 2001).

O camundongo KK ¢ outro animal utilizado nos expeimentos de diabetes. Ele ¢
um animal que torna-se gradualmente obeso na vida adulta, associado com a resisténcia a
insulina, hiperinsulinemia compensatoria e hiperplasia das ilhotas (NAKAMURA;
YAMADA, 1967; IKEDA, 1994).
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Os camundongos Nagoya—Shibata—Yasuda desenvolvem o  diabetes
espontaneamente. As caracteristicas chave inclui o prejuizo na secrecdo de insulina em
relacdo a leve resisténcia a insulina. A obesidade € a principal caracteristica destes animais e
existe uma marcada diferenca de género com quase todos os machos desenvolvendo
hiperglicemia, e menos do que dois ter¢o das fémeas. Esta diferenca de género ¢ uma
caracteristica generalizada para a maioria dos modelos de diabetes tipo 2 (UEDA et al.,
1995).

As técnicas de biologia molecular tem avangado com a explosdo de varios
modelos em animais para o estudo do diabetes. O gene alvo se refere ao processo pelo qual
um unico gene pode ser interrompido durante o processo de célula tronco embrionaria e
transmitido ao lado de uma linhagem de células bacterianas.Isto produz os animais
“Knouckout”. Os transgénicos se referem a incorporacdo de genes modificados (transgenes)
dentre de pro-nucleos de um zigoto O transgene ¢ aleatoriamente incorporado no genoma do
hospedeiro e alguns descendentes expressardao o gene modificado. Usando estes enfoques,
um amplo ntimero de animais tem sido produzidos na tentativa de conseguir informagdes na
patogénese de ambos diabetes tipo 1 e 2 (REES; ALCOLADO, 2005).

Outro campo importante na pesquisa de diabetes que tem aliviado profundamente
a experimentagdo animal ¢ o estudo do diabetes em gravidas e o papel do ambiente intra
uterino no subseqiiente desenvolvimento do diabetes entre descendentes. Primeiramente,
tem sido mostrado que o diabetes em gravidas predispde ao desenvolvimento do diabetes nos
descendentes. Portanto, filhotes nascidos de ratas que se tornaram diabéticass pelo
tratamento com estreptozotocina sao mais provaveis de se tornarem diabéticos na vida adulta
do que uma ninhada nascida da mesma mae antes dela ter recebido a estreptozotocina
(BOLOKER; GERTZ; SIMMONS, 2002).

Existem poucas duvidas de que alguns modelos animais de diabetes tém
fornecido informagdes valiosas sobre a patogénese da doenga em humanos. Os pacientes t€m
se beneficiado diretamente do uso de animais no descobrimento da insulina e a avaliacdo de
outros tratamentos. Entretanto ainda existem alguns questionamentos como a falta de
paradigmas reproduziveis das complicagdes diabéticas em humanos e os desapontamentos
nos estudos da prevencdo do diabetes tipo 1 baseada no sucesso dos experimentos em

roedores (REES; ALCOLADO, 2005).
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1.6 Tratamento do DM

O tratamento do DM inclui as seguintes estratégias: educac¢ao; modifica¢des do
estilo de vida, que incluem suspensao do fumo, aumento da atividade fisica e reorganizacao
dos habitos alimentares; e, se necessario, uso de medicamentos.O tratamento concomitante
de outros fatores de risco cardiovascular ¢ essencial para a reducdo da mortalidade
cardiovascular. O paciente deve ser continuamente estimulado a adotar habitos de vida
saudaveis (manutencao de peso adequado, pratica regular de exercicio, suspensao do fumo e
baixo consumo de bebidas alcoolicas). Mudanga no estilo de vida ¢ dificil de ser obtida, mas
pode ocorrer se houver uma estimulagao constante ao longo do acompanhamento, e niao ape-
nas apenas na primeira consulta. Isto ¢ particularmente importante, porque o UK Prospective
Diabetes Study Group (UKPDS) demonstrou que apds o aparecimento do DM ha uma piora
progressiva e inexordvel do controle glicémico, independente do emprego de agentes
antidiabéticos (UKPDS, 1998). E possivel que esta piora possa ser atenuada ou evitada com
modificacdes no estilo de vida (perda de peso e incremento na atividade fisica)
(TUOMILEHTO et al., 2001) e/ou com o uso de medicamentos Hipoglicemiantes
(CHIASSON et al., 2002).

1.6.1 A Insulina

A insulina ¢ uma pequena proteina com um peso molecular humano de 5808. Ela
contém 51 aminoécidos arranjados em duas cadeias (A e B) ligadas por pontes de sulfeto. A
pro-insulina, uma molécula proteica de cadeia longa ¢ processada dentro do aparelho de
Golgi e armazenada dentro dos granulos, onde ¢ hidrolisada em insulina € um segmento de
conexao residual chamado peptidio-C (Figura 7). A insulina e o polipetidio-C sao secretados
em quantidades equimolares em resposta aos secretagogos da insulina; uma pequena
quantidadede de pro-insulina nao processada ou parcialmente hidrolizada ¢ liberada também.
Embora a pré-insulina possa ter alguma acgdo hipoglicémica, o peptidio-C nao tem funcao
fisiologica conhecida. O pancreas humano contém acima de 8mg de insulina, representando
aproximadamente 200 unidades bioldgicas (NOITE; KARAN, 2007).
A insulina ¢ liberada das células pancreaticas numa baixa taxa basal e numa taxa
mais alta em resposta a uma variedade de estimulos, especialmente glicose. Outros

estimulantes tais como outros acucares (ex.manose), certos aminoacidos (ex.leucina e
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arginina) hormonios tais como o polipeptidol glucagon-like e a atividade vagal. A
hiperglicemia resulta num aumento nos niveis de ATP intracelular, os quais fecham os canais
de potéssio dependente de ATP. A saida reduzida do potassio resulta em despolarizacdo da
célula B e abertura dos canais de calcio operado por voltagem. O aumento do célcio
intracelular conduz a secre¢do do hormdnio. O grupo dos secretagogos da insulina
(sulfoniuréias, metiglinidas e D-fenilalanina) exploram parte deste mecanismo (DAVIS,

2006).
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Figura 7 - Pré-insulina humana e sua conversao em insulina

Fonte: Davis (2006)

A figura mostra a seqiiéncia dos aminoacidos da pro-insulina humana. Através de
clivagem proteolitica, sdo removidos quatro aminoacidos basicos (residuos 31, 32, 64 ¢ 65) e
o peptidio conectro, convertendo a pro-insulina em insulina.Sdo também mostrados os locais

das endopeptidases PC2 e PC3.
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O figado e rim sdo os principais 6rgdos que removem a insulina da circulagdao. O
figado normalmente remove cerca de aproximadamente 60 % da insulina liberada do
pancreas em virtude de sua localizacdo, como o sitio terminal do fluxo sanguineo da veia
porta, com o rim removendo 35-40 % do hormoénio endogeno. Entretanto em individuos
diabéticos tratados com insulina subcutinea, esta taxa ¢ revertida, ou seja mais de 60 % da
insulina exogena ¢ liberada pelo rim e o figado remove ndo mais do que 30-40 % (NOITE;
KARAN, 2007).

Ap0s a insulina entrar na circula¢do sanguinea, ela se difunde nos tecidos, onde
se liga através de receptores especializados que sdo encontrados na membrana da maioria
dos tecidos. A resposta bioldgica promovida por este complexo insulina-receptor tem sido
identificada nos tecidos-alvo primarios, isto ¢, figado, musculo e tecido adiposo. Os
receptores se ligam a insulina com alta especificidade e afinidade no limite picomolar. O
receptor da insulina consiste de dois heterodimeros ligados por ligacdo covalente, contendo
uma subunidade o, a qual ¢ inteiramente extracelular e uma subunidade B que ¢ uma
proteina transmembra que ativa a proteina tirosina cinase. Apds a insulina estar ligada, os
receptores se agregam e sdo internalizados rapidamente (DAVIS, 2006; NOITE; KARAN,
2007).

O mecanismo intacelular de acdo da insulina ndo ¢ perfeitamente compreendido.
Os receptores da insulina sdo receptores membrano-ligados com atividade de tirosina-cinase.
Assim como outras cinase intracelulares, a fosforilagcdo das proteinas intracelulares altera a
atividade enzimatica destas proteinas, resultando em etapas de fosforilagao e desfosforilagao
através de uma cascata de sinalizagdo intracelular. A ativagdo do receptor da insulina induz
uma translocacao dos transportadores de glicose de um sitio endossomico para a membrana
plasmatica, levando a um aumento de absorcao de glicose. O controle dos transportadores de
glicose ¢ essencial para a liberagdo energética, ao passo que nas células 3 pancreaticas esse
controle ¢ essencial para o mecanismo de percepcao da glicose, que controla a liberacao de
insulina (Figura 8). (PAGE et al., 2004).

A insulina constitui a base do tratamento de praticamente todos os pacientes com
DM tipo 1 e de muitos pacientes com DM tipo 2. Quando necessario a insulina pode ser
administrada por vias intravenosa ou intramuscular; entretanto, o tratamento a longo prazo
baseia-se predominantemente na inje¢do subcutinea do hormoénio. A administragdo
subcutdnea da insulina difere da secre¢do fisiologica do hormoénio em pelo menos dois
aspectos importantes: a cinética ndo reproduz a rapida elevacdo e declinio normais da

secrecdo de insulina em resposta a ingestdo de nutrientes, e a insulina difunde-se na
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circulacao periférica, em lugar de ser liberada da circulagdo portal; por conseguinte, o efeito

direto da insulina secretada sobre os processos metabolicos hepaticos ¢ eliminado. Todavia,

quando esse tratamento ¢ ministrado com cuidado obtém-se um

(DAVIS, 2006)

sucesso consideravel
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intracelulares das subunidades B contém atividade de tirosina-cinase. A estimulagdo do
receptor da insulina resulta em fosforilagdo das multiplas moléculas de sinalizagdao
intracelular. A fosforilacdo dos residuos da tirosina-cinase nas cinases intra-celulares resulta
em ativacdo das cascatas serina/treonina/cinase.(b) As cascatas das cinases intracelulares
provocam a translocacdo dos transportadores de glicose de um compartimento endossomico
para a membrana plasmatica onde aumentam a absorcao de glicose.

A insulina ¢ sempre necessaria no tratamento do DMI1, devendo ser instituida
assim que for feito o diagnostico. O classico estudo Diabetes Control and Complications
Trial (DCCT) provou que o tratamento intensivo do DMI1, com trés ou mais doses de
insulina de agdes diferentes, ¢ eficaz em diminuir a freqiiéncia de complicagdes cronicas do
DM, pois encontrou uma diminui¢do de 76% nos casos de retinopatia, 60% nos de
neuropatia e 39% nos de nefropatia naqueles pacientes tratados intensivamente em relagao
aos tratados convencionalmente (DCCT, 1993).

As preparacgdes de insulina podem ser classificadas, de acordo com a sua duragao
de acdo, em preparacgdes de acao curta, intermedidria e longa, e de acordo com as espécies de
origem, em humana e suina. Hoje a insulina humana estd amplamente disponivel como
resultado de sua producdo pela tecnologia recombinante. A insulina suina difere da insulina
humana em 1 aminoécido (alanina em lugar de treonina na extremidade carboxiterminal de
cadeia B, isto ¢, na posicdo B20). Antes da metade da década de 1970, as preparagdes de
insulina disponiveis no comércio continham pré-insulina ou substancias semelhantes ao
glucagon, popilpeptidio pancreatico, somatostatina e peptidios intestinais vasoativos. Mas
essses contaminantes foram evitados com o advento das insulinas suinas monocomponentes.
No final da década de 1970 foi realizado um intenso trabalho para o desenvolvimento da
insulina humana biossintética. Durante a ultima década, a insulina humana tornou-se
rapidamente a forma padronizada de tratamento, e os produtos a base de insulina suina foram
abandonados (DAVIS, 2006).

As insulinas de acgdo curta e de agdo rapida sdo solugdes de insulina zincica
cristalina regular (inje¢ao de insulina) dissolvida habitualmente em um tampao, em pH
neutro. Essas preparagdes sdo as que apresentam inicio de mais rapido de acdo, porém
duracdo mais curta. A insulina de agdo curta (regular ou solivel) deve ser injetada 30 a 45
minutos antes das refeicdes. A insulina regular também pode ser administrada por vias
intravenosa ou intramuscular.

As insulinas de acdo intermediaria sao formuladas para permitir uma dissolugao

mais gradual quando administradas por via subcutanea; por conseguinte, a sua duragdo de
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acdo ¢ mais longa. As duas preparagoes utilizadas com maior freqiiéncia sao a insulina com
protamina neutral Hagedon (NPH) (suspensdo de insulina is6fana) e a insulina lenta
(suspensdo de insulina zincica). As propriedades farmacocinéticas das insulinas de acdo
intermediaria sdo ligeiramente diferentes daquelas das preparacdes de insulina suina. As
insulinas humanas apresentam inicio de agdo mais rapido ¢ de duracio de a¢dao mais curta do
que as insulinas suinas. Em geral, as insulinas de a¢do intermediaria sao administradas 1
vez/dia, antes do desjejum ou 2 vezes/dia (DAVIS, 2006).

A insulina ultralenta (suspensdo de insulina zincica ampliada) e a suspensdo de
insulina zincica com protamina sdo insulinas de a¢do longa; apresentam inicio de a¢ao mais
lento e de pico de acdo mais prolongado. Essas insulinas foram recomendadas para
proporcionar uma concentracdo basal mais baixa de insulina durante todo o dia. A insulina
zincica ¢ raramente utilizada hoje devido a seu curso de acdo prolongado e muito
imprevisivel.

As opgoes terapéuticas de andlogos de insulina atualmente disponiveis no
tratamento do diabetes pode ser dividido em trés tipos: andlogos de insulina de longa
duracdo; andlogos de insulina de curta duragdo; analogos bifasicos e insulina inalavel (SBD,
2006a)

Os analogos de longa duragdo, sao também denominados de basais, que sdo a
insulina glargina e a insulina detemir. A principal fun¢do da insulina basal ¢ regular a
homeostase hepatica da glicose no estado de jejum ou entre as refeigdes, mimetizando o que
ocorre com a secregdo fisioldgica de insulina pelas células beta-pancreaticas em individuos
ndo diabéticos saudaveis.

A insulina glargina tem um inicio de acdo de aproximadamente duas horas. Ela ¢é
relativamente plana e isenta de pico, comparada com a insulina NPH (Neutral Protamine
Hagedron) e ¢ lentamente absorvida e liberada para a circulagdo, alcangando um platd de
acdo biologica em 4 a 6 horas e durando até 24 horas (OIKINE; BERNBAUM;
MOORADIAN, 2005). Em termos de seguranca de uso quanto ao potencial mitogénico, na
maioria dos tipos celulares testados in vitro, a atividade mitogénica foi similar entre a
insulina glargina e a insulina regular humana (DUNN et al., 2003).

A Insulina detemir dissocia-se do receptor de insulina duas vezes mais rapido do
que a insulina humana in vitro e, como resultado, a insulina detemir demonstrou menor
poténcia metabolica do que a insulina humana. Ela tem uma poténcia molar de
aproximadamente 25% daquela da insulina humana em pacientes com diabetes e, por essa

razdo, ela ¢ formulada em uma poténcia molar quatro vezes superior aquela da insulina
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humana (RIDDLE; ROSENSTOCK; GERICH, 2003). A insulina detemir administrada uma
ou duas vezes ao dia ¢ pelo menos tao eficaz quanto a insulina NPH em manter o controle
glicémico global, com um risco similar ou inferior de hipoglicemia, especialmente
hipoglicemia noturna, quando comparada com a insulina NPH em pacientes com DM-1 ou
DM-2. Além disso, a insulina detemir tem o beneficio adicional de ndo causar ganho de peso
apreciavel em pacientes com diabetes tipo 1 e causar menor ganho de peso do que a NPH em
diabéticos tipo 2 (CHAPMAN; PERRY, 2004).

Os analogos de insulina de longa duragdo sdo utilizados como insulina basal, em
uma ou duas doses diarias. Por serem bem mais previsiveis em sua acdo do que a insulina
NPH, tornam-se indicados para pacientes com diabetes tipo 1 (e tipo 2 em fases mais
avancadas, insulinopénicas) que apresentem oscilacdes importantes de suas glicemias didrias,
com alternancia de episodios de hipo e hiperglicemias, ja que essas oscilagdes, além dos
riscos inerentes associados, sdo importantes fatores de diminuicdo da qualidade de vida.
Entretanto, com o surgimento das insulinas ultra-rapidas (lispro e aspart) pode-se, com
vantagens, substituir a insulina regular por esses analogos (SBD, 2006a)

Os andlogos de curta duragdo permitem uma boa aproximagdo dos perfis
fisiologicos da secre¢do de insulina. Atualmente, existem trés analogos de insulina de curta
duracdo: a insulina lispro, a insulina asparte e a insulina glulisina.

A insulina lispro foi o primeiro andlogo de insulina humana de curta duragdo
desenvolvido, estando disponivel no mercado sob a denominacdo Humalog. Apds a injecdo
subcutanea, a insulina lispro ¢ absorvida mais rapidamente do que a insulina humana regular
e apresenta uma duracdo da acdo mais curta. O pico de agdo da lispro € significantemente
maior e mais precoce do que o da insulina regular. Apos a injecdo subcutinea, a insulina
lispro ¢ absorvida mais rapidamente do que a insulina humana regular e apresenta uma
duracdo da agdo mais curta. O pico de acdo da lispro ¢ significantemente maior € mais
precoce do que o da insulina regular. Quando injetada imediatamente antes das refeicdes, a
lispro restringe as flutuacdes da glicemia pds-prandial de maneira mais intensa que a insulina
regular aplicada 30 minutos antes da alimentagao.

A insulina asparte foi o segundo andlogo da insulina humana de curta duragao
disponivel no mercado sob a denominagdo comercial de NovoRapid. A asparte, com relacao
a absorcao, ¢ semelhante a lispro, sendo absorvida duas vezes mais rapido e eliminada na
metade do tempo quando comparada a insulina regular (SBD, 2006a)

Embora o controle glicémico geral possa ou ndo ser diferente com a utilizacao

dos analogos de curta duragdo, quando comparado com insulina regular (ANDERSON et al.,
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1997), a administracao adequada destes analogos permite uma maior flexibilidade, tanto para
os adultos como para as criangas, que possuem uma alimentagcdo irregular. Pois estes
analogos podem ser aplicados imediatamente apds as refeicdes, quando essa ingestdo
alimentar ja foi bem quantificada. Os analogos de curta duragdo sdo efetivos na redugao das
oscilagoes das glicemias pos-prandiais, tanto do DM-1 como do DM-2 (PLANK et al.,
2002).

A insulina lispro ndo modificada ¢ um analogo da insulina humana derivada de
DNA recombinante, uma droga de ac¢do rapida na reducdo da glicose no sangue. A insulina
lispro modificada pela cristalizagdo com protamina forma uma insulina de ag¢do prolongada
conhecida como neutral protamine lispro (NPL). Uma pré-mistura de insulina lispro ndo
modificada (25%) + insulina lispro NPL (75%) caracteriza a formulacdo de um analogo
bifasico, apresentando um pico de agdo de inicio rdpido e curta duracdo, com a atividade
insulinica sendo mantida por até 24 horas gracas ao componente NPL, cuja denominacao
comercial ¢ Humalog\ Mix 75/25. Seu inicio de agdo acontece em 15 a 30 minutos, sendo
que o pico de acao ocorre entre 30 minutos e 2,5 horas.

Outro andlogo bifasico com o mesmo conceito terapéutico ¢ representado pela
associacdo contendo 30% de insulina asparte soluvel (acdo ultra-rapida) e 70% de insulina
asparte protamina (a¢do intermedidria), disponivel sob a denominag¢do comercial de
NovoMix\30, a qual apresenta um inicio de acdo entre 10 e 20 minutos, um pico de agdo
entre 1 e 4 horas e uma duragdo de acao de até 24 horas (SBD, 2006a).

Em pacientes com controle glicémico estavel e com necessidades insulinicas
diarias razoavelmente constantes, sem necessidade de ajustes freqilientes das doses e tipos de
insulina, os andlogos bifasicos podem ser uma opg¢do de tratamento mais comoda,
principalmente para pacientes portadores de DM2, através de esquemas terapéuticos que
incluem duas ou trés aplicagdes por dia (GABBAY; DIB, 2006).

O uso de bombas de infusdo de insulina tem se mostrado eficiente em criangas
pré-escolares, escolares e em adolescentes. Num estudo de criancas de 1 a 6 anos de idade
procurou-se avaliar, em 15 criancas, quanto era factivel e o quanto havia de melhora nos
controles glicémicos com a bomba.. Em todos os pacientes, o uso de bomba melhorou a
qualidade de vida e mostrou-se factivel e seguro, levando os autores a considerarem essa
modalidade terapéutica opcional para esse grupo de pacientes (HOLLANDER et al., 2004).

Especialmente em criangas pequenas, ha grande imprevisibilidade na quantidade
de alimento ingerido em cada refei¢do, o que torna o uso de insulinas de agdo rapida no pré-

prandial motivo de preocupacdo sempre que a crian¢a ndo consumir o que foi calculado para
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aquela dose de insulina. Dessa forma, em algumas situagdes ¢ mais seguro administrar-se
insulina ultra-rapida ap6s a refeicdo, quando ja sabemos efetivamente o quanto a crianga
ingeriu.

J& sdo disponiveis dados sobre o uso de insulina inalada em adultos diabéticos, e
ndo ha diferenca na hemoglobina glicada e nas excursdes glicémicas pds-prandiais quando
em comparacdo com a insulina subcutdnea. No entanto a cinética pulmonar da insulina
inalada em seres humanos precisa ser mais bem conhecida . O uso em criancas ndo estd
ainda autorizado, de modo que devemos aguardar mais resultados com a administracdo em
adultos para se ter a eventual perspectiva de se poder reduzir o nimero de injecdes nas
nossas criangas diabéticas, o que seria extremamente importante e muito facilitaria a
aderéncia aos esquemas terapéuticos (STRACK, 2006).

A insulina inaldvel tem um perfil farmacocinético favoravel que permite o seu
uso imediatamente antes das refei¢des, da mesma forma que os analogos de insulina de agdo
curta. Evidéncias sobre a satisfacdo dos pacientes mostram que a insulina inalavel tem maior
aceitagdo (ROSENSTOCK et al., 2004). Isso pode encorajar os pacientes para iniciar a
insulina mais rapidamente, quando indicada pelos médicos ou ainda intensificar o tratamento
com insulina para atingir o controle glicémico adequado para prevenciao das complicacdes

mais efetivamente.

1.6.2 Os Hipoglicemiantes orais

Sao substancias que, quando ingeridas, tém finalidade de baixar a glicemia e
manté-la normal (jejum < 100mg/dl e poés-prandial < 140mg/dl) (OLIVEIRA; MILECH,
2004). Sob esse conceito amplo, de acordo com o mecanismo de agdao principal, os
antidiabéticos orais podem ser separados em: medicamentos que incrementam a secre¢ao
pancredtica de insulina (sulfoniluréias e glinidas); reduzem a velocidade de absorcdo de
glicidios (inibidores das alfaglicosidases); diminuem a producdo hepatica de glicose
(biguanidas); e/ou aumentam a utilizacao periférica de glicose (glitazonas), Tabela 5.

Os antidiabéticos orais podem ser classificados em duas categorias principais: 0s
que aumentam a secrecdo de insulina (hipoglicemiantes) e os que ndo aumentam (anti-
hiperglicemiantes).

Os agentes que aumentam a secrecao de insulina sdo os secretagogos de insulina
e compreendem as sulfoniluréias, que desenvolvem uma acdo hipoglicemiante mais

prolongada durante todo o dia (clorpropamida, glibenclamida, gliclazida, glipizida e
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glimepirida) e promovem queda de 1,5% a 2% na hemoglobina glicada; e as meglitinidas ou
glinidas, com menor tempo de agdo, cobrindo principalmente o periodo pos-prandial, com
reducdo de hemoglobina glicada de 1% com a nateglinida e de 1,5% a 2% com a repaglinida
(SBD, 2002, 2003; LEBOVITZ, 2004; MCCANCE et al., 1994; UKPDS, 1998; ESPOSITO
etal., 2004).

As sulfoniuréias estimulam a secrecdo de insulina ligando-se a um receptor
especifico na célula beta que determina fechamento dos canais de potassio dependentes de
ATP, resultando em despolarizacdo da célula. Diminuem a glicose plasmatica na ordem de
60mg/dl a 70mg/dl (Consenso Brasileiro sobre Diabetes 2002, SBD, 2006b). As
sulfoniuréias ligam-se as subunidades SUR1 e bloqueiam o canal de K' sensivel ao ATP. Por
conseguinte tais farmacos se assemelham aos secretagogos fisiologicos (ex.,glicose) que
também diminuem a condutincia desse canal. A reducdo da condutincia do K™ provoca
despolarizagio da membrana e influxo de Ca' através dos canais de Ca’ sensiveis a
voltagem (DAVIS, 2006).

Os agentes que ndo aumentam a secrecdo de insulina sdo medicamentos que
quando usados em monoterapia, em geral estdo relacionados a um risco bem reduzido de
hipoglicemia. Portanto, podem ser utilizados com seguranca desde o inicio da enfermidade.
Fazem parte desse grupo: acarbose (inibidor da alfaglicosidase); metformina (biguanida);
rosiglitazona e pioglitazona (tiazolidinedionas ou glitazonas). A acarbose reduz a velocidade
de absorcao intestinal de glicose; age, portanto, numa fase mais precoce, ainda no tubo
digestivo, predominantemente na glicemia pos-prandial (SBD, 2002, 2006b; LEBOVITZ,
2004; OLIVEIRA; MONTEIRO; ARAUJO, 2003; OLIVEIRA; MILECH, 2004).

A metformina tem sua maior acdo antihiperglicemiante diminuindo a produgdo
hepatica de glicose, acompanhada de acdo sensibilizadora periférica mais discreta. Em
média, a metformina reduz a hemoglobina glicada em 1,5% a 2% (SBD, 2002, 2006b;
LEBOVITZ, 2004; OLIVEIRA; MONTEIRO; ARAUJO, 2003; OLIVEIRA; MILECH,
2004; CUSI; DEFRONZO, 1998; UKPDS, 1998). A metformina, quando associada a
sulfoniluréias, determina um efeito hipoglicemiante aditivo. Nao est4 associada a aumento de
peso, podendo, inclusive, determinar uma diminuicdo de dois a trés quilos durante os
primeiros seis meses de tratamento (SBD, 2002, 2006b).

A metformina ndo provoca a liberacdo de insulina a partir do pancrea e, em geral,
ndo causa hipoglicemia mesmo em grandes doses. O firmaco reduz os niveis de glicose
primariamente pd diminuir a produgdo hepéatica de glicose e aumentar a acao de insulina no

musculo e tecido adiposo. Em nivel molecular, essas agdes sao mediadas pelo menos em
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parte, pela ativagdo da cinase celular, a proteinocinase ativada por AMP (AMP cinase). O
mecanismo pelo qual ametformina diminui a producao hepatica de glicose ¢ controvertido,
porém a maioria dos dados indica um efeito sobre a reducdo da gliconeogénese. A
metformina também pode diminuir a glicose plasmatica por reduzi a absor¢do intestinal de
glicose; todavia, ndo foi constatado que tal agdo tenha importancia clinica (DAVIS, 2006)

As glitazonas atuam predominantemente na insulinorresisténcia periférica em
nivel de musculo, adipécito e hepatodcito, sensibilizando a agdo da insulina produzida pelo
proprio paciente. Em teoria, como melhoram a performance da insulina endogena, sem
necessariamente aumentar sua secre¢do, as glitazonas teriam o potencial de preservar a
célula beta e de postergar a deterioracao cardiovascular (embora tais evidéncias ainda
carecam de estudos com grandes amostras). As glitazonas reduzem a hemoglobina glicada
em 1% a 2,2%, em média (LEBOVITZ, 2004; OLIVEIRA; MONTEIRO; ARAUJO, 2003;
OLIVEIRA; MILECH, 2004; KOSHIYAMA et al.,, 2001; PARULKAR et al., 2001;
TIIKKAINEN et al., 2004; YU et al., 1999; SBD, 2006b; WYNE et al., 2004).

A escolha do medicamento deve levar em conta: os valores das glicemias de
jejum e pos-prandial e da hemoglobina glicada; o peso e idade do paciente; a presenca de
complicagdes, outros transtornos metabolicos e doengas associadas; as possiveis interagdes

com outros medicamentos, reagdes adversas e as contra-indicagdes (SBD, 2006b).
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Tabela 5 — Tratamento do DM2 com agentes antidiabéticos

Medicamentos (mg) Mecanismo de acio Reducao da Efeitos colaterais
Glicemia de
jejum (mg/dL)
SULFONIUREIAS
Clorpropamida 125 a Aumento da 60-70 Hipoglicemia e
500 secre¢do de insulina ganho ponderal
Glibenclamida 2,5 a (clorpropamida
20 favorece o aumento
Glipizida 2,5 a 20 da pressao arterial e
Glicazida 40 a 320 ndo protege contra a
Glimepirida 1 a 8 retinopatia)
METIGLINIDAS
Rapaglinida 0,5 a 16 Aumento da 20-30 Hipoglicemia e
Nateglinida 120 a 360 secre¢ao de insulina ganho ponderal
discreto

BIGUANIDAS
Metformina 1.000 a Reduz a producdo 60-70 Desconforto
2.550 hepatica de glicose abdominal, diarréia

com menor agao

sensibilizadora da

acao insulinica
INIBIDORES DA
ALFAGLICOSIDASE
Acarbose 50 a 300 Retardo da absorgao 20-30 Meteorismo,

de carboidratos flatuléncia e diarréia
GLITAZONAS
Rosiglitazonas 4 a 8 Aumento da 35-65 Edema, anemia e

Pioglitazona 15 a 45

sensibilidade a
insulina em
musculo, adipdcito e
hepatdcito
(sensibilizadores da
insulina)

ganho ponderal

Fonte: Sociedade Brasileira de Diabetes (2006b)

Um dos mais recentes medicamentos disponiveis no Pais ¢ o glucovance, langado

pela Merck Brasil. Ao reunir, num s6 comprimido, duas substincias j& amplamente

utilizadas para o controle da doenca, a metformina e a glibenclamida, Glucovance passou em

pouco tempo a ser o segundo antidiabético oral mais prescrito pelos endocrinologistas.
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O sucesso do lancamento, tanto no Brasil como nos Estados Unidos, onde
glucovance recebeu em 2003 mais de 20 milhdes de prescrigcdes, deve-se a sua eficacia na
reducdo das glicemias e ao seu custo mais acessivel.

Por se tratar de uma doenga cronica, a relagdo custo/beneficio ¢ levada em conta
por médicos e pacientes na escolha de uma terapia. Além disso, o diabetes geralmente esta
associado a outras doengas como colesterol elevado ou hipertensdo, o que obriga os
pacientes a usarem varios medicamentos simultaneamente, processo conhecido como
polifarmécia. Ao unir duas substdncias em uma, glucovance reduz significativamente o
nimero de comprimidos ingeridos diariamente por estes pacientes (PERGUNTAS e
respostas-Glucovance, portal diabetes, 2006).

Um estudo desenvolvido no Brasil com a droga pela Dra. Marilia Brito Gomes,
professora doutora da Disciplina de Diabetes e Metabologia da UERIJ, e equipe, envolvendo
733 pacientes portadores de diabetes tipo 2, indicou que o grupo que utilizou Glucovance
apresentou menores indices de glicemia de jejum, glicemia pos-prandial (apds as refei¢des) e
glicemia capilar.

“O novo medicamento tem se mostrado bastante eficaz no tratamento do
diabetes, ao combinar duas drogas que atuam em sinergia no organismo, promovendo uma
queda significativa nos niveis de glicemia. Na medida em que se apresentam solugdes
eficientes e mais econdmicas, o trabalho do médico ¢ facilitado na hora da prescricao e
observa-se uma melhora da adesdo dos pacientes ao tratamento”, comenta a Dra. Marilia
(NOVO medicamento para diabetes, 2007)

Pesquisas realizadas no Exterior confirmam a adesdo dos pacientes ao
tratamento com Glucovance. O estudo Melikian acompanhou um grupo de portadores de
diabetes. Os que utilizavam as duas substancias isoladamente apresentaram uma adesdo de
54% contra um indice de 77% de adesdo para os que usaram o Glucovance (NOVO

medicamento para diabetes, 2007).

1.7 Justificativa e objetivos

1.7.1 Justificativa
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Plantas do género Cissus tem sido usada na medicina popular para gripe e
problemas respiratorios (BRAGA ,1985), dor e inflamag¢do (GARCIA et al, 2000; SINGH et
al., 1984, PUERTA, 2000; MEDEIROS et al., 2002; QUILEZ et al., 2004) tlcera gastrica
(JAINU; DEVI, 2004), epilepsia, hipertensao febre, reumatismo e diabetes (SILVA, 1995).

Embora Cissus verticilata, syn Cissus sycioides seja usada na medicina popular
como antidiabético, poucos estudos tem sido feito para confirmar o potencial antidiabético
da planta (MORI et al., 2001; BELTRAME et al., 2001; PEPATO et al., 2003; VIANA et
al., 2004). Destes estudos, somente Beltrame et al. (2001), estudou o cha e seus constituintes

ativos, entretanto nao confirmou o potencial antidiabético da planta.

Estudos em nosso laboratorio (SALES et al., 2004, LINO et al., 2005)
demonstraram que a Fragdo soluvel em Metanol de Cissus verticilata em animais tratados

por 5 dias possui atividade hipoglicemiante e hipolipemiante.

Com o objetivo de estudar os constituintes ativos da planta, seu perfil fitoquimico
foi analisado e detectado a presenca de taninos e flavondides (VIANA et al., 2004). A fracdo
soliivel em metanol da planta também foi analisada, e da mesma foi isolada pela primeira vez
a tiramina no laboratério de Quimica Organica da Universidade Federal do Ceara

(ALEXANDRE, 20006)

Como referido na introdu¢do deste trabalho a tiramina tem sido estudada e
confirmada como substancia com atividade hipoglicemiante em estudos experimentais em
ratos, sugerida para o tratamento do diabetes. Partindo deste pressuposto o nosso estudo visa
estudar o potencial antidiabético de Cissus verticilata, bem como seu mecanismo de agéo,

enfatizando seu constituinte principal que ¢ a tiramina.

1.7.2 Objetivo Geral

Investigar a acao hipoglicemiante da Fragao Solavel em Metanol (FSM), Fracao
Rica em Tiramina (FRT) e Tiramina (TIR), isolados de Cissus verticillata bem como suas

atividades antioxidante, antinociceptiva e antiinflamatoria.
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1.7.3 Objetivos Especificos

e Investigar a ocorréncia de atividade hipoglicémica da FSM e TIR em ratos normais;

e Avaliar a atividade hipoglicémica e hipolipemiante da FSM, FRT, TIR, Glibenclamida
(GLI) e Metformina (MET) e as associacdes (FSM + TIR; GLI + TIR E MET + TIR) em
ratos diabéticos induzidos por Aloxano;

e Dosar os niveis séricos de uréia e creatinina, bem com as enzimas Aspartato
transaminase (AST) e Alanina transaminase (ALT) em ratos diabéticos tratados com da
FSM, FRT ,TIR , GLI ¢ as associagdes (FSM + TIR; GLI + TIR E MET + TIR);

e Realizar estudo histopatologico do pancreas de ratos diabéticos tratados com a FSM e
TIR e GLI;

e Determinar os efeitos da FSM, TIR e GLI na hiperglicemia induzida por diazoxido
(DZ);

e Determinar o conteudo de glicogénio hepatico de ratos diabéticos tratados com a FSM;

e Estudar a atividade antioxidante : TBARS, Catalase ¢ Glutationa e nitrito/nitrato em
figado de ratos diabéticos tratados com a FSM, FRT, TIR e GLI;

e Determinar a Hemoglobina glicada em ratos ndo diabéticos tratados com FSM e TIR;

e Determinar o peso e mortalidade dos ratos tratados diabéticos apos tratamento com FSM,
FRT, TIR, GLI ¢ MET;

e Investigar a atividade analgésica no teste da formalina em animais tratados com a FSM,
TIR e GLI;

e Avaliar a atividade antiinflamatoéria da FSM, TIR e GLI nos modelos de inflamagao

aguda, tais como edema induzido por carragenina e dextrano.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

2.1.1 Material botanico

As folhas de Cissus verticillata foram coletadas no Horto de plantas Medicinais
Prof.. Francisco de Abreu Matos da Universidade Federal do Ceara. A exsicata da planta esta

depositada no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara sob o niimero

32240.

2.1.2 Fragao Soluvel em Metanol (FSM) e Fragdo Rica em Tiramina (FRT) de Cissus

verticillata

A Fragdo Soluvel em Metanol e a Fragdo Rica em Tiramina foram preparadas a
partir das folhas de Cissus verticillata e gentilmente cedidas pelo grupo de pesquisa em
Quimica Organica, Departamento de Quimica Organica da UFC, coordenado pelo Prof.Dr.

Edilberto Silveira.

2.1.3 Tiramina comercial

A tiramina (cloridrato de tiramina) foi obtida da Sigma Chemical Co (
St.Louis,MO,USA ), e solubilizada em agua destilada para utilizacdo em todos os

experimentos.

2.1.4 Animais

Os experimentos foram realizados utilizando-se ratos albinos (Rattus norvergicus
) variedade Wistar (150 a 250 g), machos, camundongos albinos (Mus musculus) variedade

Swiss-webster (25 a 30 g) de ambos os sexos, provenientes do Biotério Central da
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Universidade Federal do Ceard e trazidos para o Biotério Setorial do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina desta mesma Universidade . Os
animais foram divididos em grupos e mantidos aproximadamente durante uma semana no
Biotério de Departamento de Fisiologia e Farmacologia em periodos de claro/escuro de 12

horas para ambientagdo e aclimatag@o. Aos animais foi fornecidas agua e ragao ad libitum.

2.1.5 Drogas

Aloxano, carragenina, dextrano, indometacina, bicarbonato de sddio,
ciproheptadina, glicogénio, amiloglicosidase, glicogénio, citrato de sddio, fluoreto de sddio,
etilenodiaminotetracético (EDTA), cloridrato de tiramina, diaz6xido, pentobarbital e Tween
80 foram adquiridos da Sigma Chemical Co (St.Louis,MO,USA), Glicose (Reagen),
Glibenclamida do Laboratorio Teuto Brasileiro LTDA, (GO, Brasil ), morfina (Roche),
Metformina (Merck), Eter, Acido tricloroacético, Acido tiobarbitarico, 5,5 dithiobis (2-
dinitrobenzoic acid) (DTNB) foram adqiiiridos da Merck. Todas as drogas foram dissolvidas

em agua destilada com exce¢do do diazoxido que foi preparado com Tween 80 a 1 %.

2.2 Métodos

2.2.1 Obtengao da FSM

Amostras de 300g de folhas frescas de Cissus verticilata foram submetidas a
decoccdo, por cinco minutos, em 500 mL de H,O destilada. A solugdo foi resfriada a
temperatura ambiente e filtrada. As mesmas folhas foram submetidas a0 mesmo processo
perfazendo um total de 1 litro de decocto. Foram obtidos 4 litros de decocto a partir de 4
amostras num total de 1,2 kg.

As quatro solucdes foram liofilizadas fornecendo um total de 29,48 g de material
solido marrom.

O solido resultante foi agitado durante 30 minutos em 100 mL de metanol, a
temperatura ambiente. Depois de filtrado o residuo sélido foi novamente agitado em 50 mL
de metanol por mais trinta minutos e filtrado, repetindo-se o processo por mais duas vezes.

ApoOs evaporacao do solvente foram obtidos 15,67 g de um residuo pastoso marrom escuro
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que foi denominado Fracao Solavel em Metanol (FSM) e 11,35 g de um residuo solido
insoluvel em metanol que foi denominado Fracao Insoltivel em Metanol (FIM).
Os testes iniciais apresentaram resultados muito significativos para a fracdo

solivel em metanol (FSM) e motivaram a continuidade dos trabalhos com esta fragao.

2.2.2 Obtengao da FRT e da TIR

5,08g da FSM dissolvidos em 8 mL de metanol (MeOH) foram cromatografados
em coluna de Sephadex LH-20 (100g) de 5 cm de diametro, por eluigdo com MeOH.

Foram coletadas 24 fragdoes de 9 mL, mais trés fracdes de 125, 250 ¢ 500 mL
respectivamente. 500 mL de uma tultima fragao foi coletada tendo como eluente MeOH:H,O
(1:1).

Comparacdo por cromatografia de camada delgada (CCD) e revelagdo sob luz
UV permitiu a reunido das fragdes semelhantes (F:1-3; 3-4; 4-7; 8-12; 13-19; 19-24;
25;26;27 e 28).

A fracdo FSM-F924F6-5 (1,0073g) foi analisada por ressondncia magnética
nucleatica (RMN) de 'H revelando a presenga de tiramina, sendo denominada de Fragdo
Rica em Tiramina (FRT).

Esta fracdo foi recromatografada em coluna de Sephadex LH-20 (25g) de 3 cm de
diametro, por eluicdo em MeOH. Foram coletadas 12 fragdes de 9,00 mL.

A fracdo FSM-F9o4Fs s (0,7524g) foi dissolvida em 8mL de MeOH,
acrescentando-se lentamente em seguida 60 mL de acetato de etila, ocorrendo a formagao de
um precipitado branco, que por filtragao foi separado do liquido mae.

Para melhor purificagdo do precipitado, este foi redissolvido em 5 mL de MeOH
e novamente acrescentou-se lentamente 35 mL de acetato de etila, ocorrendo a formacgao de
um precipitado branco (0,34 mg).

O liquido mae inicial foi colocado em repouso durante a noite, sob refrigeracao,
formando um precipitado branco que, depois de filtrado, resultou em 0,050g.

Os dois precipitados obtidos, denominados SM-1, foram analisados por RMN de

1 1 .. . . o . .
H e "°C permitindo a identifica¢io dos mesmos como tiramina.
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2.2.3 Atividade hipoglicemiante no Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) em ratos

normoglicémicos tratados com a FSM e Glibenclamida (GLI)

Ratos machos Wistar divididos em cinco grupo da seguinte maneira: controle
normal (CN), n=8; controle hiperglicémico (CH),n=8; FSM (50 e 100mg/kg,), n=8; GLI
(5mg/kg), n=8. A administracdo oral da sobrecarga de glicose 3 g/kg nos animais dos grupos
citados foi feita 30 min apds o tratamento com drogas, respectivamente (KUMARI &
AUGUSTI, 1994, sendo que o grupo CN foi tratado apenas com agua destilada (WANG et
al., 1996). As amostras de sangue foram coletadas da veia caudal dos animais, sob leve
anestesia com éter, nos tempos 0 ( antes ) e 30, 60, 90 e 120 minutos apds a administragdo
da glicose. A glicemia foi medida em fitas através de glicosimetro ( ultra one-touch ). Os

animais foram mantidos em jejum de 12 horas antes do inicio do protocolo experimental .

2.2.4 Atividade hipoglicemiante em ratos normoglicémicos tratados com a FSM, TIR e GLI

Ratos Wistar, machos (150-250g) foram divididos em 5 grupos que, ficaram em
jejum de 12 horas e em seguida foi verificado a glicemia antes do tratamento. Os animais
foram tratados por via oral, uma vez ao dia, durante 5 dias com FSM (100 mg/kg), n=14;
TIR (2 e 4 mg/kg), n=8; GLI (5 mg/kg), n=13 e agua destilada (Controle Normal= CN), n=8.
No 5° dia, 1 h apds o ultimo tratamento, sob leve anestesia com éter, o sangue dos animais

em jejum foi colhido da veia calda e a glicemia dosada em glicosimetro (ultra one-touch )

2.2.5 Avaliacao de peso, mortalidade em ratos induzidos com Aloxano (ALX)

Ratos machos pesando entre 150-200g ficaram em jejum de 12 horas e em
seguida foram dividos em trés grupos e injetados com aloxano (40, 50 e 60mg/kg,i.v.), n=
50, 26 e 58, respectivamente na veia peniana. O sangue foi coletado através do plexo orbital
48 horas e 5 dias apds a administragao do aloxano, sob leve anestesia pelo éter. Os animais
que mostraram glicemia > 200mg/dL foram avaliados quanto a variacdo de peso e taxa de
mortalidade. As dosagens da glicose no sangue foram realizadas de acordo com a orientagdo

do fabricante- Labtest diagnostica.
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2.2.6 Curva glicémica com ALX

Ratos machos pesando entre 150-200g ficaram em jejum de 12 horas e em
seguida foram injetados com ALX 40 mg/kg,i.v, na veia peniana, n=13. O sangue foi
coletado através do plexo orbital 24, 48 horas e 5 dias ap6s a administracdo do aloxano, sob
leve anestesia pelo éter. Os animais que mostraram glicemia > 200mg/dL foram incluidos e

avaliados quanto a variacao da glicemia durante o periodo de tratamento.

2.2.7 Atividade hipoglicemiante no TOTG em ratos diabéticos tratados com a FSM, FRT,
TIR e GLI

Ratos machos Wistar divididos em 9 grupos foram divididos da seguinte maneira:
controle normal (CN),n=8; controle diabético (CD), n=7; FSM (50 ¢ 100mg/kg), n=6; GLI
(5mg/kg), n=6; FRT (100 mg/kg), n=6; TIR (1 e 2 mg/kg), n=7. A hiperglicemia foi induzida
com ALX 40 (mg/kg,i.v.) e 48 horas depois, sob leve anestesia com éter o sangue foi colhido
do plexo orbital, conforme protocolo ja citado anteriomente. Em seguida, os animais com
glicemia > 200 mg/dL foram tratados com uma sobrecarga de glicose 3 g/kg, v.o., 30 min
apos o tratamento com as drogas, respectivamente (KUMARI; AUGUSTI, 1994), sendo que
o grupo CN foi tratado apenas com agua destilada (WANG et al., 1996). As amostras de
sangue foram coletadas do plexo orbital em tubos de ensaio contendo anticoagulante nos
tempos 0 (antes) e 30, 60, 90 e 120 minutos apos a administra¢ao da glicose. Em seguida o
sangue foi submetido a centrifugacdo a 3000 rpm,por 10 minutos, obtendo-se amostras de

plasma nos quais foram feitas dosagens da glicose pelo método da glicose- oxidase (labtest).

2.2.8 Avaliagdo da glicemia, trigliceridos, colesterol total e fragcdes; niveis séricos de uréia,
creatinina ¢ dosagem das enzimas aspartato transaminase (AST) e alanina transaminas

(ALT), em ratos diabéticos tratdos com a FSM, FRT, TIR e GLI e Metformina (MET)

Grupos de 6-8 ratos Wistar, machos, pesando entre 150-250 g foram utilizados, e

divididos em CN, CD, FSM nas doses de 50 e 100 mg/kg, GLI (2,5 e 5 mg/kg), FRT (100
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mg/kg), TIR (1, 2 e 4 mg/kg ), Metformina (MET 50 e 100 mg/kg) e as associagdes: FSM
50 + TIR 1I; GLI 5 + TIR 1; MET 50 + TIR 1 e MET 50 + TIR 2, respectivamente. Os
animais foram mantidos em jejum de 12 horas antes do inicio do protocolo experimental
(KUMARI & AUGUSTI, 1996). Os animais, exceto o grupo CN, foram injetados com
aloxano 40 mg/kg, na veia peniana e 48h apos, sob leve anestesia com éter, foi coletado
amostras de sangue do plexo orbital em tubos de ensaio contendo gel de separagdo. Foram
incluidos no experimento somente os animais com glicemia > 200mg/dL. Os grupos CN e
CD receberam apenas agua destilada (10 mL/kg, v.0.). e os demais grupos ja citados foram
tratados por 5 dias, uma vez ao dia. Decorrido este periodo, uma hora ap6s o ultimo dia de
tratamento, amostras de sangue foram coletadas do plexo orbital de cada animal em tubos de
ensaio a vacuo contendo gel de separacdo, e em seguida o sangue foi submetido a
centrifugacdo a 3000 rpm, por 10 minutos, obtendo-se amostras de soro nos quais foram
feitas analises bioquimicas da glicose, trigliceridios (TG), colesterol total (CT), Lipoproteina
de Alta Densidade (HDL), e Lipoproteina de Muito Baixa Densidade (VLDL), uréia e

creatinina e das enzimas Aspartato transaminase ( AST ), Alanina transaminase ( ALT ).

Avaliacdo dos parametros bioquimicos: Para analise da glicose foi utilizado o método
enzimatico da glicose oxidase enquanto que as analises de TG, CT, HDL e VLDL foram

realizadas pelo método enzimatico de Trinder

GLICOSE - A glicose oxidase (GOD) catalisa a oxidagdo da glicose para acido gluconico e
peroxido de hidrogénio. Através de uma reacdo oxidativa de acoplamento catalisada pela
peroxidase (POD), o perdxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol,
formando um complexo de cor vermelha (antipirilquinonimina), cuja absorbancia ¢ medida

em 505nm e a intensidade da cor € proporcional a concentragdo da glicose na amostra.

TRIGLICERIDIOS - Os trigliceridios sdo hidrolisados pela lipase lipoprotéica e o glicerol
liberado ¢ fosforilado pelo glicerol quinase formando glicerol fosfato que ¢ oxidado a
dihidroxiacetona e dgua oxigenada por acdo da glicerol-3-fosfato oxidase. Através da reacdo
de copulacdo oxidativa catalisada pela POD, a 4gua oxigenada reage com a 4-
aminoantipirina ¢ ESPAS, produzindo a antipirilquinonimina, cuja absorbancia, medida em

540 nm, ¢ diretamente proporcional & concentragdo de trigliceridios.
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COLESTEROL TOTAL - Os ésteres do colesterol sdo hidrolisados pela colesterol esterase
formando colesterol livre que apos oxidacdo pela colesterol oxidase forma peroxido de
hidrogénio. Este, reagindo com o fenol e 4-aminoantipirina, através de copulacdo oxidativa
catalisada pela POD, produz uma quinonimina de cor vermelha, cuja absorbancia, medida

em 500 nm, ¢ diretamente proporcional a concentragdo de colesterol da amostra.

COLESTEROL HDL - As lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e os quilomicrons s3o quantitativamente
precipitados com a mistura de acido fosfotingstico e cloreto de magnésio. Apos
centrifugacdo, o colesterol ligado as lipoproteinas de alta densidade (HDL) ¢ determinado no

sobrenadante por método colorimétrico enzimatico.

COLESTEROL VLDL - Sabemos que as VLDL sao ricas em trigliceridios e parecem-se
aos quilomicrons, porém sdo particulas bem menores. A propor¢do de colesterol/
trigliceridios nesta lipoproteina ¢ de 1:5. No paciente em jejum os trigliceridios do plasma
sdo transportados pelas VLDL, assim se dividirmos o valor dos trigliceridios encontrados por

5, ja que a proporgao € de 1:5, teremos o valor do colesterol das VLDL.

= (Calculo:
VLDL = Trigliceridios
5

Uréia - A uréia ¢ hidrolisada pela urease a ions amonio e CO,, Os ions amdnio reagem em
pH alcalino com salicilato e hipoclorito de sodio, sob a agdo catalisadora do nitroprussiato de
sodio para formar azul de indofenol. A intensidade de cor formada ¢ proporcional a
quantidade de uréia na amostra. O método utiliza a técnica manual e ¢ facilmente aplicavel
em analisadores semi-automaticos e automaticos capazes de pipetar dois reagentes e medir

com exatidao a absorbancia entre 580 ¢ 620 nm. O método utilizado foi o da Urease-Labtest.

Creatinina - A creatinina e outros componentes do soro reagem com a solugdo de picrato
em meio alcalino formando um complexo de cor vermelha que ¢ medido fotometricamente.
A adi¢do de um acidificante abaixa o pH para 5,0, promovendo a decomposi¢ao do picrato

de creatinina, permanecendo inalterada a cor derivada dos cromogénios, que também ¢
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medida fotometricamente. A diferenca entre as duas leituras fornece o valor da creatinina

verdadeira.A absorbancia € medida entre 500-540 nm.

Alanina Transaminase (ALT) - E uma enzima produzida pelo figado e liberada no sangue
quando ocorre lesdo das células hepaticas. Portanto a mensuracao da alanina transaminase ou
alanina glutdmica piruvica (ALT/TGP) no sangue ¢ ttil para deteccao de lesdo celular
hepatica.

A ALT catalisa especificamente a transferéncia do grupo amina da alanina para o
cetoglutarato, com formagdo de glutamato e piruvato. O piruvato ¢ reduzido a lactato por
acdo da lactato desidrogenase (LDH), enquanto a coenzima NADH ¢ oxidada a NAD.A
redu¢do da absorbancia em 340 ou 365 nm conseqiiente a oxidacdo da NADH ¢
monitorizada espectrofotometricamente, sendo diretamente proporcional a atividade da ALT
na amostra. Procedimento: no ensaio em 1 ml do reagente foi adicionado 0,1 ml da amostra.
Apds homogeneizagdo a amostra foi transferida para uma cubeta termostatisada a 30° C e
deixada em repouso durante 1 min. Decorrido esse periodo foi realizada a leitura inicial (A;)
a qual foi repetida apds 2 min (Ay). A medida das diferengas de absorbancia por minuto
(AA/min) foi determinada, e utilizada para calcular o resultado. ALT (U/L) 340 nm =
AA/min x 1476.

Aspartato Transaminase (AST) - E uma enzima liberada no sangue quando ocorre uma
lesdo hepatica, cardiaca, muscular ou cerebral. Assim a determinagdo da aspartato
transaminase ou transaminase glutamico oxalacética (AST/TGO) em amostras de sangue ¢
util na avaliacdo da funcao hepatica.

A AST catalisa a transferéncia dos grupos amina da alanina para o cetoglutarato
com formacdo de glutarato e oxalacetato. Este ¢ reduzido a malato por acdo da malato
desidrogenase (MDH), enquanto que a enzima NADPH ¢ oxidada a NAD. A redugdo da
absorbancia em 340 nm ou 365 nm, determinada por espetrofotometria ¢ diretamente
proporcional a atividade da enzima na amostra.

Procedimento: foi realizado de acordo com o procedimento citado no item anterior,
empregando-se o reagente de trabalho adequado para a mensuragao da AST.

AST/TGO (U/L) 340 nm = AA/min x 1476.
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2.2.9 Estudo da Atividade Antioxidante

Ratos Wistar (180-200g) apos 5 dias de tratamento foram mortos por
deslocamento cervical e o figado foi removido imediatamente e homogeneizado em uma
solugdo de KCL 1.15% em um volume equivalente a 10 vezes o peso do figado., ou seja
cada 1 g foi homogeneizado em 10 ml da solu¢do. O sobrenadante foi retirado e utilizado

para dosagem de TBARS, Catalase, Glutationa reduzida e Nitrito.

2.2.9.1 Medida dos niveis de lipoperoxidacao no tecido hepatico — Dosagem de substancias

reativas do acido tiobarbitarico (TBARS) (HUONG et al., 1998).

Ao homogenato do figado (0,5 ml) a 10 % em KCL a 1,15 % foi adicionado 0,9
ml de tampao fosfato de s6dio monobdésio (50mM, pH= 7,4) e 0,5 ml do sistema catalisador
de formacdo de radicais livres contendo FeSO4 (0,0lmM) e 4acido ascorbico (0,ImM). A
mistura foi mantida durante 30 min a 37°C e a seguir a reacdo sera interrompida pela adi¢do
de 1 ml de acido tricloroacético a 10 %. A seguir apos centrifugagdo (3000 rpm -15 min), o
sobrenadante foi separado e acrescido 1 ml de acido tiobarbitarico 0,8%. A mistura foi
mantida em banho de agua fervente durante 15 min. Apds resfriamento com o auxilio de um
banho de gelo, foi medida a absorbancia em 532 nm utilizando um espectrofotometro. Os
dados foram calculados a partir de uma curva padrao de malonildialdeido (MDA), um dos

produtos toxicos da peroxidacao lipidica, expressos em nmol de MDA/mg de proteina.

2.2.9.2 Dosagem de Glutationa Reduzida (GSH) — determinacdo de grupos sulfidrilicos (-

SH) nado-proteicos.

A GSH (L-y-Glutamil-L-cisteinil-glicina ¢ o tiol (-SH) mais abundante no meio
intracelular e constitui um dos agentes mais importante dos sistemas de defesa antioxidante

de defesa da célula (MEISTER; ANDERSON, 1983).

O nivel de GSH foi determinado a partir do método de Ellman (1959)
modificado. Para tanto, ao homogenato do figado (400 pL) a 10 % em EDTA 0,02 M foi
acrescido 320 pL e 80uL de acido tricloroacético a 50 %. Apos centrifugacdo, 3000 rpm
durante 15 min a 4°C, foi retirada uma aliquota do sobrenadante (400 uL) e acrescido Tris-

HCL 0,4 M, PH 8,9 (800 uL) e DTNB 0,01 M (20 pL). A leitura espectrofotométrica (420
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nm) foi realizada 1 min ap6s a adicdo do DTNB . Os dados foram calculados a partir de uma

curva padrao de GSH e expressos em pg/g de tecido.

2.2.9.3 Determinacdo da atividade da catalase no figado (AEBI, 1984).

O tecido hepatico foi homogeneizado em um volume 200 vezes o seu peso com
solugdo tampao fosfato de so6dio 0,1 M- PH 7,0. A seguir o homogenato foi centrifugado a
4°C durante 10 min a 5800 rpm; a fase superior foi desprezada enquanto a fase inferior foi
submetida a andlise espectrofotométrica (230 nm). Na cubeta foi adicionado 980 uL. do meio
de reacdo (H,O; 15 %, Tampao Tris-HCL 1 M: EDTA 5 mM PH 8,0; H,0 milli-Q, 20 uL da
amostra diluida (Amostra- Tampao (1:200)) e logo a seguir foi determinada a absorbancia
em espectofotometro (532 nm), durante 6 min.  Os resultados foram expressos em

mmol/minuto/mg de proteina.

2.2.9.4 Determinagao do contetido de nitrito/nitrato (GREEN et al., 1981 ).

O reativo de Gries (N-1-naftiletilenodiamina) a 0,1% em agua, sulfanilamida 1%
em acido fosférico 5%) revela a presenga de nitrito em uma amostra (urina, plasma,
homogenato tecidual) por uma reagdo de diazotizacdo que forma um cromoforo de cor rdseo,

com um pico de absorbancia em 560nm.

O sobrenadante dos homogenatos (centrifugado) de figado foi coletado e a
producao de nitrito/nitrato foi determinada baseada na reacdo de Griess. Rapidamente, 100ul
do sobrenadante foi incubado com 100ul do reagente de Griess a temperatura ambiente por
10 min. Para o branco foram usados 100uL do reagente de Griess adicionados 100uL de
salina. A absorbancia foi medida a 560 nm em leitor de microplaca. A concentracdo de

nitrito foi determinada de uma curva padrao formada pelo uso de NaNOs,.
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2.2.9.5 Determinagdo do contetido Proteina (Método de LOWRY et al., 1951).

Foi utilizada a metodologia descrita por Lowry et al. (1951). A reag@o consiste na
hidrélise alcalina das proteinas com posterior reacdo com o reagente colorimétrico de Folin-
Ciocalteau em uma solugdo contendo Na,CO3; 200 mM, NaOH 100 mM, tartarato de sodio e
potassio 1 mM e sulfato de cobre 20 mM. A leitura espectrofotométrica foi realizada a 750

nM e os valores obtidos comparados com a curva padrdo de albumina.

2.2.10 Estudo Histopatologico em pancreas de ratos diabéticos

No quinto dia de tratamento os animais utilizados no experimento de atividade
hipoglicemiante foram sacrificados sob leve anestesia com éter. O pancreas foi dissecado,
lavado com soro fisiologico e em seguida colocado em formol aquoso neutro a 10 %,
desidratado com uma seqiiéncia de solugdes aquosas contendo etanol 50-100 % e incluido
em parafina de acordo com os métodos laboratoriais de rotina. Cortes em secoes de Sum

foram corados com hematoxilina-eosina e observados com o auxilio do microscépio 6tico.

2.2.11 Atividade hipoglicemiante da FSM, TIR e GLI na hiperglicemia induzida por

diazdéxido

Os ensaios foram realizados de acordo com estudos anteriores (LEAHY et al.,
1994; GRAY; FLATT, 1999; ZHAO et al., 2005).

Grupos de seis ratos Wistar, machos, pesando entre 150-250 g ,em jejum de 12
foram utilizados, e divididos em Controle normal (CN), FSM (100 mg/kg), GLI (5 mg/kg),
TIR (2 mg/kg ), Diazoxido 60 mg/kg (DZ 60), e as associagdes: FSM 100 + DZ 60; GLI 5 +
DZ 60; TIR 2 + DZ 60, respectivamente. Na primeira etapa do exeprimento os animais
foram tratados por via oral com a FSM (100 mg/kg), GLI (5 mg/kg), TIR (2 mg/kg ) e DZ
(60 mg/kg,i.p.) e 1 hora ou 30 minutos depois o sangue dos animais foi colhido para
avaliacdo da glicemia nos tempos 0 (antes) e 30, 60, e 120 minutos apds a administragdo das
respectivas drogas citadas. Em uma outra etapa os animais foram tratados com a FSM (100

mg/kg), GLI (5 mg/kg), TIR (2 mg/kg ) e 30 minutos depois foram injetados com DZ (60
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mg/kg). As amostras de sangue foram coletadas do plexo orbital de cada animal em tubos de
ensaio a vacuo contendo gel de separagdao, 0 (antes) e 30, 60, ¢ 120 minutos apds a
administracdo de DZ (60 mg/kg,i.p.). Em seguida o sangue foi submetido a centrifugacdo a
3000 rpm,por 10 minutos, obtendo-se amostras de plasma nos quais foram feitas dosagens da

glicose pelo método da glicose- oxidase (labtest).

2.2.12 Determinacao do contetdo de glicogénio pelo método de Murat e Serfaty (1974).

Ratos Wistar, Machos (150-200 g) diabéticos induzidos com ALX 40 mg/kg,i.v.
foram tratados com A FSM (100 mg/kg,v.0) ou agua destilada (controle diabético =
CD),durante 10 dias. Os animais controle normal (CN) foram tratados apenas com agua
destilada. No décimo dia, 1 hora ap6s o ultimo tratamento os animais foram anestesiados
com éter e o figado foi dissecado, lavado com soro fisiologico a 0,9 % e a amostras do
mesmo foram retiradas e pesadas.

Em seguida, as amostras do figado foram homogeneizadas em um
homogeneizador ( Modelo Polytron 9600 ) em tampao citrato de de Sédio (0.1mol/litro , pH
4.2). O baixo pH e adicdo de Fluoreto de Soédio (250mg/dL) faz a quebra da glicose livre
pelo tecido. Imediatamente apds a homogeneiza¢do, 10ul da mistura foi usada para
determinar a glicose livre no tecido.

No ensaio utilizamos 100mg de figado em 10ml de tampao citrato. Cerca de 1 mg
de amiloglicosidase foi adicionada por mililitro de tampdo em cada ensaio.A
amiloglicosidade em p6 foi entdo misturada com o homogenato, tendo ficado a temperatura
ambiente por no minimo 2h, até 24 h. Uma amostra de 10ul foi entdo usada para determinar
o valor total da glicose. O valor da glicose livre inicial € subtraido, sendo a diferenca o valor

usado para calcular o contetido de glicogénio do tecido.

2.2.13 Avaliagdo da glicagdo da Hemoglobina in vitro (ASGARY et al., 1999)

Ratos Wistar, machos, n=6, nao diabéticos (250-300g) em jejum de 12h foram
anestesiados com tiopental e em seguida coletados 3mL de sangue da aorta abdominal de
cada rato e distribuidos em tubos com Igota de EDTA (10g/dL). Os tubos foram

centrifugados a 3000 rpm 5Smin para remocgao do sobrenadante.
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As células foram filtradas num tecido de cotton, e lavadas com NaCl 0,15M na
proporcao de 1:10 por 03 vezes, centrifugando-as a 3000 rpm, 5min a cada lavagem. Lavou-
se a suspensao mais duas vezes com NaCl 0,15M (1:10), centrifugando-se a cada lavagem a
3000 rmp, Smin e desprezando o sobrenadante. Transferiu-se a suspensdo de células para
um tubo plastico graduado e acrescentou-se tampao fosfato 0,01M, pH=7,4 contendo
gentamicina 20mg/dL e CCL4 na seguinte propor¢ao: suspensdo: 1 volume, Tampao: 2
volumes e CCly: 0,5 volume. Centrifugou-se a 3000 rpm, Smin e recolheu-se o sobrenadante
contendo a Hb total.

Determinou-se a HB pelo método LABTEST (SmL do reagente de cor (
ferrocianeto de potassio 60,7 mmol/L e cianeto de potassio 76,8 mmol/L) mais 20uL do
hemolisado. Apos 5 min, foi lido em espectrofotdmetro a 540nm, zerando o aparelho com
agua destilada. Apds determinacdo do conteudo de hemoglobina, a preparacdo foi diluida em
tampao fosfato 0,01M, pH=7,4 para obtencdo de uma solu¢do contendo 8g/dL de Hb.

Incubou-se tubos controles contendo ImL da solu¢do de hemoglobina 8g/dL (a
concentragdo final no tubo foi de 4g/dL), gentamicina 20mg/dL e 1mL do tampao fosfato
0,01M, pH=7,4 contendo D-glicose 50mM. Os tubos testes foram incubados nas mesmas
condicdes e continham também FSM (50pg/mL) ou Quercetina (50pug/mL) ou tiramina
(50pg/mL). Os tubos foram incubados por 48h, protegidos da luz e a temperatura ambiente.
Apos incubagdo, as amostras foram tratadas com acido borico 1M para remocao da fragdo
instavel da Hemoglobina glicada (Hbpré-A;c). As amostras foram submetidas a
cromatografia de troca idnica para a determinacdo da Hemoglobina glicada (Metodologia da

LABTEST).

2.2.14 Atividade Analgésica da FSM. TIR, GLI e morfina (MOR) no teste da formalina

O teste da formalina foi baseado no método de Dubuisson ¢ Dennis (1977)
modificado por Hunskaar e Hole (1985). Camundongos Swiss, machos (25-30 g) foram
tratados por via oral com a FSM (50 e 100 mg/kg), GLI (5 mg/kg), TIR (1,2 and 4 mg/kg.),
MOR (10 mg/kg) e FSM 50 + TIR 1 mg/kg e veiculo (0,1 ml/10 g de agua destilada). Uma
hora ou 30 minutos depois os animais foram injetados na pata traseira direita com 20ul de
formalina a 1%. Logo apoés iniciou-se a observacdo da reagdo a dor, cronometrando-se o

tempo (segundos) que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata durante a
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primeira fase (0-5 min), dor neurogéncia, e a segunda fase (20-25 min), dor inflamatoria

relacionada a liberacdo de mediadores quimicos).

2.2.15 Edema de pata induzido por carragenina em camundongos e ratos

Descrito por Winter et al. (1962) o edema inflamatério induzido pela inje¢ao
subcutanea de carragenina na pata ¢ resultante da ag¢do seqiliencial e integrada de varios
mediadores inflamatorios que causam um aumento agudo e progressivo do volume da pata.
Assim esse modelo tem sido considerado util para avaliagdo da atividade antiinflamatéria de
varios compostos.

Camundongos Swiss, machos (25-30 g) foram tratados por via oral com a FSM
(50 e 100 mg/kg), TIR (1,2 e 4 mg/kg), GLI (5 mg/kg) e Indometacina (INDO 5 mg/kg) ou
veiculo (agua destilada 0,1 ml/10 g); Ratos Wistar, machos (150-200 g) foram tratados com
a FSM (50, 100 e 200 mg/kg), TIR (1,2 e 4 mg/kg) e INDO (5 mg/kg) ou veiculo (agua
destilada 1 ml/100 g) 1 hora antes da inje¢ao subcutanea (0,05 ou 0,1 ml) de carragenina a 1
% na pata traseira, direita do animal. O volume da pata foi medido antes e 1, 2, 3,4 ¢ 24 h
apos a inje¢do de carragenina, através de pletismografo (Ugo Basile, Itdlia). O volume do
edema foi determinado em ml pela diferenca entre o volume da pata nos referidos intervalos

de tempo e o volume antes da inje¢ao da carragenina.

2.2.16 Edema de pata induzido dextrano em camundongos e ratos

Os ensaios foram realizados de acordo com estudos anteriores (CUNHA et al.,
2001; HERNANDE-Z et al., 2001). Camundongos Swiss, machos (25-30 g) foram tratados
por via oral com a FSM (50 e 100 mg/kg), TIR (1,2 e 4 mg/kg), GLI (5 mg/kg) e
Ciproheptadina (CIPRO 5 mg/kg) ou veiculo (agua destilada 0,1 ml/10 g); Ratos Wistar,
machos (150-200 g) foram tratados com a FSM (50 e 100 mg/kg), TIR (1,2 e 4 mg/kg) e
CIPRO (10 mg/kg) ou veiculo (4gua destilada 1 ml/100 g) 1 hora antes da injecdo
subcutanea (0,05 ou 0,1 ml) na pata traseira direita de dextrano a 1,5 %. O volume da pata
foi medido antes e 1, 2, 3 e 4h apos a inje¢do de dextrano, através de pletismografo (Ugo
Basile, Italia). O volume do edema foi determinado em ml pela diferenca entre o volume da

pata nos referidos intervalos de tempo e o volume antes da inje¢do do dextrano.
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2.2.17 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do programa Graph Pad Prism 4.0
(USA). Os resultados foram expressos como média = erro padrdo da média (EPM) e a
comparagdo entre as médias foi realizada utilizando-se o teste ‘t” de Student pareado para
comparagdes entre duas médias, ou andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de
Student-Newman-Keuls para comparacdes multiplas. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas quando p< 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliacao da atividade hipoglicemiante da FSM no TOTG em ratos

A administragdo da FSM (50 mg/kg,v.0), 30 min apds a sobrecarga de glicose
reduziu a glicemia em 19 % (151,8 £ 9,63 mg/dL, n=8) da mesma forma que a dose de 100
mg/kg, v.o causou uma redugdo de 18,5% (152,3 + 10,82 mg/dL, n=7) quando comparadas
ao CH (controle hiperglicémico) que foi de 186,9 = 9,53 mg/dL, n= 7). A redugdo da
glicemia foi significativa 90 min ap6s o tratamento com a dose de 100 mg/kg, 17 % ( 113,7
+ 6,54 mg/dL), quando comparada com o CH (136,6 + 7,16 mg/dL). A GLI (5 mg/kg, v.o,
n=8), utilizada como padrdo, reduziu a glicemia em 42 % (95,4 + 2,13 ), 37 %( 85,5 +
3,20 ) e 49% ( 60,6 + 3,96 mg/dL ) quando comparada aos controles hiperglicémicos nos
tempos 60, 90 e 120 min (164,7 + 7,32 ; 136,6 = 7,16 e 118,6 + 6,89 mg/dL ), ( Tabela 6 ).

3.2 Avaliacao da glicemia em ratos normoglicémicos tratados com a FSM, TIR e GLI

Visto que a FSM e GLI reduziram a glicemia (mg/dL) em ratos com sobrecarga
de glicose, resolvemos avaliar o efeito das mesmas e da TIR em ratos normoglicémicos
tratados por 5 dias A administragdo oral da FSM (100mg/kg) durante 5 dias de tratamento
reduziu em 24 % (67,6 £ 2,58 mg/dL; n=14) a glicemia quando comparada com o mesmo
grupo antes do tratamento (88,8 + 1,43 mg/dL, n=8). Entretanto, a Tiramina nas doses de 2
(82,4 £ 1,69, n=8 ) e 4 mg/kg,v.o (83,7 £ 3,21 mg/dL,n=7) ndo causou reducao significativa
da glicemia quando comparada com os respectivos grupos antes do tratamento (89,3 £ 1,43,
n=8; 90,1 + 2,84, n=7 . Ja com a droga padrao GLI 5 mg/kg,v.o a reducao foi maior, sendo
em torno de 53 % (43,6 £ 2,46 mg/dL, n=13) quando comparado ao mesmo grupo antes do

tratamento (93,7 £ 2,16; n=13),(Figura 9).



81

Tabela 6 -Teste de Tolerancia a Glicose em Ratos Normoglicémicos tratados com tratados

com a Fragdo Soluvel em Metanol de Cissus verticllata (FSM) e Glibenclamida (GLI)

Grupos Tempo (min)
(mg/kg, (Média = EPM mg/dL)
v.0)
0 30 60 90 120
CN 85,5+3.84 88,5 £3.63 110,5 +£5,29 99,3 +4,28 87,6 + 3,86
(08)
CH 87,3+4,35 186,9+9,53 164,77+ 7,32 136,6 + 7,16 118,6 + 6,89
(07)
FSM50 858+5,19 151,8£9,63" 155,6+5,85 131,3+4,32 123,3+9,22
(08)
FSM 77,1 £1,06 152,3+10,82°  156,9+9,50 113,7 +£6,54° 115,1+7,78
100 (07)
GLIS 86,6 £4,52 108,8+5,19" 954 +£2,13° 85,5 + 3,20° 60,6 + 3,96"
(08)

A glicemia foi avaliada antes (Tempo = 0 ) de ratos em jejum de 12 horas. Logo

em seguida os animais foram pré-tratados com a FSM (50 e 100 mg/kg ) e GLI (5 mg/kg )

por via oral e 30 minutos depois foram tratados com glicose 3g/kg,v.0 ¢ a glicemia foi

medida nos tempos 30, 60, 90 e 120 minutos apos as administragdo da glicose. Os valores

representam a Média = EPM de 7-8 animais por grupo “p<0,05 em relagdo ao respectivo

controle hiperglicémico (CH) de cada tempo (ANOVA e Student-Newman-Keuls como post

hoc.
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O Antes do tratamento

—~ 120 -
100 -
80 a,b
60 - a,b
40 -
20 -

B Depois do tratamento

Glicemia ( mg/dL

CN FSM 100 TIR2 TIR 4 GLI S

Figura 9 - Avaliacdo da glicemia de ratos normoglicémicos antes e depois do tratamento por
5 dias com a Fragdo Soluvel em Metanol 100 mg/kg,v.o (FSM 100), tiramina 2 ¢ 4
mg/kg.v.o (TIR 2 e 4) e Glibenclamida Smg/kg,v.o. (GLI 5).

O grupo Controle Normal (CN) foi tratado apenas com agua Os valores representam
a média + EPM de 7-14 animais por grupo. *p<0.05 quando comparado com o CN ( ANOVA
and Student-Newman-Keuls as post hoc ); °p<0.05 quando comparado com o mesmo grupo

antes do tratamento (teste t de Student pareado)

3.3 Avaliacao de peso, mortalidade em ratos induzidos com ALX

A administra¢cdo de ALX na dose de 60 mg/kg,i.v, causou uma redug¢do significativa do
peso (g) de 8 % (159,8 + 5,26 g; n=18) quando comparada com o peso 48 h apos inducdo da
hiperglicemia (173,7 £ 5,64 g, n=50), sendo a mortalidade de 64 %. A dose de ALX 50
mg/kg,i.v., também causou uma reducdo significativa do peso , sendo em torno de 11 %
(236,8+23,67 g; n=08;) quando comparada com o peso 48 h antes da indugdo da
hiperglicemia (266,3+25,59 g; n=26 ), sendo a mortalidade de 67 %. J& a dose de ALX 40
mg/kg,i.,v, teve uma redugdo de peso de 8,5% (201,0 £ 4,20 g; n= 40) quando comparada
com o peso 48 h antes da inducdo da hiperglicemia (222,1+ 4,00 g; n= 58), enquanto que a
mortalidade foi somente de 31 % (Tabela 7). Mediante estes resultados a dose de ALX 40

mg/kg,i.v foi escolhida para o estudo.
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3.4 Curva glicémica com ALX 40 mg/kg, i.v.

A curva glicémica foi utilizada para avaliar se os niveis de glicemia alteravam

durante o periodo de tratamento.

A administracdo de ALX, na dose de 40 mg/kg,i.v apos 48 h causou um aumento
significativo da glicemia de 21 % (353,5 £ 19,81, n=13) quando comparado com 24 h (291,5
+ 19,81 mg/dL). Nao houve diferenca significativa entre a glicemia de 48 h (353,5 + 19,81,
n=13) quando comparada com a glicemia de 5 dias (346,9 + 15,98 mg/dL), Figura 10.

400
350 = L
300
250
200
150
100

50

0 ALX

dicemia(g/dL)

24 h 48 h 5 dias

Figura 10 - Curva glicémica com Aloxano (ALX)

Os animais foram deixados em jejum por 12 h e em seguida sob leve anestesia
com éter foram injetados na veia peniana com ALX (40 mg/kg,i.v). Os valores representam
Média £ EPM da glicemia de 13 animais apds 24, 48 h e 5 dias de indu¢do do aloxano
#p<0.05 quando comparado com 24 h (teste “t” pareado).
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Tabela 7 - Avalia¢dao de peso e mortalidade em ratos induzidos com aloxano (ALX)

Grupos Dose \ Pesos (g) Peso N’ de animais Morte
(mg/Kg, (Média = EPM (%) (%)
i.v)
Inicial Final Inicial ~ Final
ALX 60 173,7 £ 5,64 159,8 £5,26% 8,0 50 18 64
50 266,3+£25,59 236,8+23,67% 11 26 08 67
40 222,1+ 4,00 201,0 £4,20* 9,5 58 40 31

Os animais em jejum de 12 h foram anestesiados sob leve anestesia com éter em
seguida injetados com ALX ( 60, 50 e 40 mg/kg,i.v ) e avaliados quanto a varia¢do de peso e
mortalidade Final (5 dias) comparados com o inicial (48h apos) da adminstragdo de ALX nas
doses (60,50 e 40 mg/kg,i.v). Os resultados dos pesos representam a Média + EPM de 26-58
animais por grupo. A taxa de mortalidade foi calculada tendo como base o numero de animais
no inicio e final do experimento *p< 0,05 quando comparado com o peso inicial (teste “t”

pareado).

3.5 Avaliacio da atividade hipoglicemiante no TOTG em diabéticos tratados com a

FSM, FRT, TIR e GLI

Como a FSM causou redugdo da glicemia em animais normoglicémicos apds uma
sobrecarga de glicose, resolvemos avaliar se este efeito também acontecia em animais
diabéticos apds sobrecarga de glicose.

As Tabela 8 e 9 mostram o efeito da FSM (50 e 100 mg/kg,), GLI (5 mg/kg),
FRT (100 mg/kg) e TIR (1 e 2 mg/kg) administrados por via oral em ratos diabéticos no teste
de tolerancia a glicose em diabéticos. Os animais controle diabético (CD) mantiveram a
glicemia elevada 30 min apos a sobrecarga de glicose até¢ 120 min. Observamos que a FSM,

FRT e TIR ndo conseguiram reverter a hiperglicemia em animais diabéticos apds sobrecarga
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de glicose. Da mesma forma a GLI na dose de 5 mg/kg foi ineficaz em reverter a

hiperglicemia.

Tabela 8 - Teste Oral de Tolerancia a Glicose em Ratos Diabéticos tratados com a Fracao

Soluvel em Metanol de Cissus verticllata (FSM) e Glibenclamida (GLI).

Grupos Tempo (min)
(mg/kg, ( Média + EPM mg/dL)
v.0)
0 30 60 90 120
CN 85,5+3.,84 88,5 £ 3,63 110,5 £5,29 99,3 +4,28 87,6 3,86
(08)
CD 403,4 + 33,42 546,2£14,60  549,5£24,68  552,8+24,41 569,8+27,01
(07)
FSM 50 396,7 + 40,66 516,2+73,71 572,3+74,58  584,3+73,08  567,5+27,01
(06)
FSM 421,2 +£37,28 463,4+68,66  441,7+68,09  460,6+79.91  447,3+80,20
100
(06)
GLI S 493,2 +£24,85 683,5£15,54  682,5£17,88  700,3+12,33 645,8+8,31
(06)

Os valores representam a Média + EPM de 6-8 animais por grupo. A glicemia foi

avaliada antes ( Tempo = 0 ) de ratos em jejum de 12 horas, 48 h apds a administracdo de

aloxano 40 mg/kg,i.v. Logo em seguida os animais foram pré-tratados com agua destilada

(CD), FSM (50 e 100 mg/kg,v.0) e GLI (5 mg/kg,v.0) e 30 minutos depois foram tratados

com glicose 3 g/kg,v.o e a glicemia foi medida nos tempos 30, 60.90 e 120 minutos apos as

administracdo da glicose. O Grupo Controle Normal (CN) foi usado com animais

normoglicémicos. Nao houve reducao significativa da glicemia em relagdo ao controle (

Tempo= 0 de cada grupo tratado ), teste t pareado.
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Tabela 9 - Teste Oral de Tolerancia a Glicose em Ratos Diabéticos tratados com a Fragao

Rica em Tiramina de Cissus verticllata (FRT) e Tiramina (TIR)

Grupos Tempo (min)

(mg/kg, (Média + EPM mg/dL)
v.0)

0 30 60 90 120

CN 85,5+ 3.84 88,5 + 3,63 110,5+ 5,29 99,3 +4,28 87,6 + 3,86
(08)
CD 403,4 +33,42  546,2 +14,60  549,5 £24,68 552,8£24,41  569,8 + 27,01
(07)
FRT 301,3 +£31,70 359, 7£293  356,5+0,50 345,7+3,53 351,0 £ 1,48
100
(06)

TIR 1 312,1£32,17  377,1£30,25 378,6+21,64 391,4 +£2733 382,7+24,40
(07)

TIR 2 340,0+3 2,82  3473+21,41 361,3+12,72 385,6 £9,86  437,7+43,09
(07)

Os valores representam a Média = EPM de 6-8 animais por grupo. A glicemia foi

avaliada antes ( Tempo = 0 ) de ratos em jejum de 12 horas, 48 h apds a administracdo de

aloxano 40 mg/kg,i.v. Logo em seguida os animais foram pré-tratados com agua destilada

(CD), FRT (100 mg/kg,v.0) e TIR (1 e 2 mg/kg,v.0) e 30 minutos depois foram tratados com

glicose 3 g/kg,v.o e a glicemia foi medida nos tempos 30, 60, 90 e 120 minutos apds as

administracdo da glicose.0 Grupo Controle Normal (CN) foi usado com animais

normoglicémicos Nao houve reducao significativa da glicemia em relacdo ao controle (

Tempo= 0 de cada grupo tratado ) , teste t pareado.
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3.6 Avaliacao da atividade hipoglicemiante em ratos diabéticos tratades com a FSM,

FRT e TIR e as associacoes (FSM +TIR e GLI +TIR)

Visto que ndo houve reducdo da glicemia em animais diabéticos com sobrecarga
de glicose, avaliamos a glicemia de animais diabéticos apos tratamento de 5 dias. O
tratamento de ratos machos com a FSM (50 ¢ 100 mg/kg,v.0), durante 5 dias, causou redugdes
da glicemia de 28 (295,5 + 26,04, n=20) e 46 % (191,7 £ 19,71, n= 22), respectivamente em
relacdo aos controles antes do tratamento (410,7 + 32,29 ; 354,7 = 21,29 mg/dL). A droga
padrdo GLI (5 mg/kg,v.0) causou uma reducdo de 45 % (210,3 £ 30,67, n=12) quando
comparada ao seu controle (385,4 = 17,63 mg/dL) semelhante a redugdo da glicemia com
FSM 100 mg/kg,v.o. Figura 11A).

O tratamento de ratos machos com a FRT (100 mg/kg,v.0), durante 5 dias causou
uma reducdo da glicemia de 64 % (158,7 = 20,72 , n= 6) quando comparada com o controle
antes do tratamento ( 442,3 + 57,12 mg/dL). A TIR na menor dose 1 mg/kg,v.o causou uma
reducdo de 41 % (219,9 = 14,25, n=13) quando comparada com o seu respectivo controle
(373,5 +£27,15 mg/dL). As doses maiores, 2 ¢ 4 mg/kg,v.o causaram reducdes de 33 % (171,9
+ 25,33 , n=7) e 24 % (188,5 + 18,57, n=8) quando comparadas com os seus respectivos
controles (257,3 £ 21,34 ¢ 248,0 = 14,24 mg/dL), (Figura 11B).

Visto que a FSM (50 mg/kg), TIR (1 mg/kg) e GLI (5 mg/kg) causaram redugdes
significativas da glicemia de 28, 41 e 45 % (Figuras 11A, 11B ) resolvemos avaliar se
associacdo das mesmas levaria a uma potencializacio de seus efeitos.

Quando associamos FSM 50 + TIR 1 e GLI 5+ TIR 1 a reducdo da glicemia foi de
36 % (238,0 £ 21,20, n=9) e 32 % (256,1 + 33,31, n=7) quando comparada com os seus
respectivos controles (370,6 + 46,77; 374,6 £ 20,34 mg/dL), demonstrando que ndo houve

potencializagdo (Figura 12).
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Figura 11 - Avaliacdo da glicemia de ratos diabéticos tratados com a Fra¢ao Soluvel em
Metanol (FSM), tiramina (TIR) e Glibenclamida (GLI), figura 11 (A) ou com a Fracgao Rica
em Tiramina (FRT) e Tiramina (TIR), figura 11 (B).

A glicemia foi medida no soro de ratos controle normal (CN) e controle diabético
(CD) antes e depois do tratamento com agua destilada ou com a Fragdao Soluvel em Metanol
(FSM 50 e 100 mg/kg) e Glibenclamida 5 mg/kg (GLI 5 ), figura 3 (A) ou com a Fracao
Rica em Tiramina 100 mg/kg (FRT 100) e Tiramina 1, 2 e 4 mg/kg (TIR 1,2 e 4), via oral
por 5 dias, figura 3 (B). O tratamento dos animais iniciou 48 h apds a inducdo da
hiperglicemia com aloxano. O grupo controle normal (CN) foi tratado apenas com agua. Os

valores representam a média + EPM de 6-38 animais por grupo. * p<0,05 quando comparado
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com CN( ANOVA e Student-Newman-Keuls como post hoc ); bp < 0,05 quando comparado

com o mesmo grupo antes do tratamento ( Teste “t” pareado).
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Figura 12 - Avalia¢do da glicemia de ratos diabéticos tratados com a Fragdo Soluvel em

Metanol (FSM), Tiramina (TIR), Glibenclamida (GLI) e as associagdes (FSM+TIR e GLI +

TIR)

A glicemia foi medida no soro de ratos controle normal (CN) e controle diabético

(CD) antes e depois do tratamento com agua destilada ou com a a FSM (50 mg/kg), TIR (1
mg/kg) e GLI (5 mg/kg) e as associagdes FSM (50mg/kg) + TIR (1 mg/kg) e GLI (5 mg/kg)

+ TIR (1 mg/kg), via oral por 5 dias. O tratamento dos animais iniciou 48 h apds a inducao

da hiperglicemia com aloxano. O grupo controle normal ( CN ) foi tratado apenas com agua.

Os valores representam a média = EPM de 9-38 animais por grupo. * p<0,05 quando

comparado com CN( ANOVA e Student-Newman-Keuls como post hoc ); °p < 0,05 quando

comparado com o mesmo grupo antes do tratamento ( Teste “t” pareado ).
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3.7 Avaliacao do Trigliceridios e VLDL em ratos diabéticos tratados com FSM, FRT,
TIR, GLI) e as associacoes (FSM+TIR e GLI+TIR)

Desde que sabemos que os trigliceridios , VLDL, colesterol e HDL geralmente
estdo alterados em diabéticos, prosseguimos com o objetivo de avaliar se o tratamento com as
fragdes e a tiramina levaria a alteracdes nestes parametros.

As Figura 13A e a 15A) mostram que a FSM (50 mg/kg,v.0.) reduziu os
trigliceridios e VLDL em 44 % (99,5 5,97 ¢ 19,9 + 1,19, n= 13) quando comparada com os
seus respectivos controles (177,0 + 17,47 e 35,4 £+ 3,49 mg/dL), enquanto que a redu¢do com
FSM (100 mg/kg,v.0) foi de 54 % (152,4 + 17,76 ¢ 14,1 £ 0,93, n= 29) quando comparada
com os seus respectivos controles (70,5 = 4,67 e 30,5 = 3,55 mg/dL). A redugdo dos
trigliceridios e VLDL foi semelhante com a droga padrao GLI (5 mg/kg,v.0) cuja reducdo foi
também de 54 % ( 167,7 £ 20,15 e 15,4 + 1,96, n= 16) quando comparada com os seus
respectivos controles antes do tratamento ( 76,9 = 9,78 e 33,5 = 4,03 mg/dL ).

A FRT (100 mg/kg,v.0) reduziu os trigliceridios e VLDL em 66 % (86,3 £ 10,70 e
17,3 £ 2,14, n= 6) quando comparada com o seu respectivo controle ( 253,7 + 14,03 ¢ 50,9 +
2,79 mg/dL ). Observa-se que a TIR (1mg/kg, v.0.) causou redugdes do TRI e VLDL que
foram de 57 % (98,8 £ 8,96 ¢ 19,8 £ 1,79, n= 19) quando comparada com os seus respectivos
controle (228,8 = 16,78 e 45,3 £ 3,40 mg/dL). Da mesma forma a TIR (2mg/kg,v.0.) causou
reducdes do TRI e VLDL de 57 % (64,2 £ 6,50 e 12,8 + 1,30, n= 10) quando comparada com
os seus respectivos controles (149,4 =+ 11,86 ¢ 29,9 + 2,38 mg/dL) , enquanto que redugdo
menor 54 % (73,4 £ 15,79, n=7) ocorreu com a TIR 4, quando comparada com o seu
respectivo controle (160,3 £+ 23,10 mg/dL), mostrando que o aumento da dose ndo aumentou a
redu¢do do TRI e VLDL em relagdo as doses menores (figura 13B e 15B )

A Figuras 14 e 16 mostram que a associagdo FSM+TIR causou uma redugao dos
trigliceridios ¢ VLDL na ordem de 41 % (170,8 + 25,33 ¢ 20,3 + 1,30 , n=9) quando
comparada com os controles (101,5 £ 6,47 e 34,2 £ 5,07 mg/dL). Estes resultados mostram
que ndo houve potencializagdo dos efeitos ja que TIR (1 mg/kg) sozinha causou uma redugdo
de TRI e VLDL na ordem de 44 % (99,5 £ 5,97 ¢ 19,5 £ 1,19) quando comparada com os
respectivos controles (177,0 £ 17,47 e 35,4 £ 3,49 mg/dL). Ja a associagao GLI+TIR causou
uma reducao dos trigliceridios e VLDL da ordem de 49% (134,0 £ 24,60 e 26,8 £ 4,92 , n =6)

quando comparada com os seus controle (262,5 + 28,13 ¢ 52,3 £ 5,54 mg/dL). enquanto que
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as redugoes de GLI sozinha em relagdo ao TRI ¢ VLDL foi de 54 % (76,9 £ 9,78 ¢ 15,4 £
1,93) quando comparada com os seus respectivos controles (167,7 £ 20,2 e 33,5 + 4,03
mg/dL). Da mesma forma que TIR sozinha em relagdo ao TRI e VLDL foi de 57 % (98,79 +
8,96 ¢ 19,77 + 1,79) quando comparada com os seus controles (228,8 + 16,78 45,62 + 3,40

mg/dL). Estes resultados mostram que a associacdo nao aumentou o efeito da redugdo do TRI

e VLDL.

3.8 Avaliacao do colesterol e HDL em ratos diabéticos tratados com a FSM, FRT, TIR,
GLI) e as associacoes (FSM+TIR e GLI+TIR)

Com relacdo ao colesterol total, observamos que os animais tratados com aloxano
40 mg/kg,i.v, ndo alteraram de modo significativo os niveis de colesterol total , nos controles
diabéticos (78,2 £ 4,99 ¢ 62,5 + 3,53, n=20), quando comparados com os controles normais
(64,1 £ 5,38; 58,7 = 3,93 mg/dL, n=10) antes e apds o tratamento com agua destilada.
Entretanto quando comparamos o controle diabético antes do tratamento (78,2 £+ 4,99) com o
controle diabético depois do tratamento (62,5 + 3,53) observamos uma reducao de 20% do
colesterol.. Entretanto houve pequenas redugdes, porém significativas em relagdo ao
colesterol total com a FSM 50 e 100 mg/kg,v.o que foram de 19 % (60,2 + 3,82, n=19) e 17
%(53,3 + 3,89 , n=9) quando comparadas com os seus respectivos controles (74,4 + 4,61 e
64,4 + 2,80 mg/dL), enquanto que a droga padrao GLI causou uma maior reducdo que foi 31
% (53,2 + 4,70 , n=15) quando comparada com o seu respectivo controle (76,9 £ 8,08 mg/L),
Figura 17(A).

Na Figura 17(B) observamos que somente a FRT e TIR 2 causaram redugdes do
colesterol total na ordem de 25% (56,7 + 4,99, n=6) ¢ 18% (43,9 £ 1,36, n=12) quando
comparados com os seus respectivos controles ( 75,5 £ 6,35 e 53,3 + 2,63 mg/dL). A
associacdo FSM + TIR ocasionou uma reducao 20 % (49,8 + 4,68, n=6) quando comparada
com o seu respectivo controle (62,4 + 4,23) e semelhante a redu¢dao da FSM 50 sozinha que
foi de 20 % (60,2 £ 3,82 mg/dL, n=19) quando comparada com o seu controle (74,9 + 4,61
mg/dL). TIR 1 mg/kg ndo causou redugao (60,3 + 7,23, n=14) quando comparada com o seu
controle (68,4 = 5,65 mg/dL). Ja a associagdo GLI + TIR causou uma pequena redugdo de
17%(67,8 = 4,63, n=18) quando comparada com o seu controle (81,5 + 5,09 mg/dL),ndo
mantendo a redu¢do da GLI que foi de 31%(53,2 + 4,70, n=15) quando comparada com o seu
controle ( 76,9 + 8,08 mg/dL), (Figura 18).
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Quanto ao HDL observamos que ndo houve alteracdao significativa do HDL em
ratos controles diabéticos (29,5 = 1,55 e 32,4 + 1,73 n=10) quando comparados com os
controles normais (33,3 + 2,60 e 30,7 + 3,44 mg/dL, n=40), mas observamos que somente 0s
animais diabéticos tratados com FSM 100 mg/kg,v.0 aumentaram de modo significativo o
HDL na ordem de 28 %(38,4 =+ 2,45, n=22) quando comparado com o seu controle (29,9 +
3,40 mg/dL). J4 a FSM 50 e GLI 5 nao tiveram efeito sobre o HDL (34,0 = 1,57, n=22 e 22,8
+ 3,04, n=16) quando comparados com os respectivos controles (32,8 + 4,47 ¢ 27,6 = 2,02
mg/dL) , (Figura 19A). Enquanto TIR 2 mg/kg aumentou o HDL em 30 % (33,5 + 1,19, n=7)
quando comparada com o seu controle( 25,7 + 3,47 mg/dL), FRT 100 e TIR 1 mg/kg nao
tiveram efeito sobre o HDL em diabéticos (39,0 = 2,96, n=6 e 38,8 + 1,82, n=6) quando
comparados como os respectivos controles (45,0 + 3,42 e 33,5 + 0,99 mg/dL) , (Figura 19B).
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Figura 13 - Avaliagdo dos trigliceridios em ratos diabéticos tratados com a Fracdo Soltuvel

em Metanol (FSM) e Glibenclamida (GLI), figura 13 (A) ou com a FRT e TIR, figura 13 (B)

Os trigliceridios foram medidos no soro de ratos controle normal (CN) e controle
diabético (CD) antes e depois do tratamento com agua destilada ou com a FSM (50 e 100
mg/kg) e GLI(5 mg/kg), figura 14 (A) ou com a FRT (100 mg/kg) e TIR (1,2 e 4 mg/kg),
via oral por 5 dias, figura 14(B). O tratamento dos animais iniciou 48 h apds a indugdo da
hiperglicemia com aloxano. O grupo controle normal (CN) foi tratado apenas com agua. Os
valores representam a média + EPM de 6-31 animais por grupo. * p<0,05 quando comparado
com CN( ANOVA e Student-Newman-Keuls como post hoc ); °p < 0,05 quando comparado

com o mesmo grupo antes do tratamento ( Teste “t” pareado ).
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Figura 14 - Avaliagao dos trigliceridios em ratos diabéticos tratados com Fragao Soluvel em

Metanol (FSM), Tiramina (TIR) e Glibenclamida (GLI) e as associa¢des (FSM + TIR e GLI
+ TIR).

Os trigliceridios foram medidos no soro de ratos controle normal (CN) e controle
diabético (CD) antes e depois do tratamento com agua destilada ou com FSM (50 mg/kg),
TIR (1 mg/kg) e GLI (5 mg/kg) e as associagdes FSM (50 mg/kg) + TIR (1 mg/kg) e GLI
(5 mg/kg) + TIR (1 mg/kg), via oral por 5 dias. O tratamento dos animais iniciou 48 h apos a
inducdo da hiperglicemia com aloxano. O grupo controle normal (CN) foi tratado apenas
com agua. Os valores representam a média + EPM de 6-31 animais por grupo. * p<0,05
quando comparado com CN( ANOVA e Student-Newman-Keuls como post hoc ); °p < 0,05

quando comparado com o mesmo grupo antes do tratamento ( Teste “t” pareado ).
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Figura 15 - Avaliacdo do VLDL em ratos diabéticos tratados Fracdo Soluvel em Metanol
(FSM) e Glibenclamida (GLI), figura 15 (A) ou com a Fragdo Rica em Tiramina (FRT) e
Tiramina ( TIR), figura 15 (B)

O VLDL foi medido no soro de ratos controle normal (CN) e controle diabético
(CD) antes e depois do tratamento com agua destilada ou com a FSM (50 e 100 mg/kg) e
GLI (5 mg/kg), figura 7 (A) ou com a FRT (100 mg/kg) e TIR (1,2 e 4 mg/kg) , via oral por
5 dias, figura 7 (B). O tratamento dos animais iniciou 48 h ap6s a indu¢@o da hiperglicemia
com aloxano. O grupo controle normal (CN) foi tratado apenas com agua. Os valores
representam a média + EPM de 6-31 animais por grupo. * p<0,05 quando comparado com
CN( ANOVA e Student-Newman-Keuls como post hoc ); °p < 0,05 quando comparado com

0 mesmo grupo antes do tratamento ( Teste “t” pareado ).
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Figura 16 - Avaliacdo do VLDL em ratos diabéticos tratados com a Fragdo Soluvel em

Metanol (FSM), Tiramina (TIR) e Glibenclamida (GLI), ou com as associacoes FSM + TIR

e GLI + TIR.

O VLDL foi medido no soro de ratos controle normal (CN) e controle diabético

(CD) antes e depois do tratamento com agua destilada ou com a FSM (50 mg/kg,), TIR (1
mg/kg) e GLI (5 mg/kg), ou com as associagcdes FSM (50 mg/kg) + TIR (Img/kg) e GLI (5

mg/kg) + TIR (1 mg/kg), via oral por 5 dias. O tratamento dos animais iniciou 48 h apos a

inducdo da hiperglicemia com aloxano. O grupo controle normal (CN) foi tratado apenas

com agua. Os valores representam a média + EPM de 6-31 animais por grupo. * p<0,05

quando comparado com CN( ANOVA e Student-Newman-Keuls como post hoc ); °p < 0,05

quando comparado com o mesmo grupo antes do tratamento ( Teste

“t”

pareado ).
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Figura 17 - Avaliacdo do colesterol total em ratos diabéticos tratados com a Fragao Soltvel
em Metanol (FSM) e Glibenclamida (GLI), figura 17 (A) ou com a Fragdo Rica em Tiramina
(FRT) e Tiramina (TIR), figura 17 (B)

O colesterol total foi medidos no soro de ratos controle normal (CN) e controle
diabético (CD) antes e depois do tratamento com agua destilada ou com a FSM (50 ¢ 100) e
GLI (5 mg/kg), figura 9 (A) ou com a FRT (100 mg/kg) e TIR (1,2 e 4 mg/kg), via oral por
5 dias, figura 9 (B). O tratamento dos animais iniciou 48 h apos a indugdo da hiperglicemia
com aloxano. O grupo controle normal (CN) foi tratado apenas com agua. Os valores
representam a média + EPM de 6-31 animais por grupo. °p < 0,05 quando comparado com o

mesmo grupo antes do tratamento ( Teste “t” pareado ).
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Figura 18 - Avaliacdo do colesterol total em ratos diabéticos tratados com a Fracao Soluvel
em Metanol (FSM), Glibenclamida (GLI), Tiramina (TIR) ou com as associacdes (FSM +
TIR e GLI + TIR)

O colesterol total foi medidos no soro de ratos controle normal (CN) e controle
diabético (CD) antes e depois do tratamento com agua destilada ou com a FSM (50 mg/kg)
GLI (5 mg/kg), TIR (1 mg/kg) ou com as associagdes FSM (50 mg/kg) + TIR (1 mg/kg) e
GLI (5 mg/kg) + TIR (1 mg/kg), via oral por 5 dias. O tratamento dos animais iniciou 48 h
apods a indugdo da hiperglicemia com aloxano. O grupo controle normal (CN) foi tratado
apenas com agua. Os valores representam a média + EPM de 6-40 animais por grupo. “p <

0,05 quando comparado com o mesmo grupo antes do tratamento ( Teste “t” pareado ).
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Figura 19 - Avaliacdo do HDL em ratos diabéticos tratados com a Fragdo Soluvel em
Metanol (FSM) e Glibenclamida (GLI), figura 19 (A) ou com a Fracdo Rica em Tiramina
(FRT) e Tiramina (TIR), figura 19 (B)

O HDL foi medidos no soro de ratos controle normal (CN) e controle diabético
(CD) antes e depois do tratamento com agua destilada ou com a FSM (50 e 100 mg/kg) e GLI
(5 mg/kg ), figura 6(A) ou com a FRT (100 mg/kg) e TIR (1 e 2 mg/kg), via oral por 5 dias,
figura 6(B). O tratamento dos animais iniciou 48 h apds a indu¢do da hiperglicemia com
aloxano. O grupo controle normal (CN) foi tratado apenas com 4gua. Os valores representam
a média + EPM de 4-40 animais por grupo. *p < 0,05 quando comparado com 0 mesmo grupo

antes do tratamento ( Teste “t” pareado ).
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3.9 Avaliacao dos niveis séricos de uréia e creatinina em ratos diabéticos tratados com

FSM, FRT e TIR e as associacdes (FSM + TIR) e (GLI + TIR)

Ja que alteragdes nos niveis de uréia e creatinina sdo parametros para avaliagdao da
funcao renal e no diabético estas alteracdes podem levar a complicacdes cronicas, resolvemos
avaliar as alteracdes antes e ap0Os o tratamento com as fra¢des, tiramina e glibenclamida.

O tratamento dos animais com agua destilada, controles normais (CN), antes e
depois do tratamento nao alterou seus valores de uréia (38,8 = 2,32 ¢ 38,0 + 2,26, n=14) ¢
creatinina (0,8 + 0,03 e 0,8 + 0,03 mg/dL, n=14) , entretanto nos animais controle diabético
(CD) 48 h apo6s a indugdo ALX 40 mg/kg,i.v, os niveis de uréia aumentaram em torno de 38
% (53,7 £4,03, n=15) quando comparados com o controle normal (CN): (38,8 +2,32, n=14) ¢
estes valores permaneceram alterados 5 dias depois do tratamento em 19 % (45,4 + 5,07,
n=15) quando comparados com o seu respectivo controle (38,0 + 2,26 mg/dL). J4 os niveis de
creatinina aumentaram no controle diabético (CD) em 262 % (2,9 = 0,19 , n=15) quando
comparados com o controle normal (0,8 = 0,03, n=14) e estes valores permaneceram alterados
depois do tratamento, sendo de 200 % (2,4 + 0,10 , n= 14) quando comparados com o
respectivo controle (0,8 + 0,03 mg/dL), Tabela 10.

Os animais tratados com a FSM (50 e 100 mg/kg) apresentaram reducdes de 16 %
(59,0 £ 6,06 , n=8) e 25 % (67,8 £ 6,40, n=8) quando comparados com os respectivos
controles (70,0 = 9,03 ¢ 90,8 + 7,18 mg/dL) ) nos niveis de Uréia, e de 52 %(1,0 £ 0,14, n=8)
e 40 % (0,9 = 0,13, n=8 ) quando comparados com os respectivos controles (2,1 £ 0,46e 1,5 £
0,27 mg/dL) nos niveis de creatininina. Ja a FRT (100 mg/kg) reduziu em 24 % (74,0 = 7,26
, n=0) os niveis de Uréia e em 38% (0,8 £ 0,11, n=6) os niveis de creatinina quando
comparados com os respectivos controles (97,7+ 5,63 e 1,3 = 0,16 mg/dL), Tabela 10.

A TIR (1 mg/kg) reduziu os niveis de Uréia e Creatinina em 28 % (33,6 + 5,13, n=
10 ¢ 1,8+ 0,17, n=13 ) quando comparados com os respectivos controles (46,5 £ 4,40 e 2,5 +
0,21 mg/dL ). Ja a TIR 2 mg/kg ndo reduziu os niveis de Uréia (53,8 = 3,10, n=10) quando
comparada com o seu controle (63,4 = 3,73 mg/dL)), mas somente os niveis de creatinina em
33 % (1,2 + 0,15, n=10) quando comparados com o respectivo controle (1,8 £ 0,29 mg/dL ). A
droga padrao GLI (5 mg/kg) ndo reduziu os niveis de uréia (60,9 + 3,60, n=10) quando
comparada como o seu controle (67,6 = 6,55 mg/dL) , mas reduziu os niveis de creatinina, em
29 % (1,0 = 0,07, n=8) quando comparada com o seu controle (1,4 + 0,15 mg/dL). A

associacdo FSM + TIR ndo alterou os niveis de uréia (50,9 + 3,26, n=8) quando comparada
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com o seu controle (52,0 + 8,00 mg/dL), mas houve uma redugdo de 50 % (0,9+ 0,16, n=8)
nos niveis de creatinina quando comparada com o controle (1,84 0,45 ). Ja associacao GLI +
TIR ndo alterou os niveis de uréia (92,1 + 8,83, n=12) quando comparada com o seu controle
(90,5 £ 5,88 mg/dL) , mas foi eficaz em reduzir os niveis de creatinina em 40 % (0,90 + 0,04 ,

n= 08 ) quando comparados com o seu controle (1,5 + 0,20 mg/dL), Tabela 10.

3.10 Avaliacao dos niveis séricos de AST e ALT de ratos diabéticos tratados com FSM,

FRT, TIR e GLI e as associacoes (FSM + TIR e GLI + TIR)

Tendo em vista que as enzimas AST e ALT podem estar elevadas em diabéticos,
levando a complicagdes cronicas, avaliamos se estas alteracdes estdo presentes em animais
induzidos com aloxano e apos o tratamento com a FSM, FRT, TIR e GLI.

Na Tabela 11 observamos que os niveis de AST (U/L) e ALT (U/L) nao foram
alterados em animais controle normal=CN, antes (97,6 £ 6,23), nem apo6s 5 dias de tratamento
com agua destilada (87,7 + 6,54, n=10). Da mesma forma estes niveis ndo estiveram alterados
nos animais controle diabético (CD), injetados com aloxano 40 mg/kg,iv apds 48 h = CD
antes (122,0 + 8,34) e apds 5 dias de tratamento= CD depois (121,0 = 8,65, n=26) , nem em
animais diabéticos tratados como a FSM (100 mg/kg), TIR (2 e 4 mg/kg), (127,8 + 8,26,
n=16; 122,9 £ 12,18, n=12 ¢ 115,5 + 11,82 , n=07) quando comparados com os respectivos
controles antes do tratamento (119,8 £8,89; 113,7+ 12,31 e 116,4 + 7,76).

Pequenas, mas significativas redu¢des foram observadas com a FSM (50 mg/kg)
e FRT ( 100 mg/kg) que reduziram os niveis de AST em 18 % (92,1 + 7,50, n=13 ¢ 94,4 +
7,31, n=6 ) quando comparadas com os seus controles (112,5 + 7,32 e 115,0 £ 4,70 U/L)
enquanto que os niveis de AST foram reduzidos com a TIR (1mg/kg) em 15% (88,3+ 10,02,
n=21) quando comparados com o seu controle (104,1 + 8,72 U/L ). Ja a GLI (5 mg/kg)
causou uma reducdo de 11 % (115,0 + 8,34, n= 8 ) quando comparada com o seu controle
(125,3 £9,25 U/L). A associacao FSM + TIR ndo causou alteracao nos niveis de AST (91,8 +
4,50, n=10), quando comparada com o controle (90,6 = 11,74), entretanto a associacdo GLI +
TIR causou uma redugdo de 48 % (47,9 = 5,51, n=8) quando comparada com o seu controle
(91,3 £ 6,99 U/L). Tabela 11.

Os niveis de ALT nao ficaram alterados em animais CD antes ¢ depois (58,7 £ 5,52 ¢
58,7+ 7,25 ,n=21) quando comparados com os animais CN antes e depois (57,4 +4,02 ¢ 51,3
+ 4,95 n=12). Da mesma forma o tratamento com FSM (50 e 100 mg/kg), TIR (1,2 ¢ 4
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mg/kg) e GLI (5 mg/kg) ndo causaram alteragdes nos niveis de ALT (55,5 + 5,35; 494 +
5,75; 38,0 = 2,82; 45,3 + 4,41; 39,6 = 7,16; 48,4 £ 5,96) quando comparados com os seus
controles depois do tratamento (48,0 + 3,86, n=11; 54,0 + 5,08, n=13; 46,0 + 3,15, n=21; 52,3
+ 4,06, n=12; 45,7 + 3,94, n=07 e 53,7 + 5,52, n=08)

Entretanto a FRT (100 mg/kg) causou uma reducdo de 36 % (32,0 £ 3,28, n=6) quando
comparada como o seu controle (50,7 = 2,31). As associagdes FSM + TIR e GLI + TIR
causaram redugdes de 20% e 22 % (30,3 = 3,16, n=10¢ 29,0 + 0,90, n=8) quando comparadas
aos seus respectivos controles (37,7 £ 4,33 ¢ 37,3 + 2,07 U/L), Tabela 11.
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Tabela 10 - Efeito da Fragdao Solavel em Metanol (FSM), Fracdo Rica em Tiramina
(FRT),Tiramina (TIR), Glibenclamida (GLI) e as associagdes (FSM + TIR) e (GLI + TIR)

sobre os niveis séricos de uréia de creatinina, em ratos diabéticos

Grupos Uréia Creatinina
(mg/kg,v.0) (mg/dL) (mg/dL)
Tratamento Antes Depois Antes Depois
CN 388+232(14)  38,0+226 0,8+0,03(14) 0.8+ 0,03
CD 53,7 +£4,03" (15) 454+5,07  2,9+0,19°(15) 2,4+0,10°
FSM 50 70,0 £9,03* (08) 59,0 £ 6,06° 2,1 +0,46" (08) 1,0 £0,14°
FSM 100 90,8 +7,18%(08)  67,8+6,40° 1,5+0,27 (08) 0,9+0,13°
FRT 100 97,7+ 5,63 (06)  74,0+7,26° 1,3+0,16 (06) 0,8+0,11
TIR 1 46,5 +4,40* (10)  33,6+5,13° 2,5+0,21%(13) 1,8+0,17°
TIR 2 63,4+3,73*(10)  53,8+3,10° 1,8+0,29°(10) 12+0,15°
GLI 5 67,6+ 6,55*(10)  60,9+3,60° 1,4+0,15(08) 1,0 +£0,07°
FSM 50+ TIR 1 52,0+8,00°(08)  50,9+326" 1,8+0,45(08) 0,9+0,16"
GLI5+TIR 1 90,5+ 5,88%(12) 92,1 +8,83% 1,5+ 0,20 (08) 0,9 +0,04°

Os niveis de Uréia e a Creatinina foram medidas no soro de ratos controle normal
(CN) e controle diabético (CD) antes e depois do tratamento com agua destilada ou com a
FSM (50 e 100 mg/kg) , FRT (100 mg/kg) , TIR (1 e 2 mg/kg) e as associagdes GLI (5
mg/kg) + TIR (1 mg/kg), via oral por 5 dias. O tratamento dos animais iniciou 48 h apos a
inducdo da hiperglicemia com ALX. O grupo controle normal (CN) foi tratado apenas com
agua. Os valores representam a média + EPM de 6-15 animais por grupo. * p<0,05 quando
comparado com CN( ANOVA e Student-Newman-Keuls como post hoc ); °p < 0,05 quando

comparado com o mesmo grupo antes do tratamento ( Teste “t” pareado).
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Tabela 11 - Efeito da Fracdo Soluvel em Metanol (FSM), Fragdo Rica em Tiramina (FRT) e
Tiramina (TIR) e as associagdes (FSM + TIR e GLI + TIR) sobre os niveis séricos das

enzimas aspartato transaminase (AST) e alanina transaminase (ALT) em ratos diabéticos

Grupos/(mg/kg,v.o.) AST ALT

(U/L) (U/L)
Tratamento Antes Depois Antes Depois
CN 97,6 + 6,23 (10) 87,7 + 6,54 57,4+4,02(12) 51,3+4,95
CD 122,0 + 8,34 (26)  121,0 + 8,65 58,7+5,52(21)  58,7+7,25
FSM 50 112,5+7,.32(13) 92,1 +£7,50 48,0 +3,86(11)  55,5+535
FSM 100 127.8 £ 8,26 (16)  119,8+ 8,89 54,0+5,08 (13) 49,4+5,75
FRT 100 115,0 £ 4,70 (06) 94,4 +7,31° 50,7+2,31(06) 32,0+3,28°
TIR 1 104,1+£8,72 (21)  883+10,02°  46,0+3,15(21) 38,0+2,82
TIR 2 1229+ 12,18 (12) 113,7+12,31 523 +4,06 (12) 453 +4.41
TIR 4 115,5+11,82(07) 1164+7,76  45,7+3,94 (07) 39,6+7,16
GLI 5 1253+925(08)  111,8+6,91°  53,7+5,52(08) 48,4+5,96
FSM 50 + TIR 1 91,8+4,50 (10) 90,6+ 11,74 37,7+ 4,33(10) 30,3+3,16"
GLI5+TIR 1 91,3 + 6,99 (08) 47,5 +4,60°  373+2,07(08) 29,0+ 0,90

Os niveis séricos de AST e ALT foram medidas no soro de ratos controle normal
(CN) e controle diabético (CD) antes e depois do tratamento com agua destilada ou com a
FSM (50 e 100 mg/kg) FRT (100 mg/kg) ,TIR (1, 2 e 4 mg/kg), GLI (5 mg/kg) e as
associacoes FSM (50 mg/kg) + TIR (1 mg/kg) e GLI (5 mg/kg) + TIR (1 mg/kg), via oral
por 5 dias. O tratamento dos animais iniciou 48 h apos a indugao da hiperglicemia com ALX.
O grupo controle normal (CN) foi tratado apenas com agua. Os valores representam a média
+ EPM do nimero de animais entre parénteses. * p<0,05 quando comparado com CN(
ANOVA e Student-Newman-Keuls como post hoc ); bp < 0,05 quando comparado com o

mesmo grupo antes do tratamento ( Teste “t” pareado).
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3.11 Avaliacio da atividade antioxidante da FSM, FRT, TIR e GLI em ratos diabéticos

Visto que ndo houve alteragdes significativas nas enzimas hepaticas no soro de
animais tratados com aloxano, resolvemos avaliar a hepatotoxicidade induzida pelo mesmo.
Desse modo o efeito da FSM, FRT, TIR e GLI sobre a hepatoxicidade induzida pelo ALX
foi investigado através da peroxidacdo lipidica, de sistemas antioxidantes enzimatico

(catalase) e nao enzimatico (glutationa reduzida), além de dosagem de nitritos.

3.11.1 Determinag¢ao do efeito da FSM, FRT, TIR e GLI sobre a peroxidagao lipidica

Nas Figuras 20 e 21 pode ser observado o efeito da FSM, FRT, TIR e GLI sobre
a formagdo de substancias reativas do acido tiobarbiturico - TBARS, parametro empregado
para mensurar a peroxidagado lipidica hepatica induzida por aloxano. Os resultados mostram
que a dose de ALX 40 mg/kg,i.v ndo alterou a concentragio do TBARS em ratos controle
diabético (CD) ((0,6+ 0,07, n=6); (0,6 £ 0,05, n=11) quando comparados com os ratos
controle normal (CN) ((0,6£ 0,08, n=6); (0,6 0,07, n=9) , tratados somente com agua
destilada. Da mesma forma os animais diabéticos tratados com FSM (50 e 100 mg/kg), FRT
(100 mg/kg), TIR ( 1 e 2 mg/kg) e GLI (5 mg/kg), via oral por 5 dias ndo alteraram de modo
significativo o nivel de TBARS ((0,5 £ 0,04, n=7); (0,6 £ 0,10, n=6); (0,5 £ 0,04, n=6); (0,82
+ 0,03, n=6); (0,6 £0,09, n=6); (0,7 £ 0,08, n=6))

3.11.2 Determinagao do efeito FSM, FRT, TIR e GLI sobre o nivel de glutationa reduzida

A Figura 22 mostra o efeito da FSM sobre a mudanca na concentracao de
glutationa reduzida induzida pelo ALX no figado de ratos. O nivel de glutationa (GSH, pg/mg
tecido) hepatica decresceu de 528,9 + 64,3 no grupo controle normal (CN), tratados somente
com agua destilada, para 111,2 + 17,1 no grupo controle diabético (CD), tratados com agua e
ALX. O tratamento dos animais diabéticos durante 5 dias com FSM (50 e 100 mg/kg,v.o0.)
aumentou significativamente o nivel de glutationa hepatica em (584.,8 + 83,03 e 350,6 +
57,58, respectivamente).

Na Figura 23 observamos que nivel de glutationa (GSH, pg/mg tecido) hepatica

decresceu de 122,0 + 24,56 no grupo CN, tratados somente com agua destilada, para 17,1 £+
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2,82, no grupo CD, tratados com agua e ALX. O tratamento dos animais diabéticos com FRT
(100 mg/kg,v.0.), via oral por 5 dias aumentou significativamente o nivel de glutationa
hepatica em (77,1 £ 10,65). Ja a TIR (1 e 2 mg/kg, v.0o.) e GLI (5 mg/kg,v.0) além de
aumentarem o nivel de glutationa, foi praticamente restabelecida a normalidade (121,9 +

23,87;112,3 £ 15,30 € 92,1 £6,23).

3.11.3 Determinagao do efeito FSM, FRT, TIR e GLI sobre a atividade da catalase

A Figura 24 mostra que a atividade da catalase (mmol/min/mg proteina) no figado
de animais do grupo controle normal = CN (132,5 + 19,21, n=6 ) foi significativamente
aumentada quando comparada ao grupo controle diabético= CD (294,5 + 45,21, n=5).
Entretanto o tratamento dos animais com a FSM por 5 dias inibiu de modo significativo a
atividade da catalase. Na menor dose a FSM (50 mg;kg,v.0.) reduziu significativamente a
atividade da catalase (178,2 £ 24,71, n=7), correspondendo a uma inibi¢do de 45 %. J4 a maior
dose (100mg/kg,v.0.) causou uma redugdo de apenas 31 % (193,9 £+ 25,39, n=5), sugerindo que
a atividade da catalase ja atingiu seu valor maximo de inibi¢do com a dose de 50 mg/kg, pois o
aumento da dose nao levou a um aumento na inibicao.

A Figura 25 mostra que a atividade da catalase aumentou de 124,6 + 15,07, n=8,
no grupo controle normal =CN para 291,8 + 38,55, n=10 no grupo controle diabético= CD.
Entretanto quando os animais foram tratados com a TIR (1 e 2 mg/kg,v.0.) aconteceram
redugdes de 66 (97,9 £ 12,45, n=8) e 72 % (82,1 £ 8,77, n=7) na atividade da catalase,
enquanto que a FRT (100 mg/kg,v.0.) ndo teve efeito significativo. Ja4 a GLI (5 mg/kg,v.0)
causou uma reducao de 41 % (171,4 £ 27,05, n=10), que foi significativa e préxima dos

valores da catalase nos animais CN (124,6 + 15,07).

3.11.4 Determinagao do efeito da FSM, FRT, TIR e GLI sobre os niveis de nitrito/nitrato

A Figura 26 mostra que houve aumento significativo dos nitritos (uM) nos
animais diabéticos passando de 1,6 + 0,34, n=6 para 14,7 £ 2,06, n=6. Ja a FSM (50 ¢ 100
mg/kg,v.0) causou uma reducgdo nos niveis de nitrito/ nitrato de 65 (5,13 = 1,51, n=6) e 68 %
(4,69 £ 1,18, n=5). As redugdes foram maiores quando os animais foram tratados com a TIR

(1 e 2 mg/kg,v.0.) ,sendo de 79 (3,02 + 1,46, n=4) e 82 % (3,24 + 1,14, n=6). Da mesma
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forma, a GLI (5 mg/kg,v.0.) causou uma reducdo significativa de 78 % (3,20 = 1,81, n=5) e
semelhante a redu¢ao com TIR 1 mg/kg,v.0. Ja a FRT (100 mg/kg,v.0.) ndo apresentou efeito

significativo, Figura 27.
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Figura 20 - Efeito da Fracdo Solivel em Metanol (FSM) sobre a peroxidagdo lipidica,
determinada pelos niveis de substancias reativas com acido tiobarbitirico-TBARS em figado

de ratos diabéticos

Os animais foram injetados com ALX (40 mg/kg,i.v.) e 48 horas depois foram
tratados com a FSM (50 e 100 mg;kg,v.0.) e agua destilada (CD= controle diabético) por 5
dias. O grupo controle normal (CN) foi tratado apenas com agua destilada. O nivel de
TBARS, expresso pela concentracdo de malonildialdeido (MDA), um dos produtos da
peroxidacgdo lipidica foi determinado 5 dias ap6s a injecdo de ALX. Os valores representam a

média + EPM de 6-7 animais por grupo. Os valores ndo foram estatisticamente significativos.
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Figura 21 - Efeito da Fracdo Rica em Tiramina (FRT), Tiramina (TIR) e Glibenclamida
(GLI) sobre a peroxidacdo lipidica, determinada pelos niveis de substancias reativas com

acido tiobarbitirico-TBARS em figado de ratos diabéticos

Os animais foram injetados com ALX (40 mg/kg,i.v.) e 48 horas depois foram
tratados por via oral com a FRT (100 mg/kg), TIR (1 e 2 mg/kg) e GLI (5 mg/kg,.) e dgua
destilada (CD= controle diabético) por 5 dias. O grupo controle normal (CN) foi tratado
apenas com dagua destilada. O nivel de TBARS, expresso pela concentragdo de
malonildialdeido (MDA), um dos produtos da peroxidacdo lipidica foi determinado 5 dias
apos a injecao de ALX. Os valores representam a média + EPM de 6-7 animais por grupo. Os

valores ndo foram estatisticamente significativos.
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Figura 22 - Efeito da Fracdo Soluvel em Metanol (FSM) sobre a redu¢do no nivel de

glutationa reduzida (GSH) em figado de ratos diabéticos

O tratamento dos animais com a FSM (50 e 100 mg/kg,v.0.) foi iniciado 48 h
apo6s a indugdo do diabetes com ALX (40 mg/kg,i.v.). O nivel de GSH foi determinado no 5°
(quinto) dia de tratamento. O grupo CD= Controle diabético foi tratado apenas com ALX e
agua destilada; o grupo CN= Controle normal foi tratado apenas com agua destilada. Os
valores representam a média + EPM de 6 animais por grupo. “p< 0,05 em relagdo ao grupo

CN; bp< 0,05 em relagdo ao grupo CD.
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Figura 23 - Efeito da Fra¢ao Rica em Tiramina (FRT), Tiramina (TIR) e Glibenclamida

(GLI) sobre a reducao no nivel de glutationa reduzida (GSH) em figado ratos diabéticos

O tratamento dos animais com a FRT (100 mg/kg,), TIR ( 1 e 2 mg/kg) e GLI (5
mg/kg), por via oral foi iniciado 48 h apos a indugao do diabetes com ALX (40 mg/kg,i.v.).
O nivel de GSH foi determinado no 5° (quinto) dia de tratamento. O grupo CD= Controle
diabético foi tratado apenas com ALX e agua destilada; o grupo CN= Controle normal foi
tratado apenas com agua destilada. Os valores representam a média £ EPM de 6 animais por

grupo. p< 0,05 em relagio ao grupo CN; bp< 0,05 em relagao ao grupo CD.
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Figura 24 - Efeito da Fracdo Solivel em Metanol (FSM) sobre a atividade da catalase em

figado de ratos diabéticos

O tratamento dos animais com a FSM (50 e 100 mg/kg,v.0.) foi iniciado 48 h
ap6s a indug¢do do diabetes com ALX (40 mg/kg,i.v.). A atividade da catalase foi
determinada apds 5 dias de tratamento. O grupo CD= Controle diabético foi tratado apenas
com ALX e 4gua destilada; o grupo CN= Controle normal foi tratado apenas com agua
destilada. Os valores representam a média + EPM de 5-7 animais por grupo. “p< 0,05 em

relacdo ao grupo CN; bp< 0,05 em relagdo ao grupo CD.
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Figura 25 - Efeito da Fragdo Rica em Tiramnia (FRT), Tiramina (TIR) e Glibenclamida

(GLI) sobre a atividade da catalase em figado de ratos diabéticos

O tratamento dos animais com a FRT (100 mg/kg,), TIR (1 e 2 mg/kg,) e GLI (5
mg/kg,), por via oral foi iniciado 48 h apos a indug@o do diabetes com ALX (40 mg/kg,i.v.). A
atividade da catalase foi determinada apds 5 dias de tratamento. O grupo CD= Controle
diabético foi tratado apenas com ALX e agua destilada; o grupo CN= Controle normal foi
tratado apenas com agua destilada. Os valores representam a média + EPM de 5-10 animais

por grupo. “p< 0,05 em relagdo ao grupo CN; bp< 0,05 em relagdo ao grupo CD.



113

Nitrito (uM)
=
N

Mas

FSM 50 FSM 100

Figura 26 - Efeito da Fracdo Soluvel em Metanol (FSM) sobre a reducao no nivel de nitritos

em figado de ratos diabéticos.

O tratamento dos animais com a FSM (50 e 100 mg/kg,v.0.) foi iniciado 48 h
apos a indugdo do diabetes com ALX (40 mg/kg,i.v.). O nivel de nitrito foi determinado no
5° (quinto) dia de tratamento. O grupo CD= Controle diabético foi tratado apenas com ALX
e agua destilada; o grupo CN= Controle normal foi tratado apenas com agua destilada. Os
valores representam a média + EPM de 6 animais por grupo. “p< 0,05 em relagdo ao grupo

CN; bp< 0,05 em relagdo ao grupo CD.
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Figura 27 - Efeito da Fracdo Rica em Tiramina (FRT), Tiramina (TIR) e Glibenclamida
(GLI) sobre a redug@o no nivel de nitrito em figado de ratos diabéticos

O tratamento dos animais com a FRT (100 mg/kg ), TIR (1 e 2 mg/kg) e GLI (5
mg/kg), por via oral foi iniciado 48 h apods a indugdo do diabetes com ALX (40 mg/kg,i.v.).
O nivel de nitrito foi determinado no 5° (quinto) dia de tratamento. O grupo CD= Controle
diabético foi tratado apenas com ALX e agua destilada; o grupo CN= Controle normal foi
tratado apenas com agua destilada. Os valores representam a média £ EPM de 6 animais por

grupo. p< 0,05 em relagio ao grupo CN; bp< 0,05 em relagao ao grupo CD.
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3.12 Dosagem de Hemoglobina glicada em ratos nao diabéticos tratados com a FSM,
TIR e QCT).

Na Tabela 12, os resultados mostram uma reducao significativa da Hemoglobina
Glicada (HBalc) com a FSM e TIR (50 pg/ml), sendo de 36,5 % (5,55 £ 1,00) e 40,4 (5,21 +
0,89) quando comparadas com os respectivos controles (8,74 + 0,50), enquanto que a
reducdo com a quercetina (substincia padrdo utilizada) foi bem maior e de 51,3 % (4,25 £
0,28). Estes resultados apontam para a atividade antioxiante da FSM e TIR, no sangue de

animais normais, mas com excesso de glicose.

3.13 Avaliagdo Histopatologica em pancreas de ratos diabéticos tratados com a FSM,

TIR e GLI

Nas Figura 28 e 29 o pancreas de rato controle diabético=CD, tratado com ALX,
apresenta células necrdticas vacuolizadas e com nucleo picnotico das ilhotas de Langerans,
por outro lado nenhuma altera¢ao foi observada no grupo controle normal = CN nao tratado
com ALX, apenas com agua destilada. J& no pancreas de ratos tratados com FSM (100
mg/kg,v.0), GLI (5 mg/kg,v.0.) e TIR (1 mg/kg,v.0.) observamos regeneragdo das ilhotas de
Langerans, diminuindo a lesdo causada pelo ALX 40 mg/kg,i.v.

Na Figura 30 observamos uma redug¢do de 50 % (0,009 + 0,0016, n=8) no
numero de ilhotas/drea no pancreas de ratos diabéticos= CD quando comparados com o
controle normal=CN, tratados apenas com dgua destilada (0,018 + 0,0028, n=6), mostrando a
toxicidade do aloxano nas ilhotas do pancreas. Observamos também que a FSM (100
mg/kg,v.0) aumentou o numero de ilhotas/area em 89 % (0,017 = 0,0026) quando
comparada com o controle diabético=CD (0,009 + 0,0016), se aproximando do numero de
ilhotas/area do controle normal= CN (0,018 £ 0,0028). Da mesma forma a droga
hipoglicemiante padrdao GLI (5 mg/kg,v.0.) causou um aumento de 67 % (0,015 + 0,0031,

n=7) no niumero de ilhotas/area quando comparada com o CD (0,009 + 0,0016, n=8).
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3.14 Determinacio do conteido de Glicogénio hepitico em ratos diabéticos tratados

com a FSM

A figura 31 mostra que ndo houve alteracdo significativa na dosagem de
glicogénio 2 ou 24 h apos a adicdo da enzima amiloglicosidase nos animais CN, ou seja
controle normal tratados apenas com agua. No grupo CD, ou seja controle diabético
induzido com aloxano e apds 48 h tratados somente com agua por 10 dias, as redugdes foram
significativas e semelhantes no contetido de glicogénio hepatico dosado 2 h (18,1 £3,22 ) e
24 h (18,4 + 3,87 mg/dL) apods a adi¢do da enzima, sendo de 61 %, respectivamente quando
comparadas ao grupo CN 2 h(46,3 + 1,31) e 24 h (47,0 £ 1,71 mg/dL). J& FSM (100
mg/kg,v.0.), aumentou em 2,4 vezes o contetido de glicogénio 2 h (42,5 + 1,96), havendo

um decréscimo deste aumento apds 24 h (30,3 + 2,30), sendo de 1,6 vezes.

Tabela 12 — Glicagdo in vitro da hemoglobina (4g/dL) de ratos nao diabéticos, na presenca
de D-glicose 50 mM e a Fragdo Soluvel em Metanol (FSM), comparada com a Tiramina
(TIR) e quercetina (QCT)

Amostra % HBAIlc % Inibicao
Controle 8,74 £ 0,50 (05) -
FSM 5,55+ 1,00 (04)* 36,5
TIR 5,21 +0,89 (05)° 40,4
QCT 425+0,28 (04)* 51,3

O sangue dos ratos Wistar em jejum de 12 horas foi colhido da aorta abdominal e
preparado um pool de heméceas de 8 ratos ( 3 ml do sangue de cada um). Depois de obter
uma solugdo contendo hemoglobina, amostras desta foram incubadas e as analises foram
feitas em duplicatas. Os tubos controle contém somente tampao, Hb (4 g/dL) e D-glicose 50
mM. As incubagdes de FSM, TIR e QCT foram realizadas na concentragdo de 50 pg/ml. Os
valores representam a Média + EPM do nimero de tubos entre parénteses. “p< 0,05 em

relag@o ao grupo controle (ANOVA ¢ Student-Newman-Keuls como post hoc ).
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Figura 28 - Micrografia ilustrando os efeitos da Fracdo Solivel em Metanol (FSM) e

Glibenclamida (GLI) em pancreas de ratos diabéticos

Nota: CN — Controle Normal: ratos tratados apenas com agua destilada observa-se aparéncia normal do
pancreas; CD — Controle Diabético: ratos diabéticos induzidos com ALX, presenca de células necroticas
vacuolizadas e com nticleo picnoético das ilhotas de Langerans. FSM — Pancreas de ratos diabéticos induzidos
com ALX e tratados com a FSM., diminuicdo da lesdo das ilhotas; GLI - Pancreas de ratos diabéticos
induzidos com aloxano e tratados GLI, diminui¢do do tamanho das ilhotas de Langerans sem alteracio
histologica das mesmas (aumento 40x).
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Figura 29 - Micrografia ilustrando os efeitos da Tiramina (TIR) em pancreas de ratos
diabéticos.

Nota: CN — Controle Normal: ratos tratados apenas com agua destilada observa-se aparéncia normal do
pancreas; CD — Controle Diabético: ratos diabéticos induzidos com ALX, presenga de células necroticas
vacuolizadas e com nucleo picnoético das ilhotas de Langerans. TIR — Pancreas de ratos diabéticos induzidos
com ALX e tratados com a TIR apresentando diminuigdo da lesdo das ilhotas (aumento 40x).
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Figura 30 - Contagem de Ilhotas em pancreas de ratos diabéticos tratados com a Fracao

Soluvel em Metanol (FSM), e GLI (5 mg/kg)l

Os animais foram tratados por 5 dias com FSM (50 e 100 mg/kg), e GLI (5
mg/kg), por via oral e no 5° dia de tratamento o pancreas foi retirado e corado com
hematoxilina-eosina e o nimero de ilhotas foi contado com o auxilio de microscopio 6tico. O
grupo CD= Controle diabético foi tratado apenas com ALX (40 mg/kg,i.v.) e agua destilada;
o grupo CN= Controle normal foi tratado apenas com 4gua destilada. Os valores representam
a média + EPM de 6-8 animais por grupo. *p< 0,05 em relag¢io ao grupo CN; °p< 0,05 em

relacdo ao grupo CD.
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Figura 31 - Efeito da FSM sobre o glicogénio hepatico de ratos diabéticos

O tratamento dos animais com a FSM (100 mg/kg,v.0.) foi iniciado 48 h apos a
inducdo do diabetes com ALX (40 mg/kg,i.v.). O glicogénio foi determinado apoés 10 dias de
tratamento. O grupo CD= Controle diabético foi tratado apenas com ALX e adgua destilada; o
grupo CN= Controle normal foi tratado apenas com agua destilada. Os valores representam a
média + EPM de 10 animais por grupo. p< 0,05 em relagdo ao grupo CN; °p< 0,05 em

relacdo ao grupo CD.
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3.15 Avaliacdo da FSM, TIR e GLI na hiperglicemia induzida por DZ em ratos

Com o objetivo de esclarecer o mecanismo de acdo da FSM, resolvemos avaliar
seus efeitos, utilizando o DZ, um antagonista da GLI, conhecido por reverter seus efeitos.

A Tabela 13 mostra o efeito da FSM (100 mg/kg,v.0,) e TIR (2mg/kg,v.0) e GLI
(5mg/kg,v.0.) administrados sozinhos e associados com a droga hiperglicemiante DZ (60
mg/kg,i.p.). Os resultados mostram que o DZ(60 mg/kg) aumentou a glicemia dos ratos nos
em 28,67 e 113 % (116,2 +5,24; 164,2 £ 17,01 ¢ 211,2 + 16,90 mg/dL, n=6) nos tempos 30,
60 e 120 min quando comparados com os controles (91,0 + 3,72; 98,3 + 6,64 ¢ 99,0 + 5,36
mg/dL, n=6). A FSM (100 mg/kg,) e a TIR (2mg/kg) sozinhas mantiveram a glicemia dentro
dos niveis normais nos tempos 30 (85,83 + 4,18 e 88,5 £ 3,40) , 60 (86,5 + 3,69 ¢ 109,2 +
5,50) e 120 min (102,7 £ 5,32; 115,5 £ 4,37) mas quando associadas com o DZ (60 mg/kg,)
ndo conseguiram reverter a sua hiperglicemia, mas mantiveram os niveis glicémicos
elevados no tratamento com a FSM: 23, 50 e 105% (112,2 £ 6,02; 147,3 £ 4,29 ¢ 203,3 +
9,60 mg/dL) e TIR: 28, 68 ¢ 124 % (117,0 £ 6,57; 166,1 £ 21,1 e 221,7 £ 35,42 mg/dL, n=6)
quando comparados com os controles (91,0 £ 3,72; 98,3 £ 6,64 ¢ 99,0 + 5,36 mg/dL, n=6).

A droga padrao GLI (5mg/kg) sozinha manteve os niveis glicémicos normais nos
tempos 30 (67,3 £ 3,16), 60 (65,8 + 5,06), 90 (60,7 £ 5,54) e 120 min (70,5 £ 6,41 mg/dL) e
quando associada com DZ(60 mg/kg,) protegeu os animais da hiperglicemia causada pelo
mesmo. As redugdes foram de 36, 40 e 48 %(74,0 £ 7,75; 99,0 £ 9,79 e 110,0 + 14,43
mg/dL, n=6) nos tempos 30, 60 e 120 min quando comparada com os respectivo controles
(116,2 £ 5,24; 164,2 £ 17,01 e 211,2 £ 16,90 mg/dL, n=6) . Os resultados sugerem que a
atividade hipoglicemiante da FSM e TIR ocorra por mecanismo de acdo diferente da
glibenclamida. A partir dai, resolvemos investigar a a¢ao de outro hipoglicemiante oral, no

caso a metformina e sua associacao com a TIR.
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Tabela 13 - Avaliagdo da Frag¢do Soltvel em Metanol de Cissus verticillata (FSM), Tiramina

(TIR) e Glibenclamida (GLI) na curva glicémica com diazéxido em ratos

Grupos Tempo (min)
(mg/kg,v.0) ( Média + EPM)
0 30 60 120
CN 88,5+ 2,55 91,0 +3,72 98,3 + 6,64 99,0 + 5,36
DZ 60 63,4 +3,27 1162+524  1642+17,01° 211,2+16,90°
FSM 100 67,3+ 1,78 85,83 +4,18 86,5 + 3,69 102,7 + 5,32
FSM 100+DZ 60 55,7+ 1,80 112,2 + 6,02 1473+429*  203,3 +9,60°
TIR 2 107,0 + 3,30 88,5 + 3,40 109,2 + 5,50 115,5 + 4,37
TIR 2 + DZ 60 62,2 + 3,63 117,0 + 6,57 166,1 +21,1°  221,7 +35,42°
GLI 5 67,3 £ 3,16 65,8 +5,06" 60,7 +5,54° 70,5+ 6,41°
GLI 5 + DZ 60 76,0 + 3,73 74,0 +7,75° 99,0+9,79°  110,0 + 14,43"

Os valores representam a Média £ EPM de 6 animais por grupo. A glicemia foi

avaliada antes (Tempo = 0 ) de ratos em jejum de 12 horas. Logo em seguida os animais

foram pré-tratados por via oral com a FSM (100 mg/kg), TIR (2 mg/kg) e GLI (5 mg/kg) e

30 minutos depois foram tratados com diazéxido 60 mg/kg,i.p. A glicemia foi medida nos

tempos 30, 60, ¢ 120 minutos apds a administracdo das drogas sozinhas ou associadas com

diazoxido 60 mg/kg,i.p(DZ 60). *p<0,05 em relacdo ao respectivo controle normal (CN) de

cada tempo e "p<0,05 em relagio ao DZ 60 (ANOVA e Student-Newman-Keuls como post

hoc.
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3.16 Avaliacdo da glicemia, colesterol total, trigliceridios e VLDL, em ratos diabéticos

tratados a TIR e MET e sua associacdo (MET + TIR)

A Tabela 14 mostra a avaliagdo da glicemia em ratos diabéticos antes do
tratamento ( 48 horas apds a inje¢ao de ALX (40 mg/kg,i.v) e depois do tratamento de 5 dias
com TIR (1 mg/kg,v.0.) e MET (50 mg/kg,v.0). Os animais controle normal (tratados
somente com 4agua destilada) ndo sofreram alteragdo da glicemia apds os 5 dias de
tratamento. Ja os animais controle diabético (tratados com ALX 40 mg/kg) aumentaram a
glicemia de 72,9 + 2,30 mg/dL para 328,2 + 22,02 mg/dL, 48 h apds a inducdo com
aloxano) e esta glicemia permaneceu elevada apds 5 dias de tratamento (335,1 £ 18,87). A
TIR nas doses de 1 e 2 mg/kg causou uma reducdo de 35 e 43% (211,3 £ 15,23 e 148,0 =
28,55 mg/dL) quando comparada com os respectivos controles (324,7 + 18,12, n=17 e 259,5
+ 17,57 mg/dL, n=11)) enquanto que a droga padrao MET 50 mg/kg causou uma redugdo da
glicemia de 49 % (160,6 + 23,82 mg/dL) quando comparada com o controle (315,6 + 18,70
mg/dL). A associagao TIR 1 + MET 50 e TIR 2 + MET 50 causou uma reducao na glicemia
de 66 ¢ 73 % (105,9 £ 17,12 e 111.3+ 27,93 mg/dL), quando comparada com os respectivos
controles (308,0 + 24,03, n=08 e 409,8 + 27,92, n=08) mostrando que a associacao de
TIR+MET leva a uma tendéncia a potenciacao, aproximando a glicemia dos valores normais.

Com relagdo ao colesterol total, observamos que os animais tratados com aloxano
40 mg/kg,i.v, ndo alteraram de modo significativo os niveis de colesterol total nos controles
diabéticos (71,0 £+ 3,05 e 64,7 + 3,14, n=18), quando comparados com os controles normais
(61,7+3,27; 72,2 £ 1,79 mg/dL, n=20) antes e apds o tratamento com agua destilada.

Os resultados com a TIR nas doses de 1 e 2 mg/kg causou reducdes do colesterol
de 22 e 28% (52,3+ 4,17 e 47,3 £ 1,69 mg/dL) quando comparadas com o0s respectivos
controles (67,3 + 3,25 e 66,1 £+ 3,07 mg/dL). J& a droga padrao MET (50 mg/kg) causou uma
reducdo do colesterol de 37 % (44,5 + 2,84 mg/dL) quando comparada com o seu respectivo
controle (71,0 + 4,72 mg/dL). A associagdo TIR 1 + MET 50 causou uma redugdo do
colesterol de 34 % (52,4 £ 6,50 mg/dL)) quando comparada com o controle (79,4 + 7,87),
mostrando que ndo houve uma potencializagdo quando administradas juntas. Enquanto que a
associacdo TIR 2 + MET 50 reducdo do colesterol de 26 % (47,3 2,34 mg/dL) quando
comparada com o seu controle (63,7 + 3,98 mg/dL), Tabela 15.

A Tabela 16 mostra a avaliagdo dos trigliceridios e VLDL em ratos diabéticos

antes do tratamento ( 48 horas apds a injecdo de aloxano 40 mg/kg,i.v ) e depois do



124

tratamento de 5 dias com TIR (1 mg/kg,v.0.) e MET (50 mg/kg,v.0.). Os animais controle
normal (tratados somente com agua destilada) ndo sofreram alteragao dos trigliceridios apds
os 5 dias de tratameto. J4 os animais controle diabético (tratados com aloxano 40 mg/kg)
aumentaram os trigliceridios de 64,9 + 9,17 para 140,8 + 11,89 mg/dL. A TIR nas doses de 1
e 2 mg/kg causou redugdes dos trigliceridios e VLDL de 51 e 54 % (89,4 £ 8,77 e 17,9t
1,75; 70,6 £ 10,62 e 14,1 £ 2,13 mg/dL) quando comparadas com os respectivos controles
(181,4 £ 14,44 ¢ 36,3 +2,89; 154,0 £ 11,70 e 30,8 =+ 2,34 mg/dL). J4 a droga padrao MET
50 mg/kg causou uma redugdo dos trigliceridios e VLDL de 48 % (79,7 £ 5,62 ¢ 16,0 £ 1,12
mg/dL) quando comparada com os seus respectivos controles (152,8 + 15,11 ¢ 30,6 + 3,02
mg/dL)

A associagdo TIR 1 + MET 50 e TIR 2 + MET 50 causou reducdes dos
trigliceridios e VLDL de 43 e 63 % (92,1 £ 9,23 ¢ 18,4 + 1,86; 76,6 £ 5,24 ¢ 15,3 + 1,05
mg/dL) quando comparadas com os controles (166,8 + 14,13 e 33,4 + 2,83; 209,3 + 13,38 ¢
41,9 + 2,68 mg/dL). Observamos, destes resultados com TIR 1 e 2, que os valores das
redugdes dos trigliceridios sdo semelhantes aos resultados obtidos com a droga padrao MET

e compativeis aos valores normais dos trigl¢iceridios.

Tabela 14 - Efeito da Tiramina (TIR) e Metformina (MET) e a sua associacdo (MET + TIR)

sobre a glicemia de ratos diabéticos

Grupos (mg/kg,v.o) Glicemia(mg/dL)

Tratamento Antes Depois

CN 72,9 £ 2,30 (08) 80,8 + 3,37
CD 328,2 £22,02%(18) 335,1+18,87°
TIR 1 324,7+ 18,12 (17) 211,3 + 15,23
TIR 2 259,5+17,57*(11) 148,0 + 28,55°
MET 50 315,6 +18,70%(14) 160,6 + 23,82
MET 50 + TIR 1 308,0 + 24,03 08) 105,9 +17,12°
MET 50 + TIR 2 409,8 + 27,92 (08) 111.3+27,93°

A glicemia foi medida no soro de ratos controle normal (CN) e controle diabético
(CD) antes e depois do tratamento com dgua destilada ou com Tiramina 1 e 2 mg/kg (TIR 1 e

2) e Metformina 50 mg/kg (MET 50) e as associacdes MET 50 + TIR 1 ¢ MET 50 + TIR 2,
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via oral por 5 dias. O tratamento dos animais iniciou 48 h apds a inducao da hiperglicemia
com aloxano. O grupo controle normal ( CN ) foi tratado apenas com agua. Os valores
representam a média + EPM do nimero de animais entre paréntese. * p<0,05 quando
comparado com CN( ANOVA e Student-Newman-Keuls como post hoc ); °p < 0,05 quando

comparado com o mesmo grupo antes do tratamento ( Teste “t” pareado ).

Tabela 15 - Efeito da Tiramina (TIR) e Metformina (MET) e a sua associacdo (MET +

TIR) sobre o colesterol total de ratos diabéticos

Grupos (mg/kg,v.0) Colesterol Total(mg/dL)
Tratamento Antes Depois
CN 61,7 +3,27 (20) 72,2+ 1,79
CD 71,0 £3,05 (18) 64,7 + 3,14
TIR 1 67,6 +3,25 (15)° 52,3+4,17
TIR 2 66,1 £3,07 (11)* 473 +1,69°
MET 50 71,0 £4,72 (14)° 44,5 +2,84°
MET 50 + TIR 1 79,4 + 7,87 (08)° 52,4 + 6,50
MET 50 + TIR 2 63,7 + 3,98 (08)* 47,3 +2,34°

O colesterol total foi medida no soro de ratos controle normal (CN) e controle
diabético (CD) antes e depois do tratamento com dgua destilada ou com Tiramina 1 e 2 mg/kg
(TIR 1 e 2) e Metformina 50 mg/kg (MET 50) e as associagdoes MET 50 + TIR 1 e MET 50 +
TIR 2, via oral por 5 dias. O tratamento dos animais iniciou 48 h apo6s a indugdo da
hiperglicemia com aloxano. O grupo controle normal (CN) foi tratado apenas com agua. Os
valores representam a média + EPM do niimero de animais entre parénteses. * p<0,05 quando
comparado com CN( ANOVA e Student-Newman-Keuls como post hoc ); bp < 0,05 quando

comparado com o mesmo grupo antes do tratamento ( Teste “t” pareado ).
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Tabela 16 - Efeito da Tiramina (TIR) e Metformina (MET) e a sua associagao (MET + TIR)

sobre os trigliceridios e lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) de ratos diabéticos

Grupos Trigliceridios VLDL

(mg/kg,v.0) (mg/dL) (mg/dL)

Tratamento Antes Depois Antes Depois
CN 64,9 £9,17 (12) 79,8 +10,25 12.8+1,74(12) 16,0 +2,05
CD 140,8 + 11,89 (15)*  106,0£9,33" 28,2+2,38(15)* 21,2+1,87
TIR 1 181,4+ 14,44 (17)*  894+877°  363+2,89(17)* 17,9+1,75°
TIR 2 1540+ 11,70 (1D* 70,6 £10,62° 30,8 +2,34(11)* 14,1+2,13
MET 50 152,8 £ 15,11 (14)*  79,7+5,62° 30,6 +3,02(14)* 16,0+1,12°
METISO + 166,8 +14,13 (08)*  92,1+9,23°  33,4+283(08)" 184+1,86"
gEiTZ 50 + 209,3 + 13,38 (08)* 76,6 +524°  41,9+2,68(08)* 15,3+ 1,05

Os trigliceridios e VLDL foram medidos no soro de ratos controle normal (CN) e

controle diabético (CD) antes e depois do tratamento com agua destilada ou com Tiramina 1

e 2 mg/kg (TIR 1 e 2) e Metformina 50 mg/kg (MET 50) e as associagdes MET 50 + TIR 1

e MET 50 + TIR 2, via oral por 5 dias. O tratamento dos animais iniciou 48 h apos a inducao

da hiperglicemia com aloxano. O grupo controle normal (CN) foi tratado apenas com agua.

Os valores representam a média + EPM do niimero de animais entre parénteses. * p<0,05

quando comparado com CN( ANOVA e Student-Newman-Keuls como post hoc ); °p < 0,05

quando comparado com o mesmo grupo antes do tratamento ( Teste “t” pareado ).
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3.17 Avaliacao dos niveis séricos de uréia e creatininia em ratos diabéticos tratados

com a TIR e MET e sua associacio (MET + TIR)

A Tabela 17 mostra o efeito da MET (50 mg/kg, v.0.) e TIR (1 e 2 mg/kg, v.0.) e
suas associagdes (TIR 1 + MET 50 e TIR 2 + MET 50) sobre os niveis séricos de uréia e
creatinina em ratos diabéticos induzidos por ALX 40 mg/kg, i.v.).

Os resultados mostram que houve aumento significativo nos niveis séricos de
Uréia de 19,6 £ 0,56 para 49,7 + 3,44, n=12) no grupo CD (48 h apos ALX) e estes valores
permaneceram alterados 5 dias ap6s o tratamento sendo de 42,6 = 6,27, n=12).

A TIR (1 mg/kg, v.0.) causou uma reducao dos niveis de Uréia de 26 % (31,0 £+
4,60 mg/dL) quando comparada com o seu controle (42,0 = 4,74 mg/dL). Curiosamente, a
TIR (2 mg/kg, v.0.) ndo teve efeito sobre este niveis. Ja a droga padrao MET (50 mg/kg,v.0)
causou uma reducdo de 31 % (26,3 = 3,13 mg/dL) quando comparada com o seu controle
(37,9 £ 4,41 mg/dL)

Da mesma forma que a MET (50 mg/kg, v.0.) e TIR (1 mg/kg, v.0.) sozinhas
reduziram os niveis de uréia, a sua associagao (MET 50 + TIR 1 e MET 50 + TIR 2) causou
um aumento nesta redu¢do de 50 e 43 % (26,0 £ 2,05, n=08 e 16,3 + 3,24 mg/dL, n=07
quando comparados com os respectivos controles (51,8 £ 1,81 e 28,5 + 3,47 mg/dL).

Com relagdo aos niveis de creatinina observamos que houve aumento (0,4 = 0,03
para 3,1+ 0,16 mg/dL, n=12), no grupo CD (48 h ap6s ALX) e esses valores permaneceram
alterados 5 dias apds o tratamento (2,5 £ 0,10 mg/dL, n=12).

A MET 50 mg/kg,v.o reduziu em 52 % (1,5 = 0,07, n=16) os niveis de creatinina
quando comparados com o controle (3,1 + 0,14 mg/dL). J4 a TIR (le 2 mg/kg,v.0.) reduziu
em 27 (1,9 £ 0,16, n=13) e 39 % (1,4 = 0,20, n=6) quando comparados com os respectivos
controles (2,6 = 0,19 e 2,3 = 0,32 mg/dL). A associagdo MET 50 + TIR 1 reduziu os niveis
de creatinina em 57 % (1,3 = 0,12, n=8) quando comparados com o seu controle (3,0 + 0,09
mg/dL), mostrando que ndo houve potenciagado, ja que a reducao com MET (50 mg/kg), foi
de 52 % e com a TIR (1 mg/kg) foi de 27 %. Da mesma forma, a associagdo MET 50 + TIR
2 ndo potencializou a reducdo dos niveis de creatinina, sendo somente de 32 % (2,1 £ 0,27,

n=5) quando comparados com o seu respectivo controle (3,1 + 0,24 mg/dL).
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Tabela 17 - Efeito da Tiramina (TIR), Metformina (MET) e a sua associagdo (MET + TIR)

sobre os niveis séricos de uréia e creatinina em ratos diabéticos

Grupos Uréia Creatinina
(mg/kg,v.0) (mg/dL) (mg/dL)
Tratamento Antes Depois Antes Depois
CN 19,6 0,56 (12)  21,1+0,88 0,4 +0,03 (14) 0,4 + 0,03
CD 497+3,44 (12)*  42,6+627  3,1£0,16*(12) 2,5+0,10°
TIR 1 42,0+ 4,74 (12)*  31,0+4,60°  2,6+0,19°(13) 1,9+0,16°
TIR 2 59,0 + 2,07 (06)*  49,7+3.44  23+0,32%(06) 1,4+0,20°
MET 50 37,9+ 4,41 (12)"  263+3,13°  3,1+0,14*(16) 1,5+0,07°
MET 50+ TIR 1 51,8+1,81(08)* 26,0+2,05>  3,0+0,09°(08) 1,3+0,12°

MET 50 + TIR2 28,5+3,47(07)® 163+324°  3,140,24*(05) 2,1+0,27°

A Uréia e a Creatinina foram medidas no soro de ratos controle normal (CN) e
controle diabético (CD) antes e depois do tratamento com agua destilada ou com a TIR (1 e 2
mg/kg), MET (50 mg/kg) e as associagdes: MET (50mg/kg) + TIR (1 mg/kg) ou MET (50
mg/kg) + TIR (2 mg/kg) via oral por 5 dias. O tratamento dos animais iniciou 48 h apos a
inducdo da hiperglicemia com aloxano. O grupo controle normal (CN) foi tratado apenas
com agua. Os valores representam a média + EPM de 6-15 animais por grupo. * p<0,05
quando comparado com CN( ANOVA e Student-Newman-Keuls como post hoc ); °p < 0,05

“t”

quando comparado com o mesmo grupo antes do tratamento ( Teste “t” pareado).
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3.18 Determinac¢iao dos niveis séricos das enzimas AST e ALT em ratos diabéticos

tratados com TIR e MET e sua associacio (MET + TIR)

A Tabela 18 mostra que os niveis de AST com TIR 1 mg/kg foram reduzidos em
24 % (55,6+ 5,30 U/L) quando comparados com o seu controle (73,4 + 4,20 U/L) enquanto a
TIR 2 mg/kg ndo mostrou reducdo significativa. Uma reducdo acentuada de 40 % (44,6 =
4,76) ocorreu com a MET 50 mg/kg quando comparado com o seu respectivo controle (74,8
+ 5,34 U/L),

Da mesma forma as associagdes MET 50 +TIR 1 mg/kg e MET 50 +TIR 2 mg/kg
causaram reducdes de 35 % (48,2 + 3,73) e 49 % (40,0 + 3,15 U/L) quando comparadas com
o0s seus respectivos controles (74,0 £ 7,44 ¢ 78,8 £ 9,05 U/L ).

Os niveis de ALT nao foram alterados nos animais controle diabético(CD) 48
horas e 5 dias apds o tratamento com aloxano 40 mg/kg,i.v (43,5, = 3,65 ¢ 52,9 + 4,84,
n=24) quando comparados com o grupo controle normal antes e apds o tratamento de 5 dias
(49,2 £ 4,32 ¢ 48,9 £ 4,24, n=10) . A TIR 1 e TIR 2 também nao alteraram os valores de
ALT, sendo antes do tratamento (46,0 £+ 3,15 e 52,3 £ 4,06, n=21) e depois (38,0 + 2,82 ¢
45,3 + 441). A MET 50 também nao alterou os niveis de ALT sendo os valores, antes do
tratamento (40,0 £ 1,97, n-14) e depois do tratamento (33,2 = 1,91). Conseqiientemente, as
associacdes MET 50 + TIR 1 e MET 50 + TIR 2 ndo alteraram os valores de ALT, sendo
antes do tratamento (33,2 + 1,36, n=11 e 34,8 = 2,19, n=5) e depois do tratamento (31,8 +
1,88 ¢ 29,1 + 3,57).
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Tabela 18 - Efeito da Tiramina (TIR) e Metformina (MET) e a sua associagao (MET + TIR)
sobre os niveis séricos das enzimas aspartato transaminase (AST) e alanina transaminase

(ALT) de ratos diabéticos

Grupos AST ALT

(mg/kg,v.0) (U/L) (U/L)

Tratamento Antes Depois Antes Depois
CN 86,0 £4,04 (16) 70,4 £2,75 49.2+432(10) 48,9+4,24
CD 89,0 £ 5,65 (24) 73,2+ 7,94 43,5+ 3,65 (10) 52,9+4,84
TIR 1 73,4 +£4,20 (14) 55,6+ 5,30° 46,0 + 3,15 (21) 38,0 £ 2,82
TIR 2 86,9+10,19(08) 83,9+13,44 523+4,06(12) 453+4,41
MET 50 74,8+534(16) 44,6 +4,76"> 40,0+ 1,97 (14) 33,2+1,91
MET 50 + TIR 1 74,0+ 7,44 (11)  482+3,73*° 332+ 1,36(11) 31,8 +1,88
MET 50 + TIR 2 78,8+9,05(05)  40,0+3,15 34,8+2,19(05) 29,1 +3,57

Os niveis séricos de AST e ALT foram medidas no soro de ratos controle normal
(CN) e controle diabético (CD) antes e depois do tratamento com agua destilada ou com TIR
(1 mg/kg) e MET (50 mg/kg) e as associacdes MET (50 mg/kg) + TIR (1 mg/kg) e MET (50
mg/kg + TIR (2mg/kg), via oral por 5 dias. O tratamento dos animais iniciou 48 h apds a
inducdo da hiperglicemia com aloxano. O grupo controle normal (CN) foi tratado apenas
com agua. Os valores representam a média + EPM de 5-16 animais por grupo. * p<0,05
quando comparado com CN( ANOVA e Student-Newman-Keuls como post hoc ); °p < 0,05

quando comparado com o mesmo grupo antes do tratamento ( Teste “t” pareado).
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3.19 Avaliacdo Final de Peso e Mortalidade em ratos diabéticos tratados com a FSM,

FRT), TIR, GLI e MET

Na Tabela 19 observamos que os animais Controle diabético (CD) tratados com
aloxano 40 mg/kg,i.v. apresentaram uma variacao de peso de 9,5 % (201,0 + 4,20) quando
comparado com o peso incial (222,1 + 4,00 g), e uma mortalidade em torno de 31 %. Ja a
FSM (50 mg/kg) apresentou uma variagdo de peso de 6,5% (178,5 = 6,79) quando
comparada com o controle (191,3 = 8,20 g), entretanto apesar de uma pequena perda de
peso, a mortalidade com esta dose foi alta e de 38%. Ja a FSM (100 mg/kg) causou uma
pequena redugdo de peso que ndo foi significativa, sendo de 1,7 % (197,3 = 7,02) quando
comparada com o seu controle (200,7 + 6,25 g), bem como um baixo indice de mortalidade,
em torno de 18 %.

A FRT (100 mg/kg) causou uma reducdo significativa de peso que foi em torno de
10,4 % (163,1 = 4,19) quando comparada com o seu controle (182,1 + 5,30 g) e uma
mortalidade de 28 %, sendo mais baixa do que o CD. Ja a TIR (1, 2, 4 mg/kg) causou
pequenas, mas significativas reducdes de peso de 7,5 (211,1 + 6,91) ; 6,8 (203,3 £ 5,09) e
6,4 % (209,0 £ 6,46 g) quando comparada com os respectivos controles (228,3 + 7,79; 218,1
+ 5,95 ; 223,2 + §,01 e uma mortalidade de 39, 39 e 44 %, considerada alta quando
comparada com o grupo CD (31 %)

A GLI (2,5 mg/kg,.) causou um reducdo significativa de peso de 13 % (197,0 £
7,72) quando comparada com o seu controle (226,4 + 1,47 g) e uma mortalidade de 44 %.
Ao contrario da dose anterior, a GLI (5 mg/kg,) ndo causou redugdo significativa de peso,
mas a taxa de mortalidade foi de 38 %.

A MET (50 e 100 mg/kg,v) causou reducdes semelhantes e de 11 e 10 % (206,6 +
5,81 e 198,0 + 5,29 g), entretanto apresentou um alto percentual de mortalidade com a dose
de 100 mg/kg, sendo de 57 % enquanto que a dose de 50 mg/kg causou uma mortalidade de
16 %, evidenciando que esta dose, entre as duas deve ser a preferida para o tratamento de
animais diabéticos.

A associagdo FSM (50 mg/kg) + TIR (1 mg/kg) causou um pequena, mas
significativa reducao de peso que foi de 5 % (206,9+10,25), quando comparada com o seu
controle 217,3 + 5,69 g), entretanto causou uma alto indice de mortalidade de 50 %,
mostrando que juntas potenciam a mortalidade delas separadas.

Ja a associagdo GLI (5 mg/kg) + TIR (1 mg/kg) causou uma pequena reducdo de
peso, sendo de 6 % (231,0 £ 8,29) quando comparada com o seu controle (245,1 + 7,93 g). A
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mortalidade também foi baixa e de 20 %, mostrando uma reversao dos efeitos da TIR e GLI
sozinha.

A associacdo MET (50 mg/kg) + TIR (1 mg/kg) causou uma reducdo de peso de 7
% (182,4 = 5,61), quando comparada com o seu controle (196,3 + 3,22 g) e uma baixa
mortalidade que foi de 21 %. Entretanto a MET (50 mg/kg) + TIR (2 mg/kg) causou o dobro
da reducdo de peso, sendo de 14,6 % (215,6 +4,93) quando comparada com o seu controle
(252,6 + 7,87 g) e o dobro da mortalidade que foi de 44 %, mostrando que a associacio
MET (50 mg/kg) + TIR (1 mg/kg) deve ser a preferida no tratamento de animais diabéticos

devido a pequena redugdo de peso e baixa mortalidade.
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Tabela 19 — Avaliacdo de peso e mortalidade de ratos diabéticos tratados com a Fracao
Solavel em Metanol (FSM), Fracao Rica em Tiramina (FRT),Tiramina (TIR), Glibenclamida
(GLI) e as associagdes (FSM + TIR; GLI + TIR; MET + TIR).

Grupo Dose Pesos (g) Peso N°de animais Morte
S (mg/Kg,v.0) (Média £ EPM) (%) (%)
Inicial Final Inicial Final
CD - 222,1+4,00 201,0 £ 4,20° 9,5 58 40 31
FSM 50 191,3 +£8,20 178,5 £6,79* 6,7 34 21 38
100 200,7 £ 6,25 197,3 £7,02 1,7 22 18 18
FRT 100 182,1 £5,30 163,1 +£4,19° 10,4 14 10 28
1 228,3+7,79 211,1 £6,91° 7,5 43 24 39
TIR 2 218,1 +£5,95 203,3 + 5,097 6,8 27 15 39
4 223,2 £ 8,01 209,0 + 6,46 6.4 16 09 44
GLI 2,5 2264 + 1,47 197,0 +7,72° 13 09 05 44
5,0 194,6 £ 5,72 191,7 £ 6,56 1,5 37 21 38
MET 50 232,0£5,14 206,6 + 5,817 11 19 16 16
100 220,0+4,16 198,0 + 5,297 10 07 03 57
FSM
+ 50+1 217,3+5,69 206,9+£10,25° 5,0 18 09 50
TIR
GLI
+ 5+1 245,1£7,93 231,0 + 8,29° 6,0 20 16 20
TIR
MET 50+ 1 19634322  1824+561° 7,0 14 1 21
TIR 50+2 252,6 + 17,87 215,6 +£4,93% 14,6 18 10 44

Os animais foram pesados no inicio e final do experimento ap6s o tratamento de 5
dias. A mortalidade foi avaliada em % do numero inicial e final de animais. Os valores
representam a Média + EPM do peso inicial (48 h apos aloxano) e final (5 dias ap6s aloxano).

*p<0,05 em relagdo ao peso inicial.
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3.20 Avaliacdo da Atividade Analgésica da FSM, GLI, TIR e da associacio (FSM +

TIR) no teste da formalina em camundongos

Tendo em vista que trabalhos anteriores tém mostrado atividade antiinflamatoria
do extrato aquoso da planta e que niveis elevados de marcadores inflamatdérios aumentam o
risco de diabetes, resolvemos avaliar a atividade analgésica da FSM, TIR e GLI no teste da
formalina que avalia a dor em duas fases: 1* fase (dor neurogénica) e 2* fase (dor
inflamatoria).

A administra¢do da Fracdo Soluvel em Metanol 50 e 100 mg/kg (FSM 50 e 100)
nao demonstrou efeito na 1* fase da dor no teste da formalina, Entretanto, na 2* fase da dor
FSM 50 e 100 inibiram em 46% (13,3 £+ 3,69, n=14) e 48 % (12,7 + 2,25 s, n=14) quando
comparada com o controle (24,6 + 3,48 s, n=22). J4 a GLI 5 ndo teve efeito analgésico em
ambas as fases (Figura 32).

A Tiramina 1 mg/kg ndo teve efeito analgésico na 1* fase da dor (40,8 + 4,91,
n=12) quando comparado com o controle (42,1 = 2,21, n=22) J& na 2* fase houve inibicao
significativa no tempo de lambedura das patas sendo de 49 % (12,6 + 3,62, n=12) quando
comparada com o seu controle(24,6 + 2,80 s, n=22). Doses maiores de TIR ( 2 ¢ 4 mg/kg )
causaram inibi¢des na 1? fase sendo de 37% (26,4 + 2,54, n=12 ) e 44% (23,4 = 2,20, n=10 )
quando comparadas com o seu controle (42,1 = 2,21, n=22), enquanto que na 2* fase as
inibicdes foram maiores, sendo de 54% (11,4 £ 2,28, n=12) ¢ 61 % (9,7 = 2,89, n=10)
quando comparadas com o seu controle (24,6 = 2,80 s, n=22). Da mesma forma a droga
analgésica padrao morfina 10 mg/kg causou um inibi¢do significativa na 1* fase da dor
neurogénica, sendo de 54% (19,3 + 4,2) e na 2* fase da dor inflamatoria, sendo de 90% (2,6
+ 1,8 s), quando comparadas com o seu controle na 1* (42,1 + 2,21) e na 2* fase (26,4 +
2,54,n=10) Figura 33.

A associagdo FSM + TIR , da mesma forma que FSM e TIR sozinha ndo teve
efeito na 1* fase da dor. J& na 2* fase da dor FSM 50 e TIR 1 sozinhas inibiram a dor em 46
(13,3 + 3,69, n=14) e 49% (12,6 = 3,62, n=12) quando comparadas com os respectivos
controles (24,6 = 2,80 s, n=22) . Este efeito foi dobrado quando as duas doses foram
associadas (FSM + TIR) sendo significativo e de 78% (5,3 + 0,3 s, n=10) quando comparada

com o seu controle (24,6 = 2,80 s, n=10), Figura 34.
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Figura 32 - Atividade analgésica da Fracao Soluvel em Metanol (FSM) e Glibenclamida

(GLI ) no Teste da Formalina em camundongos

Os camundongos foram tratados por via oral com a FSM (50 ¢ 100 mg/kg) ou
GLI (5 mg/kg) e 1 hora depois foi administrado formalina a 1 % ( 20 pl/pata s.c) na pata
traseira direita, sendo em seguida avaliados na 1* fase (0-5 min) e 2* fase (20-25 min) da
nocicepcdo. O grupo controle foi tratado com &4gua destilada. Os valores representam a
média = EPM de 12-22 animais por grupo. “p< 0,05 em relagdo ao controle( ANOVA e

Student-Newman-Keuls como post hoc.
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Figura 33 - Atividade analgésica da Tiramina (TIR ) e Morfina (MOR ) no teste da

Formalina em camundongos

Os camundongos foram tratados com a TIR (1, 2 e 4 mg/kg, v.o.) ou MOR (10
mg/kg, s.c.) e 1 hora ou 30 min depois foi administrado formalina a 1 % ( 20 pl/pata s.c) na
pata traseira direita, sendo em seguida avaliados na 1? fase (0-5 min) e 2* fase (20-25 min) da
nocicep¢ao. O grupo controle foi tratado com agua destilada. Os valores representam a
média + EPM do tempo de lambedura da pata de 10-22 animais por grupo. *p< 0.05 em
relagdo ao controle da 1* fase e bp< 0,05 em relacdo ao controle da 2* fase ( ANOVA e

Student-Newman-Keuls como post hoc).
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Figura 34 - Atividade analgésica da Fragdo Soluvel em Metanol (FSM), Tiramina (TIR) e a

associacdo (FSM + TIR) no Teste da Formalina em camundongos

Os camundongos foram tratados por via oral com a FSM (50 mg/kg), TIR (1
mg/kg) e a associagdo (FSM + TIR) e 1 hora depois foi administrado formalina a 1 % (20
ul/pata, s.c) na pata traseira direita, sendo em seguida avaliados na 1* fase (0-5 min) e 2 fase
(20-25 min) da nocicepgdo. O grupo controle foi tratado com agua destilada. Os valores
representam a média = EPM de 10-12 animais por grupo. *p<0.05 em relag¢do ao controle na

2% fase (ANOVA ¢ Student-Newman-Keuls como post hoc).
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3.21 Avaliacio da Atividade antiedematogénica da FSM, TIR e GLI no edema de pata

induzido por carragenina e dextrano em camundongos e ratos

J& que a FSM e TIR demonstraram potente efeito analgésico na 2* fase da dor
inflamatoria, resolvemos avaliar a atividade antiedematogénica no edema de pata induzido
por carragenina e dextrano.

A FSM 50 e 100, bem como a GLI e a TIR 2 ¢ 4 mg/kg ndo tiveram efeito
antiedematogénico no edema de pata induzido por carragenina em camundongos . Entretanto
a TIR 1 mg/kg apresentou uma redugdo de 53% (0,07 + 0,007, n=8) do edema somente apos
24 h de tratamento quando comparado com o respectivo controle ( 0,15 + 0,0015 ml, n=15).
J& a droga padrdo Indometacina 5 mg/kg,v.o (INDO) reduziu o edema na 2* (0,08 + 0,014 )
,3% (0,08 £ 0 ,006) e 4*hora (0,06 = 0,009 ml) em 50, 56 e 60%, mantendo-se reduzido apods
24? horas (0,03 + 0 ,007 ml, n=6) com uma redu¢ao de 80%, quando comparados com o0s
respectivos controles na 2* (0,16 0,014 ), 3* (0,18 =0 ,012) , 4* (0,15 £ 0,006 ) e 24" hora
(0,15+ 0,015 ml , n=15), Tabela 20

Em ratos a FSM 50, TIR 1, 2 e 4 mg/kg ndo reduziram o edema induzido por
carragenina , entretanto FSM 100 teve uma significativa redu¢cdo do edema de 21% na 3*
(1,12 £ 0,084 ) , 21 % na 4* (1,14 £ 0,082) e de 46% na 24* hora (0,274+0,059 ml, n=8 )
quando comparados com os respectivos controles na 3* (1,43 +£0,099), 4* (1,.45 £ 0,079) e
24* hora (0,504 0,041 ml, n=15) . Curiosamente a dose de FSM 200 nao reduziu o edema
(Tabela 21 e 22). Ja a Indometacina reduziu o edema em 42 % na 2% (1,09 £+ 0,133), em 44
% na 3* (1,38 + 0,136 ) e 45 % na 4* hora(1,49 + 0,139 ml, n=6), quando comparados com
os respectivos controles na 2%(1,88 + 0,210), 3%2,47+ 0,259) e 4* hora (2,71+ 0,147 ml ),
Tabela 22.

No edema de pata induzido por dextrano em camundongos e ratos a FSM, TIR e
GLI n3ao demonstraram atividade antiedematogénica em todas as doses testadas. A droga
padrdo ciproheptadina 5 mg/kg ndo reduziu o edema em camundongos (Tabela 23),
entretanto na dose de 10 mg/kg reduziu de modo significativo o edema em ratos em 87 %
(0,4 +£ 0,08 ml) na 1*, 84 %(0,7 + 0,08 ), na 2*, 79 %(0,9 + 0,05 ) na 3*,82 %(0,7 + 0,09
ml, n=7) e na 4" hora quando comparados com os respectivos controles na 1* (3,0 + 0,23) , 2*

(4,4+0,51),3*(4,2+ 0,37 ) e na 4* hora (3,9 = 0,35 ml, n=7), Tabela 24.
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Tabela 20 — Avaliacdo do Edema de pata induzido por carragenina em camundongos apos
tratamento com a Fragdo Soluvel em Metanol (FSM), Tiramina (TIR) , Glibenclamida (GLI)
e Indometacina (INDO)

Volume da Pata (ml)

(Média + EPM)
GRUPO/ 1 2 3 4 24
TEMPO
(h)
Controle  0,11+0,008 0,16+ 0,014 0,180,012 0,150,006 0,15+ 0,015
FSM50  0,10+0,015  0,17+0,006  0,18+0,008 0,150,006 0,11+0,013
FSM 100  0,11+0,012  0,16+0,011 0,160,013  0,15£0,014 0,130,014
TIR 1 0.09+0.008  0.14+0.011  0.17+0.013  0.13+0.013 0.07 + 0.007*
TIR 2 0.09+0.008  0.14+0.011  0.14+0.008  0.12=0.010 0.09 % 0.009
TIR 4 0.06+0.014  0.12+0.007  0.12+0.014  0.10+0.008 0.10+0.011
GLIS 0,07£0,009  0,12+£0017  0,15£0016  0,16+0,017 0,14 + 0,024
INDOS5  005+0,006 008+0,014°  0,08+0,006° 0,06+ 0,009° 0,03 £ 0,007

Os animais foram tratados com FSM (50 ¢ 100mg/kg), TIR (1, 2 ¢ 4 mg/kg) e
GLI (5 mg/kg ), INDO (5 mg/kg) ( e agua destilada (Controle) e lhora depois foram
injetados com carragenina a 1%, 0,05ml/pata e em seguida o edema foi medido em
pletismografo apds 1, 2, 3, 4 e 24h da administracdo oral das respectivas drogas citadas. Os
numeros representam média + EPM de 6-15 animais por grupo. * p< 0.05 em relacao ao

controle. ANOVA e Student- Newman- Keuls como post hoc.
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Tabela 21 — Edema de pata induzido por carragenina em ratos apos tratamento com a Fracao
Soluvel em metanol (FSM)

Volume da Pata (ml)

(Média + EPM)
GRUPO 1 2 3 4 24
/TEMPO(h)
Controle 0.39+£0.023 0.95+ 0.077 1.43 +£0.099 1.45+0.079 0.50+ 0.041
FSM 50 0.37 £0.042 0.76 £ 0.084 1.23+0.099 1.36 +£0.118 0.32 £ 0050
FSM 100 0.36 £0.032 0.71+ 0.059 1.12 £ 0.084* 1.14 £ 0.082* 0.27+0.059?
FSM 200 0.41 £0.022 1.14 £ 0.052 1.52 +£0.093 1.61 +£0.089 0.57 £0.062

Os animais foram tratados com a FSM 50 mg/kg (FSM 50, 100 e 100 ) e agua
destilada (Controle) e lhora depois foram injetados com carragenina a 1%, 0,1ml/pata e em
seguida o edema foi medido em pletismografo apos 1, 2, 3, 4 e 24h da administragdo das
respectivas drogas citadas. Os numeros representam média = EPM de 8-16 animais por grupo.

* p< 0.05 em relagdo ao controle. ANOVA e Student- Newman- Keuls como post hoc
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Tabela 22 — Avaliagdo do edema de pata induzido por carragenina em ratos ap6s tratamento
com a Tiramina (TIR ) e Indometacina (INDO)

Volume da Pata (ml)
(Média + EPM)
GRUPO/ 1 2 3 4 24
TEMPO
(h)
Controle
0,87+ 0,121 1,88 £0,210 2,47+ 0,259 2,71+ 0,147 0,80+ 0,139
TIR 1 1,08+ 0,059 1,95+0,131 2,56+ 0,141 2,94+ 0,239 0,85+ 0,131
TIR 2 1,12+ 0,188 1,82 + 0,335 2,46+ 0,325 2,73+ 0,325 0,88+ 0,139
TIR 4 1,01 + 0,097 2,00+ 0,150 2,85+ 0,218 2,67+ 0,244 0,85+ 0,164
INDO 5 0,89+ 0,113 1,09 +£0,133" 1,38 +£0,136° 1,49 +0,139° 0,92 +0,189

Os animais foram tratados com TIR (1, 2 ¢ 4 mg/kg) e INDO (5 mg/kg) e agua
destilada 0,1 ml/10g (Controle) e lhora depois foram injetados com carragenina a 1%,
0,1ml/pata e em seguida o edema foi medido em pletismoégrafo apos 1,2,3,4 e 24h da
administragdo oral das respectivas drogas citadas. Os nimeros representam média + EPM de
6-7 animais por grupo. *p< 0.05 em relagdo ao controle. ANOVA e Student- Newman- Keuls

como post hoc
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Tabela 23 — Avaliacdo do edema de pata induzido por Dextrano em camundongos apos
tratamento com a Fracdo Soluvel em Metanol (FSM), Tiramina (TIR), Glibenclamida (GLI)
e Ciproheptadina (CIPRO)

Volume da Pata (ml)

(Média = EPM)
GRUPO/ 1 2 3 4
TEMPO(h)
Controle 0,09 + 0,008 0,11+ 0,007 0,11 0,005 0,09 + 0,009
FSM 50 0,12+0,015 0,13+0,013 0,13+0,015 0,09 + 0,013
FSM 100 0,09 + 0,014 0,09+ 0,015 0,09+ 0,014 0,10+ 0,011
TIR 1 0,09 + 0,005 0,09 + 0,007 0,11 0,005 0,09+ 0,010
TIR 2 0,09 + 0,008 0,09 + 0,007 0,10 + 0,007 0,09 0,009
TIR 4 0,12 + 0,005 0,12+ 0,010 0,110,012 0,12 + 0,005
GLI5 0,10 + 0,009 0,10 + 0,009 0,10 + 0,009 0,100,011
CIPRO 5 0,06 + 0,007 0,07+ 0,014 0,06 + 0,007 0,05 + 0,006

Os animais foram tratados com a FSM (50 e 100 mg/kg), TIR (1, 2 ¢ 4 mg/kg),
GLI (5 mg/kg) CIPRO (5 mg/kg) e agua destilada ( Controle ) e lhora depois foram
injetados com dextrano a 1,5 %, 0,05ml/pata e em seguida o edema foi medido em
pletismografo apds 1, 2, 3 e 4 h da administragdo oral das respectivas drogas citadas. Os
numeros representam média £ EPM de 6-12 animais por grupo.. ANOVA e Student-
Newman- Keuls como post hoc. Os valores ndo foram significativamente diferentes do

controle.
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Tabela 24 — Avaliagao do edema de pata induzido por Dextrano em ratos apos tratamento
com a Fragdo Soluvel em Metanol (FSM),Tiramina (TIR) e Ciproheptadina (CIPRO)

Volume da Pata (ml)

(Edema + EPM)
GRUPO/ 1 2 3 4
TEMPQO(h)

Controle 3,0+0,23 4,4+0,51 4,2 +0,37 3,9+0,35
FSM 50 2,6+0,28 3,6£0,32 42+0,25 3,2+0,33
FSM 100 3,0+0,17 3,5+0,34 3,9+0,33 3,5+0,21
TIR 1 2,6+0,28 3,5+0,36 3,7£0,45 29+047
TIR 2 2,9+0,22 43+0,13 40+0,13 3,7+0,18
TIR 4 324029 43+021 4,1+024 3440,15
CIPRO 10 0,4 +0,08° 0,7 +0,08° 0,9 +0,05° 0,7 £0,09°

Os animais foram tratados com a FSM (50 e 100), TIR (1, 2 e 4 mg/kg) , CIPRO
10 mg/kg e agua destilada ( Controle ) e 1 hora depois foram injetados com dextrano a 1,5
%, 0,Iml/pata e em seguida o edema foi medido em pletismografo apds 1,2,3 e 4 da
administragao oral das respectivas drogas citadas. Os niimeros representam média + EPM de
6-8 animais por grupo. * p< 0.05 em relagdo ao controle. ANOVA e Student- Newman-

Keuls como post hoc.
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4 DISCUSSAO

Cissus verticillata, syn. C. sycioides, ¢ uma planta utilizada popularmente no
Nordeste do Brasil como antiinflamatorio, antiepilético, antihipertensivo, antitérmico, anti-
reumatico e antidiabético (PUERTA, 2000; MORS; RIZZINE; PEREIRA, 2000;
BELTRAME et al., 2001; BARBOSA et al., 2002). Em estudos anteriores (SALES, et al.,
2004; 2005; LINO et al., 2005) demonstramos a atividade hipoglicemiante e hipolipemiante
da Fragdo Solivel em Metanol obtida a partir do extrato aquoso de Cissus verticillata (FSM).
No presente estudo foram investigadas as atividades: antidiabética, analgésica,
antiinflamatéria, antioxidante, ,dosagens de niveis séricos de uréia, creatinina, alanino
transferase (ALT), aspartato transaminase (AST), hemoglobina glicada e contetido de
glicogénio hepatico.

Na avaliagdo inicial sobre a glicemia em ratos normoglic€émicos tratados por 5
dias com a FSM e TIR observamos uma pequena redugdo da glicemia somente com a FSM
ao contrario da reducdo bem maior ocorrida com a GLI. Estes resultados preliminares
mostram a capacidade da FSM reduzir a glicemia em ratos num tratamento agudo e sdo
comparaveis aos obtidos por BARBOSA et al., (2002), sendo que ele obteve reducdo da
glicemia com o tratamento cronico (30 dias).Segundo este autor o efeito hipoglicemiante do
extrato se deve ao canferol livre que € um flavonol com ac¢do diurética e hipoglicemiante.

A FSM também mostrou uma pequena redugdo na glicemia no teste de tolerancia
a glicose em ratos normais quando comparada com a GLI. Estudos anteriores mostraram que
ndo foi observado efeito hipoglicémico com o extrato hidroalcodlico de C. sycioides
liofilizado para ratos normais apos sobrecarga de glicose (SILVA, 1995). Dados publicados
posteriormente mostram que o extrato hidroalcoolico de C. sycioides aumentou o grau de
intolerancia a glicose quando associado a dexametasona, conhecida por causar hiperglicemia
(BELTRAME et al.,2001). Entretanto, Silva (1995) nao descartou a possibilidade de que o
excesso de glicose possa ser reduzido pela ingestdo do extrato aquoso. Vale salientar que no
nosso trabalho a FSM ¢ proveniente de um extrato aquoso de C. verticlillata.

Por outro lado, a FSM, FRT, TIR e GLI foram ineficazes em reduzir a glicemia
em ratos diabéticos com sobrecarga de glicose. Podemos sugerir que esta auséncia de efeito
em reduzir a glicemia se deva a grande toxicidade do aloxano que causa uma grande reducao
das células B das ilhotas de Langerhans e induz hiperglicemia associada a sobrecarga de
glicose (KASIVISWANATH; RAMESH; KUMAR, 2005). Também podemos salientar que

a FSM, mesmo na maior dose (100 mg/kg,v.0), apesar de ter causado um reducdo
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significativa da glicemia no teste de tolerancia a glicose em normais, essa redugdo foi de
somente de 19 % (30 min) e 17 % (90 min) que € pequena quando comparada as redugdes
com a GLI que foram de 42 (60 min), 37 (90 min) e 49 % (120 min). Podemos concluir que
essa pequena reducdo da glicemia com a FSM no teste de tolerancia a glicose em normais
ndo foi suficiente para reduzir a glicemia em animais que além de diabéticos, ainda foram
submetidos a uma sobrecarga de glicose. Estudos anteriores (PARI; MAHESWARI, 1999;
LATHA; PARI, 2004) mostraram que o tratamento com GLI 600 ng/kg, durante quatro e
seis semanas em animais diabéticos apos sobrecarga de glicose causa reducdo significativa
da glicemia. Ja outro estudo mostra que em ratos diabéticos a GLI mesmo numa dose de 200
mg/kg,v.o. ndo causou reducdo da glicemia num tratamento agudo de 1 a 3 horas
(SCHOENFELDER; CIRIMBELLI; CITADINI-ZANETTE, 2006). Pesquisas anteriores
mostraram que a glibenclamida ¢ efetiva em ratos com diabetes moderada, mas ¢ ineficaz em
ratos com diabetes severa (IVORRA; PAYA; VILLAR, 1989; SHARMA; DWIVEDI;
SWARUP, 1997). Estd bem estabelecido que as sulfoniuréias poduzem hipoglicemia por
aumentar a secrecao de insulina de pancreas e esses compostos sdo ativos no diabetes
moderado induzido por aloxano, enquanto sdo inativos no diabetes severo por aloxano
(quase todas as células B tem sido destruidas), (NAMMI et al., 2003).

Desta maneira, podemos concluir que a ineficacia da GLI em reduzir a glicemia
em animais diabéticos apds sobrecarga da glicose, no nosso estudo, provavelmente se deva
nao s6 ao tempo de tratamento e a dose escolhida, mas, principalmente devido a severidade
do diabetes. Quanto ao tempo € porque os animais foram tratados somente 30 min antes da
sobrecarga de glicose e com relacdo a dose de 5 mg/kg ¢ baixa quando comparada com o
estudo acima citado.

O aloxano ¢ uma substancia quimica derivada do acido urico que causa diabetes
por destruir as células [ das ilhotas de Langerhans. Ele causa degranulacdo e
conseqlientemente degeneragdo e induz hiperglicemia (CARVALHO; CARVALHO;
FERREIRA, 2003; ZANATTA et al., 2007). Em nosso estudo preliminar, o aloxano foi
utilizado em trés doses para avaliar qual a melhor dose e que causava menos mortalidade. A
dose de aloxano 40 mg/kg,i.v. foi a escolhida devido causar uma menor mortalidade (31 %) e
ndo alterou os parametros glicémicos durante o periodo de 5 dias de tratamento.

Estudos anteriores mostraram o aloxano em diversas doses. Schoenfelder,
Cirimbelli e Citadini-Zanette (2006) induziu o diabetes com aloxano 200 mg/kg,i.p., tendo

colhido o sangue 72 horas depois, considerando diabéticos os animais com glicemia maior
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que 300 mg/dL. Ja Mazzanti et al. (2003) utilizou a mesma via, mas baixou a dose para 150
mg/kg, tendo colhido o sangue 15 dias depois e incluido no experimento os animais com
glicemia superior a 180 mg/dL. Zannata et al. (2006) estudou o aloxano 60 mg/kg,i.v. ¢
mediu a glicemia apds 3 dias, incluindo no estudo ratos com glicemia entre 400-550 mg/dL.
Ja Carvalho, Carvalho e Ferreira (2003) utilizou a nossa mesma dose, ou seja 40 mg/kg,i.v.
e mediu a glicemia 10 dias apds a indugao, considerando diabéticos os animais com glicemia
igual ou superior a 200 mg/dL. A mortalidade observada neste estudo foi de 40 % e o autor
justifica como causa da mortalidade a acidose. No nosso estudo além da baixa mortalidade
(31 %) a dose de aloxano 40 mg/kg causou uma pequena redugdo de peso (9,5%),
demonstrado uma menor toxicidade do aloxano nesta dose..

Os resultados do presente trabalho mostram que em animais diabéticos, tratados
por 5 dias, a FSM causou uma redugdo significativa da glicemia, e dose dependente, e o
resultado com a dose maior foi semelhante a GLI. Estes resultados corroboram com
trabalhos recentes onde o extrato aquoso das folhas reduziu a ingesta de alimentos e liquidos,
o volume de urina excretado, bem como a glicose e uréia urindria quando comparado com o
controle em diabéticos induzidos por estreptozotocina e aloxano. Vale ressaltar que neste
tipo de preparagdo farmacéutica o principio ativo estda muito diluido, ou seja, se o principio
ativo for mais concentrado pode resultar num efeito mais potente (PEPATO et al., 2003;
VIANA et al., 2004).

Estudos anteriores realizados com plantas antidiabéticas demonstraram que os
principios ativos responsaveis pela atividade anti-diabética sdo: alcaldides, carboidratos,
cumarinas, glicosidios cianogénicos, flavonoides, glicopeptidios, sais inorganicos, iriddides,
lipidios, peptidios e aminas, fendlicos, fenolpropandides, esterdides, estilbenos, substincias
sulfuricas, terpenoides, vitaminas e xantonas (NEGRI, 2005; BNOUHAN et al., 2006). Com
relagdo a C. verticillata, trabalhos anteriores relatam o isolamento das seguintes substancias:
flavonodides, glicosidios cumarinicos, esterdides e carboidratos (BELTRAME et al., 2001;
2002; BARBOSA et al., 2002; VIANA et al., 2004). Destas substancias somente o trabalho
de Beltrame et al. (2001) estudou os flavondides (quercetina e canferol) para avaliar uma
possivel agdo insulinogéncia. Diferentemente da insulina, os flavonodides testados nao
estimularam a sintese de glicogénio no musculo soleo de ratos.

Estudos realizados no laboratério de Quimica Organica da Universidade Federal
do Ceara demostraram que a substancia predominante na FSM de C. verticillata ¢ a tiramina,
dado inédito na literatura (ALEXANDRE, 2006). Partindo deste pressuposto de que a

substancia responsavel pela atividade hipoglicemiante poderia ser a tiramina e tendo como
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base trabalhos anteriores onde a tiramina demonstrou efeitos semelhantes a insulina, entre
eles a inibigdo da lipdlise (VISENTIN et al.,2003) e a melhora a tolerancia a glicose em ratos
no tratamento agudo (MORIN et al., 2002), estudamos incialmente a FSM, FRT, Tiramina
(TIR) comercial e a droga hipoglicemiante padrdo glibenclamida (sulfoniuréia).

No nosso estudo a FRT causou uma reducdo da glicemia bem maior (64 %)
quando comparada com a FSM (45 %). Ja a TIR causou uma redu¢do significativa com a
menor dose (1 mg/kg), e as doses maiores ( 2 e 4 mg/kg) ndo conseguiram aumentar este
efeito, mostrando que a TIR, na menor dose ja alcangou seu efeito maximo. No nosso estudo
tanto a FRT quanto a TIR causaram uma reducdo significativa da glicemia em animais
diabéticos. Estes resultados confirmam ser a tiramina responsavel pelos efeitos
hipoglicémicos causados pela FSM. Entretanto quando utilizamos a associacio FSM + TIR
ndo houve potencializa¢do dos efeitos, sugerindo que outras substancias presentes na FSM
possam estar bloqueando a a¢do da TIR.

A glibenclamida (GLI) ¢ uma sulfoniuréia que causa hipoglicemia por estimular a
liberagdo de insulina das células pancredticas. A administragdo aguda de sulfoniuréias no
diabetes tipo 2 aumenta a liberagdo de insulina do pancreas. Dois mecanismos de a¢do tem
sido proposto: redu¢do dos niveis de glucagon no soro ¢ fechamento dos canais de potassio
(NOLTE; KARAN, 2007; DAVIS, 2006). No nosso estudo a GLI causou uma reducao
significativa da glicemia em animais diabéticos, mas quando utilizamos a associacdo GLI +
TIR observamos que ndo houve potencializacao dos efeitos. Sugerindo que o mecanismo de
acao da TIR seja diferente da GLI.

Com relagdo aos trigliceridios e VLDL, observamos que a FSM, FRT e TIR
causaram reducdes significativas dos seus niveis, semelhante a redu¢do com a GLI. O efeito
da FSM, FRT e TIR na hipertrigliceridemia diabética deve ocorrer devido a redug¢do na
hiperglicemia. Isto corrobora com o fato de que o controle glicémico ¢ o principal
determinante das concentragdes de trigliceridios e VLDL (MARKKU, 1995) e de que a
melhora no controle glicémico seguido da terapia com as sulfoniuréias diminui os niveis de
trigliceridio de VLDL (HUUPPONEN et al., 1984,; HUGHES et al., 1985; TASKINEN et
al., 1986). Estes dados sdo semelhantes aos achados por Viana et al. (2004) com o extrato
aquoso de C. sycioides administrado por sete dias em animais diabéticos com ALX e
diferentes do estudo de Pepato et al. (2003) em que o tratamento com o decocto por um
periodo prolongado ndo alterou o metabolismo dos lipidios, o qual indica que o mecanismo
responsavel pela melhora no metabolismo dos carboidratos (diminuicdo da ingesta de

alimentos), em animais tratados com o decocto ndo envolve a inibi¢cao da glicogendlise e/ou
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estimulagdo da gliconeogénese. Vale ressaltar que no estudo acima, em animais normais, o
decocto ndo apresentou mudancas em nenhum dos pardmetros metabolicos testados,
significando que o modo de acdo do extrato aquoso ndo se assemelha ao das sulfoniuréias ou
insulina.

Com relag@o ao colesterol total observamos que ndo houve aumento do mesmo
nos animais tratados com aloxano em relagdo aos normais. Entretanto, houve pequenas
reducdes do colesterol com, FSM, FRT, TIR e GLI, mas que ndo devem ser consideradas ja
que o controle diabético também causou pequenas redugdes nos niveis de colesterol apos 5
dias de tratamento, corroborando com os estudos anteriores onde o extrato aquoso nao
causou alteragdo significativa do colesterol em ratos normais ou diabéticos (VIANA et al.,
2004).

Da mesma forma que o colesterol total, o HDL ndo foi alterado em animais
diabéticos induzidos com aloxano, quando comparados com os normais. Entretanto, a FSM e
TIR causaram aumento dos niveis de HDL em animais diabéticos, mostrando uma
importante acdo, ja que em diabéticos, geralmente os niveis de HDL estdo reduzidos. Sabe-se
que uma grande maioria de plantas antidiabéticas atua prevenindo anormalidades no perfil
lipidico (GROEVER et al., 2002; LINO et al., 2004). Muitos estudos tém mostrado que um
aumento no HDL esta associado com a diminui¢ao dos riscos de doengas coronarianas
(HARRISON et al., 2003) ¢ a maioria das drogas que diminui o colesterol total também
reduz o HDL (WILSON, 1990). No presente estudo a FSM causou uma pequena diminui¢ao
no colesterol e também aumentou o HDL.

Com relagdo aos niveis de uréia e creatinina observamos que eles aumentaram em
animais diabéticos induzidos com aloxano quando comparados com o controle normal. Estes
resultados sdo similares a trabalhos anteriores que mostram aumento dos niveis de uréia e
creatinina em animais diabéticos (BABU et al., 2003; NARENDHIRAKANNAN et al.,
2006). Resultados anteriores mostraram que o decocto das folhas de Cissus sycioides
administrado por periodo prolongado a ratos diabéticos induzidos com estreptozotocina
causou reducdo nos niveis de uréia (PEPATO et al., 2003). Estudos anteriores também
confirmaram o uso popular da planta em distirbios do sistema urinario (LANS, 2006)). No
nosso estudo a FSM, TIR (1 mg/kg) e a FRT reduziram os niveis de uréia e creatinina em
ratos diabéticos, mostrando que o tratamento com a planta protege o rim contra os danos
causados pelo aloxano. Curiosamente, quando associamos FSM + TIR ndo houve reducdo
dos niveis de uréia. Uma das possibilidades de auséncia efeito pode ser devido a pequena

redugdo dos niveis de uréia quando dadas separadamente, ndo sendo suficiente para causar
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potencializagdo. Ja a GLI ndo reduziu os niveis de uréia e quando associada com a TIR nao
demonstrou redu¢do. Entretanto quando associamos FSM + TIR e GLI + TIR houve reducao
nos niveis de creatinina que ndo foram potencializados. Estes resultados nos levam a
conclusdo de que C. verticillata age por mecanismos diferentes das sulfoniuréias.

Sabemos que as alteracdes ocorridas ao nivel de enzimas hepaticas (alanina
transaminase (ALT) e aspartato transaminase (AST) sdo indicadores dos danos hepaticos
causados pelo aloxano em diabéticos. Resultados anteriores realizados em animais
diabéticos, induzidos com aloxano 60 mg/kg,i.v, e tratados por 7 dias com o extrato aquoso
de C.sycioides mostraram aumento no nivel destas enzimas, mas estes valores estdo dentro
dos limites normais (VIANA et al., 2004). Nossos resultados demonstraram que nao houve
alteragdo significativa nos niveis de AST e ALT em animais diabéticos induzidos com
aloxano, entretanto a FSM, TIR, FRT e GLI causaram pequenas redu¢des nos niveis de
AST e quando associamos FSM + TIR ndo houve alteracdo significativa. Entretanto quando
avaliamos as respectivas redugdes ocorridas nos niveis de AST, observamos que elas estao
dentro dos limites normais. Curiosamente, quando associamos GLI + TIR houve uma
acentuada reducao nos niveis de AST.

Com a finalidade de avaliar os danos hepaticos causados pelo aloxano foi
avaliada a atividade antioxidante. O estudo envolveu a avaliagdo da FSM, FRT, TIR e GLI
na peroxidacdo lipidica (TBARS), nivel de glutationa reduzida (GSH) e a atividade da
catalase. Também foi avaliada a dosagem de nitritos, além da anélise histopatolégica do
figado.

O aumento da glicemia estd diretamente associado ao aumento de espécies
reativas de oxigénio em outros tecidos. Esse excesso de glicose pode causar a glicacdo de
proteinas, processo conhecido como “rea¢do de Maillard” (BAYNES; THORPE, 1999). A
glicacdo de proteinas € o primeiro passo para obtencdo da coloragdo marron de compostos
formados quando aquecemos misturas de carboidratos € aminas, comuns no cozimento.
Nesse processo, a molécula de glicose pode ligar-se ao radical amino da estrutura de uma
proteina, gerando um composto conhecido como “Produto Amadori”. Esse composto pode
sofrer uma oxidacdo por espécies reativas de oxigénio (EROS) formando os produtos
avangados de glicacao (AGES) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2003). A glicacao de
proteinas pode levar a inativacdo de enzimas do sistema antioxidante do organismo
(RELLIER et al., 1999). Uma outra conseqiiéncia do excesso de moléculas no sangue seria a
da molécula de glicose sofrer uma auto-oxidagdo, através da enolizagdo, gerando um radical

enediol. Este radical enediol transfere seu elétron ndo pareado a uma molécula de O,
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gerando um anion superoxido e uma dicarbonila. A dicarbbonila liga duas cadeias protéicas
formando uma ligagdo cruzada entre elas e inativando-as (HALLIWEEL; GUTTERIDGE,
2003; WOLF; DEAN, 1987).

A glicacdo de proteinas causa uma perda da fung¢do desta. A enolizacdo da
molécula de glicose tem como conseqiiéncia o aumento na geragdo de EROS, que podem
levar a uma peroxidagao lipidica, que consiste da ligagdo desta ERO a uma ligacao
insaturada de um 4cido graxo, modificando a sua estrutura e, quando submetido ao calor ou
hidrolise, leva a formacdo de malondialdeido (MDA), um produto final da peroxidagdo
lipidica, o qual reage com o acido tiobarbittrico (TBA)(AYOUB et al., 2000).

Os estudos sobre as alteragcOes na concentragao de substancias reativas ao acido
tiobarbitirico sdo controversos. O aumento do TBARS no plasma de ratos diabéticos
tratados pode ser atribuido ao aumento na produ¢do dos radicais livres de oxigénio em
excesso (KAKKAR et al., 1995; WHAIEB, 1993). Apesar de Limaye, Raghuram e Sivakami
(2003) observarem aumento de cerca de 50 % no conteudo de MDA, Ugochukwu e
Cobourne (2003) ndo mostraram alteracdo na concentragdo em ratos diabéticos. No nosso
estudo, o aloxano ndo alterou o TBARS em ratos diabéticos quando comparado com o
controle, da mesma forma que a FSM, FRT, TIR e GLI ndo causaram mudangas
significativas.O fato do TBARS nao ter aumentado em ratos diabéticos tratados por cinco
dias pode ser justificado pelo pequeno periodo de tratamento com aloxano, ja que outros
autores sO encontraram aumento de TBARS apds noventa dias de tratamento com
streptozotocina (DIAS et al., 2004).

A dose de aloxano 40 mg/kg,i.v. reduziu significativamente a concentragao de
GSH no figado de animais, enquanto o tratamento com a FSM, TIR e GLI reverteu quase a
normalidade esse efeito. Entretanto, a FRT aumentou os niveis de GSH, mas esses valores
ndo voltaram aos niveis normais. A GSH, tripeptidio com um grupo tiol (sulfidril) é um dos
agentes antioxidantes mais importante do sistema de defesa da célula envolvida, por
exemplo, na detoxificagdo de agentes quimicos e na eliminacdo de produtos da
lipoperoxidagdo, além de ser requerida na sintese de DNA, de proteinas e de algumas
prostaglandinas (DENEKE et al., 1989; GALEANO; PUNTARULO, 1995).

As conseqliéncias fisiopatologicas da deple¢ao de GSH tem sido extensivamente
estudadas. O GSH promove a formagao de EROS e o estresse oxidativo com a subseqiiente
cascata de efeitos que afetam a integridade estrutural da célula (RAZA et al., 2000).
Trabalhos anteriores mostram que a GSH encontra-se reduzida em figado de ratos diabéticos

¢ aumentada quando os mesmos foram tratados com S. dulcis, conhecida por sua atividade
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hipoglicemiante (LATHA; PARI, 2004). O estudo com insulina e drogas hipoglicémicas
possibilita o retorno da atividade das enzimas a valores normais (CHO et al., 2002) ¢ isto foi
visto no nosso estudo, confirmando a atividade antioxidante de C. verticillata.

A catalase € uma enzima chave do sistema de defesa antioxidante da célula, ela
catalisa a redug¢do de H,O, em H,O e O, (HALLIWELL, 2003: NOGUEIRA, 2004).
Trabalhos anteriores mostraram aumento da catalase no figado de animais diabéticos tratados
com aloxano (MAZZANTI et al., 2003). Este aumento segundo Kakkar et al. (1995) na
atividade enzimatica ¢ devido ao estresse oxidativo, ocasionado pelo estado diabético e por
alta produgdo de peroxido de hidrogénio. Além disso, Jorns et al. (1999) relataram que o
peroxido de hidrogénio ndo ¢ somente toxico para as c€lulas, mas ¢ também permeavel a
membrana celular. Estas consideragdes justificam o aumento da catalase no figado de ratos
diabéticos deste estudo. Por outro lado, o tratamento dos animais diabéticos com a FSM,
TIR e GLI reduziu a atividade da catalase, mostrando que essas substancias possuem
atividade removedora de radicais livres, na qual exercem agdo benéfica, contra as alteragdes
causadas pela presenca de radicais superdxidos e hidroxil. Entretanto a FRT nao protegeu os
animais do estresse oxidativo causado pelo estado diabético, sugerindo que a dose utilizada
pode ter sido toxica no estudo.

O Aloxano e estreptozotocina sdo as duas drogas mais comumente usadas no
desenvolvimento do diabetes em modelos animais devido sua habilidade em danificar as
células beta secretoras de insulina das ilhotas pancreaticas. Foi demonstrado que a
estreptozotocina libera 6xido nitrico em ilhotas pancreaticas isoladas (TURK, 1993) e o
aloxano estimula a formacao de superoxido nas células beta (OBERLEY, 1988; COLMAN
et al., 1989). Muitas evidéncias tém sugerido que o oxido nitrico (ON) causa um efeito
inibitdrio sobre a funcdo da mitocondria nas células beta (GERBITZ, 1992), portanto o ON
pode diretamente destruir as células beta. Estudos anteriores mostraram que em ratos
diabéticos induzidos com estreptozotocina houve elevada excrecdo urindria nitrito/nitrato. A
hiperglicemia tem sido geralmente ligada a disfun¢do glomerular por uma variedade de
mecanismos bioquimicos, incluindo uma anormalidade no rim dependente de glicose na
producgdo de agdo do ON. O ON ¢ um candidato para mediar a hiperfiltracdo ¢ aumentada
permeabilidade induzida por diabetes. Um estudo analisando a taxa de filtacdo glomerular e
as concentragdes de nitrito/nitrato em adolescentes e adultos jovens com diabetes tipo 1
mostrou que a taxa de filtragdo glomerular e os nitritos/nitratos no soro estavam
significativamente mais altos em pacientes diabéticos com microalbumintria (CHIARELLI

et al., 2000).
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No nosso estudo os animais diabéticos tiverem os niveis de nitrito/nitrato
aumentados e quando os mesmos foram tratados por via oral durante 5 dias com a FSM, TIR
e GLI os valores de nitrito/nitrato no plasma foram reduzidos, se aproximando dos valores
normais.Contudo, a FRT ndo protegeu os animais da toxicidade causada pelo aloxano,
sugerindo que da mesma forma como aconteceu na catalase, a dose utilizada pode ser toxica
provavelmente por ser alta, ja que a TIR apresentou efeito significativo em baixas doses.

Embora o preciso mecanismo de acdo do diabetes induzido pelo aloxano ainda
permanece incerto, existem evidéncias de que envolve a degeneragdo das ilhotas das células
B pela acumulacdo de radicais livres citotoxicos.Apds sua administragdo, o aloxano ¢
concentrado nas ilhotas e no figado, onde ¢ reduzido a 4cido dialurico. O acido € instavel em
solucdo aquosa e volta a se oxidar em aloxano, acompanhado por formacao de O2, peroxido
de hidrogénio e radicais livres (HALLINWELL; GUTTERIDGE, 1989).

O diabetes experimental ¢ o resultado de uma inflamagdo inicial das ilhotas,
seguida por uma inflitracdo de macrdéfagos ativados e linfécitos no foco inflamatdrio.
Shilajit, uma preparagdo de erva mineral do Himalaia) conhecida por seus efeitos
antidiabéticos e antioxidante, preveniu os danos causados pelos radicais de oxigénio
citotoxicos nas ilhotas das células pancreaticas (BHATTACHARYA, 1995; GHOSAL et al.,
1995).

No nosso estudo, a avaliagdao histopatoldgica mostrou que o pancreas de ratos
diabéticos apresenta células necroticas vacuolizadas e com nucleo picnético das ilhotas de
Langerans, por outro lado nenhuma alteracdo foi observada no grupo controle normal. Ja no
pancreas de ratos tratados com FSM, GLI e TIR observamos regeneracdo das ilhotas de
Langerans, diminuindo a lesdo causada pelo ALX 40 mg/kg,i.v, corroborando com os
estudos citados por Trivedi et al. (2004), onde o tratamento prolongado com Shilajit
aumentou o numero de células B do pancreas, isto ¢ uma agdo pancreatrofica, a qual pode
resultar numa melhor sensibilidade das células B pancreaticas com uma pronta secrecao de
uma grande quantidade de insulina em resposta a hiperglicemia. Portanto, o nimero maior de
ilhotas encontradas nos nossos animais tratados como a FSM, TIR e GLI causando
conseqiientemente maior liberag@o de insulina, justificam o efeito hipoglicemiante.

No diabetes mellitus , os altos niveis de glicose sanguinea desempenham um
papel relevante ao aumentar os niveis de proteinas glicadas e produtos finais de glicagao

avancada ( SHIMADA et al., 2005 ¢ SHIMITTA et al., 2005), levando, em ultima instancia,
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a disfuncdo celular que a longo prazo pode acarretar o desenvolvimento de nefropatia,
neuropatia, retinopatia e angiopatia (BAYNES; DOMINICZAK , 2000).

A quantificagdo da glicacdo da hemoglobina tem importancia clinica, pois
permite um melhor acompanhamento de pacientes com DM, visto que tal processo reflete o
tempo de exposicao de proteinas as altas concentragdes da glicose plasmatica. No caso da
hemoglobina, a glicacdao ¢ o resultado da reacao da glicose com o grupamento N-terminal
dos residuos de valina na cadeias  dessa proteina (DE ROSA et al., 1998) A quantificacao
da hemoglobina glicada torna-se, pois, uma método eficiente e preciso para
acompanhamento de pacientes e verificagdo de alteragdes teciduais a longo prazo, uma vez
que reflete melhor o controle glicémico das tltimas semanas.

Do ponto de vista cientifico, o desenvolvimento de um método capaz de
quantificar a glicacdo da hemoglobina permite o estudo de diversas substancias que podem
atuar no sentido de atenuar os efeitos deletérios do processo de glicosilagdo — os inibidores.
Nesse ponto, estudos relevantes na literatura apontam para a inibicdo desse processo por
substancias endogenas ¢ produtos naturais como os flavondides; o que sugere a existéncia de
um amplo campo de pesquisa, no qual pode-se incluir outros produtos naturais como fragdes
e extratos medicinais. No nosso estudo, a FSM e TIR causaram uma reducdo significativa da
hemoglobina glicada in vitro comparavel com a quercetina que ¢ um flavonoide. Deste modo
podemos concluir que tanto a FSM, como a TIR tem atividade antioxidante.

As complicagdes cronicas resultantes do diabetes mellitus podem resultar da
aumentada glicagdo de proteinas como uma conseqiiéncia da hiperglicemia cronica. Embora
o controle dos niveis de glicose sanguinea seja a medida mais importante para retardar o
desenvolvimento de complicagdes cronicas, ele pode ser util para administrar drogas que
inibem a glicagdo das proteinas. Agentes acetilante e antioxidantes (CHEVION et al., 1977,
LAletal., 1996; SLIGHT et al., 1990) sdo conhecidos por inibir a glicagdo da proteina.

Uma importante erva medicinal da Koreia, o ginseng ¢ conhecida por ter
propriedade antioxidantes e também por inibir a glica¢do protéica (CHAM; TOMLINSON,
2000; LIU et al., 2002. De modo semelhante, os nossos resultados mostraram atividade
antioxidante da FSM e TIR na dosagem de GSH e catalase em ratos diabéticos e inibi¢ao da
formagdo de hemoglobina glicada em ratos nao diabéticos. Podemos concluir deste estudo
que a FSM deve diminuir diretamente a formagdo de hemoglobina glicada como resultado de
sua atividade antioxidante.

Visto que a FSM mostrou potente atividade hipoglicémica e antioxidante em

animais diabéticos, resolvemos avaliar seus efeitos na dosagem de glicogénio hepatico em
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animais tratados por via oral durante 10 dias. Em tecidos de animais ¢ humanos, o glicogénio
representa o principal carboidrato de estoque.

Estudos anteriores mostraram que em animais diabéticos induzidos por
estreptozotocina, os estoques de glicogénio estdo diminuidos, entretanto quando os mesmos
foram tratados com myricetin (um flavondéide com propriedades hipoglicémica) houve
restauragdo parcial dos estoques de glicogénio de aproximadamente 30 %, sem afetar os
estoques em ratos normais (ONG; KOO, 2000). Ja Beltrame et al. (2001) estudou os
flavonoides isolados de C. sycioides e concluiu que os mesmos, diferentemente da insulina,
ndo estimularam a sintese de glicogénio no musculo soleo de ratos. No nosso estudo os
animais diabéticos induzidos com aloxano apresentaram os estoques de glicogénio reduzidos
quando comparados com o controle, entretanto quando os animais foram tratados por via oral
com a FSM os niveis de glicogénio hepatico voltaram praticamente aos valores normais.
Portanto, o efeito hipoglicémico que aconteceu em animais diabéticos provavelmente ¢
devido ao efeito da FSM sobre o metabolismo do glicogénio.

Com a finalidade de melhor esclarecer o mecanismo de acdo da FSM, resolvemos
avaliar seus efeitos, utilizando o diazéxido, um antagonista da GLI, conhecido por reverter
seus efeitos.

As sulfoniuréias causam hipoglicemia por estimular a liberagdo de insulina das
células B-pancreaticas. Seus efeitos no tratamento do diabetes mellitus tipo 2 sdo mais
complexos. A administracdo aguda das sulfoniuréias DM2 causa um aumento na liberacao
de insulina no péancreas. As sulfoniuréias se ligam a subunidade SUR 1 e bloqueiam os
canais de potassio dependente de ATP. A reduzida condutdncia ao potdssio causa a
despolarizacdo da membrana e influxo de calcio através dos canais de célcio voltagem-
sensitivo (DAVIS, 2006).

O diazoxido (DZ) ¢ um antihipertensivo e um derivado antidiurético
benzotiadiazine com potente a¢ao hiperglicémcia quando dado por via oral. A hiperglicemia
resulta primariamente da inibi¢do da secrecdo de insulina. O DZ interage com o canal de
potassio sensivel ao ATP na membrana da célula B ¢ impede o seu fechamento ou
prolongamento do seu tempo de abertura: este efeito ¢ oposto ao das sulfoniuréias. O
farmaco nao inibe a sintese de insulina, de modo que ocorre acumulo de insulina na célula .
O DZ tem também possui uma capacidade modesta de inibir a utilizagao periférica da glicose

pelo musculo e estimular a gliconeogénese hepatica (DAVIS, 2006).
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A secrecdo de insulina ¢ estimulada por uma seqiiéncia de eventos nos quais a
glicose ¢ metabolizada pelas células [ pancreaticas para formar um aumento no ATP,
seguido por fechamento de canais de potassio sensiveis ao ATP e subseqiiente
despolarizacdo da membrana plasmatica da célula 3. Isto conduz a uma abertura dos canais
de calcio voltagem-dependente, um aumento na concentragdo de célcio citosélico e reagdes
que terminam com exocitose dos granulos secretorios contendo insulina. (ASCROFT et al.,
1992, 1995; ZHAO et al., 2005).

E evidente de muitos estudos que os canais de potassio nas células P pancreéticas
podem ser regulados por uma variedade de agentes farmacoldgicos. Os mais potentes desses
agentes sdo as sulfoniuréias (NELSON et al., 1992). A habilidade das sulfoniuréias (ex.., a
glibenclamida (GLI) ) em baixar a concentracdo de glicose em pacientes diabéticos parece
ser principalmente devido sua habilidade em estimular a secre¢do de insulina. A habilidade
das sulfoniuréias em bloquear os canais de Karp diretamente explica seu efeito estimulatdrio
sobre a secre¢dao de insulina (SATIN, 1996; DOYLE; EGAN, 2003). Por outro lado, o DZ
inibe a liberacdo de insulina devido sua acao em abrir seletivamente os canais de Karp das
células P pancreaticas, conduzindo a hiperpolarizagdo da membrana plasmatica (DUNNE,
1989; SATO et al., 1992; DABROWSKI et al., 2003).

No nosso estudo o DZ causou hiperglicemia em animais normoglicémicos, sendo
seu efeito revertido pela GLI. J4 a FSM e TIR ndo conseguiram reverter a hiperglicemia
causada pelo DZ. Estes resultados sugerem que o mecanismo de acdo da planta ndo ocorre
por bloqueio dos canais de potéssio, ou seja, sua acdo ocorre por mecanismo diferente das
sulfoniuréias. Partindo deste pressuposto, utilizamos outro hipoglicemiante oral, no caso,
metformina com a visando esclarecimento do mecanismo de a¢ao da planta.

A metformina (MET) ¢ uma biguanida com acdo antihiperglicémica e nao
hipoglicémica. Ela ndo causa liberacdo de insulina do pancreas e geralmente ndo causa
hipoglicemia, mesmo em doses elevadas. Ela reduz os niveis de glicose pela produgdo
diminuida de glicose hepatica e por aumentar a a¢do da insulina no musculo e tecido
adiposo. A nivel molecular, estas agdes sao mediadas pelo menos em parte pela ativagao da
cinase celular (AMP-cinase). O mecanismo pelo qual a MET diminui a produgdo de glicose
hepatica ¢ controversa, mas a maioria dos dados indica um efeito sobre a redugdo da
gliconeogénese. A metformina também pode diminuir a glicose plasmatica por reduzir a
absorcao intestinal de glicose; todavia, ndo foi constatado que tal acdo tenha importancia

clinica (STUMVOLL et al., 1995; DAVIS, 2006; NOITE; KARAN, 2007).
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Estudos anteriores mostraram que o decocto das folhas de C.sycioides nao afetou
o metabolismo dos lipidios, nem o nivel de glicogénio hepatico em animais. Entretanto, C.
sycioides reduziu o nivel de uréia na urina, isto deve indicar que a planta exerce seus efeitos
redutores da glicemia pela inibi¢do da gliconeogénese, como ¢ o caso das biguanidas. Porém
o autor enfatiza que sdo necessarios ensaios clinicos farmacoldgicos sobre o efeito da planta
bem como o isolamento e caracterizacdo dos compostos ativos (PEPATO et al., 2003). Ja
outro estudo (BARBOSA et al., 2002) isolou flavonodides do extrato aquoso das folhas da
planta e justifica a atividade hipoglicemiante pela presenca de flavondides com atividade
diurética e hipoglicemiante.

No nosso estudo, pela primeira vez foi isolada a TIR presente na planta, logo os
nossos estudos prosseguiram com a TIR e observamos que a mesma possui uma significativa
capacidade de reduzir a glicemia, colesterol, trigliceridios e VLDL, tanto sozinha, como em
associacdo com a MET. A TIR reduziu a glicemia, ¢ quando associada com MET, este
efeito foi aumentado e se aproximou dos valores normais.

Com relagdo ao colesterol total ndo houve alteracdo dos seus niveis em ratos
diabéticos, entretanto a TIR e MET administradas por via oral reduziram estes niveis,
mostrando o efeito benéfico sobre o metabolismo dos lipidios. Por outro lado, os
trigliceridios e o VLDL foram aumentados em animais diabéticos € quando tratados com a
TIR e MET por via oral seus niveis foram reduzidos. O colesterol, bem como os
trigliceridios ¢ VLDL foram reduzidos com a administracdo da associagdo MET + TIR por
via oral, entretanto ndo houve potencia¢do dos efeitos. Estes resultados confirmam estudos
anteriores onde a MET mostrou um favoravel impacto sobre o perfil lipidico, diminuindo os
trigliceridios, a lipoproteina de baixa densidade (LDL), e os niveis de colesterol total (
BAILEY; TURNER, 1996; DEFRONZO, 1999; SETTER et al., 2003).

Os niveis de uréia e creatinina foram aumentados em ratos diabéticos tratados
com aloxano. Ja administracdo oral de MET e TIR causou uma redugao nos niveis de uréia e
creatinina. A associagdo MET + TIR causou uma leve tendéncia a potencializacdo nos
niveis de uréia, entretanto ndo potencializou os niveis de creatinina. Trabalhos anteriores
investigando a MET e TIR na atividade hipoglicemiante em animais diabéticos, nao
dosaram os niveis de uréia e creatinina, portanto ndo podemos fazer comparacdes, mas
concluir que as duas (MET e TIR), sozinhas ou associadas tem efeito benéfico na fungao
renal.

Com relagdo a avaliacdo das enzimas hepdticas alanina transaminase (ALT) e

aspartato transaminase (AST), as mesmas sdo uteis na avaliacdo da fungdo hepatica. No
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nosso estudo, os animais diabéticos ndo mostraram alteragdo significativa nos niveis destas
enzimas, contudo a MET e TIR causaram redugdes significativas destas enzimas e quando
associados houve redu¢do dos seus niveis, mas ndo ocorreu potencializa¢do. Estes resultados
confirmam o efeito benéfico da TIR, protegendo o figado da toxicidade do aloxano.

A metformina ¢ uma biguanida que tem sido usada em combinagdo com a
sulfoniureia, onde o efeito aditivo ¢ evidente com melhor controle da hiperglicemia
(DEFRONZO, 1999; SETTER et al., 2003). Recentemente uma nova substancia foi incluida
no tratamento do diabetes mellitus, é o glucovance, uma associagdo da MET + GLI. Estudos
clinicos mostraram que a associacdo MET + GLI contida em glucovance proporciona maior
eficacia anti-hiperglicémica em doses menores, porque age na dupla alteragao metabolica do
diabetes tipo II por meio de um Unico comprimido (PORTAL diabetes, 2007). No nosso
estudo obtivemos efeitos aditivos quando associamos a MET + TIR e ndo quando
associamos GLI + TIR, sugerindo que o mecanismo de acdo da TIR ¢é semelhante ao das
biguanidas, neste caso a MET. Visto que a TIR ¢ a substancia predominante na FSM de C.
verticillata (ALEXANDRE, 2006) podemos concluir que essa substancia seja responsavel
pela atividade hipoglicemiante da planta.

As doses de FSM (50 mg/kg), GLI (2,5 mg:kg) e FSM (50mg/kg) + TIR(1
mg/kg) foram as que causaram maiores indices de mortalidade e reduziram de modo
significativo o peso, isto deve ter sido causado pela hiperglicemia elevada cuasando efeitos
toxicos nos animais em estudo. Apesar de ter causado uma significativa reducdo na glicemia,
a FRT causou um reducdo significativa de peso e uma mortalidade proxima aquela
encontrada no controle diabético, e isto se deve provavelmente a quantidade grande de
tiramina na mesma. J4 quando associamos GLI + TIR observamos uma baixa mortalidade e
uma pequena reducdo de peso dos animais que pode ser conseqiiéncia do efeito
hipoglicemiante da sulfoniuréia quando associada com a TIR.

A MET 50 mostrou ser a melhor dose para o estudo, pois além de causar baixa
mortalidade mostrou pequena redugdo no peso enquanto que a dose de MET 100 causou um
alto indice de mortalidade e reducdo de peso, portanto ndo foi incluida no estudo. Quando a
MET (50 mg/kg) foi associada com a TIR (1 mg/kg) houve uma baixa mortalidade ¢ uma
pequena reducdo de peso semelhante a associagdo (GLI + MET), confirmando os efeitos
benéficos dos hipoglicemiantes. A FSM (100 mg/kg) foi a que causou menor reducdo de
peso e baixa de mortalidade, comparavel com a MET (50 mg/kg), significando que ¢ uma
dose eficaz no tratamento do diabetes mellitus, reduzindo a glicemia e prevenindo da

mortalidade por aloxano.
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Algumas espécies de Cissus, como a C. quadrangularis tem atividade analgésica
comparavel ao acido salicilico (SING et al., 1984). Outros estudos com C. quadrangularis
confirmaram que o extrato metandlico da planta causou significativas redugdes nas
contor¢des abdominais induzidas por &cido acético e inibiu o tempo de lambedura das patas
no teste da formalina, em ambas as fases, em camundongos. Da mesma forma, causou efeito
inibitorio no edema de orelha causado por etil fenilpropiolalato e o edema de pata induzido
por carragenina ¢ acido aracdonico (PANTHONG et al., 2006).

O teste da formalina ¢ comumente empregado como um modelo de dor aguda e
tonica, particularmente como um estimulo nociceptivo quimico. Este teste foi descrito
originalmente por Dubuisson e Dennis (1977) para ratos e caes. O teste da formalina ¢
considerado um dos modelos mais validos para o estudo da nocicep¢do. O teste permite
avaliar a resposta do animal a uma dor moderada e continua causada pelo tecido injuriado
bem como o papel dos sistemas endogenos de regulagao da dor (TJOLSEN, 1992). A inje¢do
de formalina produz uma resposta bifasica relacionada ao processo doloroso recente e tardio.
Este estimulo nociceptivo aumenta a quantidade de substdncia P no corddo espinhal. O
aumento observado nos primeiros 10 minutos se deve principalmente a uma ativagao direta
da populagdo de nociceptores periféricos, enquanto que a diminuigdo apos este tempo pode
ser devido a inativacdo desta proteina pela formalina. O segundo aumento com 20 a 60
minutos pode ser devido a um subseqiiente recrutamento das células inflamatérias pelos
neurdnios aferentes primarios adjacentes (MCCARSON; GOLDSTEIN, 1990).

A resposta comportamental a inje¢do subcutanea de formalina mostra uma fase
aguda inicial (fase recente ou 1 fase) e apoés um curto periodo de (10 a 15 min), uma
resposta tOnica prolongada persistindo por 60 a 90 min (ultima fase ou 2 fase).
Tradicionalmente, a fase recente ocorre devido a estimulacdo direta de nociceptores pela
formalina, enquanto que a Ultima fase ocorre devido a componentes inflamatorios com a
liberacao de diferentes substancia mediadoras da dor e sensibilizacao central (HUNSKAAR;
HOLE, 1987; TIOLSEN et al., 1992).

No nosso estudo a FSM demonstrou atividade analgésica através da inibi¢do do
tempo de lambedura da pata na 2°* fase da dor, considerada dor inflamatoéria. Entretanto, a
TIR causou atividade analgésica na 1* e 2* fase da dor somente com as doses maiores (2 e 4
mg/kg), a dose menor (1 mg/kg), s6 teve efeito na 2* fase. Portanto, quando associamos a
FSM + TIR o efeito analgésico foi potenciado e ocorreu somente na 2* fase da dor
inflamatoria, confirmando que o mecanismo de agdo analgésica périférica da planta ocorre

via inibicdo da sintese de prostaglandinas. A morfina, um opioide endogeno padrao, como
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esperado causou inibicdo do tempo de lambedura na 1* e 2* fase da dor, mostrando efeito
analgésico periférico e central, sendo que este ultimo foi bem maior. J& a GLI ndo inibiu o
tempo de lambedura dos animais, mas se mostrou nociceptiva ja que o tempo de lambedura
foi semelhante ao do controle, confirmando os resultados anteriores em que a mesma nao
tem efeitos antinociceptivos no teste da formalina e preensdo da pata (ALVES; DUARTE,
2002; ORTIZ et al., 2003).

O processo inflamatorio € caracterizado pela producdo de mediadores
inflamatorios, incluindo prostaglandinas, leucotrienos, histamina e bradicinina, além da
liberagdo pelos tecidos e células de fatores quimiotaticos (TOMLINSON et al., 1994). O
modelo de inflamag¢ao induzido por carragenina (edema de pata e peritonite) € comumente
utilizado para avaliar drogas antiinflamatdrias. As caracteristicas bioquimicas e celulares do
edema de pata induzido por carragenina foram bem descritas no passado e tem sido
constantemente implementadas com novas descobertas (DI ROSA; GIROUD;
WILLOUGHBY, 1971; DI ROSA; PAPADIMITRIOU; WILLOUGHBY, 1971; DI ROSA,
1982; GARCIA LEME et al., 1973; POUSADAS et al., 2004). O processo envolve uma
acdo seqiiencial de varios mediadores, ocorrendo inicialmente (edema, 0-1 h) a liberagdo de
histamina, serotonina e bradicinina, seguida (edema, 1-6 h), principalmente pelo aumento
nos niveis de prostaglandinas (PGs). A liberagdo de PGs coincide com a migragao de
leucocitos, principalmente neutrofilos, que amplificam a resposta inflamatéria com a
producdo dentre outros mediadores, de espécies reativas de oxigénio (EROS) e proteases tais
como a mieloperoxidase, enzima claramente correlacionada com a severidade do processo
(FANTONE; WARD, 1982; NANTEL et al., 1999; POUSADAS et al., 2004). Outro
mediador importante ¢ o oxido nitrico (ON), produzido em condi¢des farmacoldgicas em trés
isoformas de ON sintase: endotelial, neuronal e induzivel (MONCADA; HIGGS, 1991).

Estudo mais recente (GUAY et al., 2004) caracterizou o edema da carragenina
numa fase inicial (1-6 h) e tardia (12-24 h). A primeira fase foi associada com o aumento nos
niveis de PGE, e tromboxano B, e com a expressdao acentuada de PGE, sintase precedida
pela expressdo da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2). Porém, COX-2 e PGE, sintase
permanecem elevadas na fase tardia.

Achados recentes (SING et al, 2006; THORANDI et al., 2003) mostraram
evidéncias de que a inflamagcdo ¢ um importante fator de risco para as doengas
cardiovasculares. Posteriormente, baseado nos achados de que niveis elevados de

marcadores inflamatorios, tais como a Proteina C-reativa aumentam o risco de doenga
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cardiovascular, tem também sido proposta que a inflamag¢do, como medida de tais
marcadores, deve ser incluida na defini¢ao de sindrome metabolica.

Sabe-se que C. verticillata , além do seu uso como hipoglicemiante, tem sido
usada como antiinflamatério (GARCIA et al., 2000, BELTRAME et al., 2001). Estudos
anteriores mostraram que o extrato metandlico de C. sicyoides e seu constituinte resveratrol
do hydroxystilbene inibiram a liberacao de histamina dos mastocitos na cavidade peritoneal.
Desses resultados pode-se deduzir que a atividade antialérgica para a libera¢do de histamina,
na cavidade peritoneal, mostradas pelo extrato metanolico pode ser mediada pelo constituinte
resveratrol ¢ pode contribuir para a atividade antiinflamatéria da planta (QUILEZ et al.,
2004).

No nosso estudo a FSM, TIR (2 e 4 mg/kg) e GLI ndo apresentaram efeito
antiedematogénico no edema de pata induzido por carragenina em camundongos. Entretanto
uma reducdo significativa do edema foi observado com TIR 1 mg/kg somente 24 horas apds
a indugdo, mostrando seu efeito na fase tardia. A FSM, somente na dose de 100 mg/kg,v.o, a
semelhanca da indometacina, inibidor especifico da ciclooxigenase, reduziu
significativamente o edema de pata induzido por carragenina em ratos. Curiosamente quando
a dose foi aumentada para 200 mg/kg,v.o a FSM ndo apresentou efeito inibidor do edema. Os
resultados sugerem que o efeito antiinflamatorio € muito pequeno e nao ¢ dose dependente .

Para investigarmos a possibilidade de envolvimento de outros mediadores
inflamatorios na atividade antiinflamatéria da FSM e TIR foi avaliado o efeito da
administracdao oral dessas substincias no edema de pata induzido por dextrano. O dextrano
induz o edema por mecanismos distintos em relagdo a carragenina, neste caso o aumento da
permeabilidade vascular dé-se devido a desgranulacdo de mastdcitos, e conseqiiente
liberagdo de mediadores inflamatorios como histamina e serotonina. Além disso, o exsudato
apresenta poucas proteinas e neutrofilos (LO et al., 1982). No nosso estudo, a FSM, TIR e
GLI ndo apresentaram efeito antiedematogénico no edema de pata induzido por dextrano em
ratos e camundongos, confirmando que o0 seu mecanismo ocorre via inibigdo de

prostaglandinas.
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou que fragdes isoladas de folhas de Cissus
verticillata apresentam varias propriedades farmacologicas que justificam a utilizagdo popular
da planta como antidiabética e antiinflamatéria. Assim, ndo somente a fracao soluvel em
metanol, mas também a fragdo rica em tiramina e a propria tiramina mostraram propriedades
hipoglicemiante e hipolipidémica, reduzindo de modo significativo ndo somente a glicemia
mas, também, as concentracdes de trigliceridios ¢ VLDL, além de uréia e creatinina, em

modelo experimental de diabetes em ratos.

A associacdo de tiramina com glibenclamida, antidiabético oral do grupo das
sulfoniluréias, cujas principais agdes consistem no aumento de liberagdo de insulina do
pancreas ¢ fechamento de canais de K+, ndo resultou em potencializacdo dos efeitos
hipoglicémicos nem hipolipidémicos. Este fato sugere que, possivelmente, a droga ndo age
através do bloqueio de canais de K+ em tecidos extra-pancreaticos, como o faz a
glibenclamida. Adicionalmente, a associagdo entre a FSM ou TIR com diazéxido, droga que
inibe a liberagdo de insulina, ndo bloqueou o efeito hperglicémico do diazéxido, efeito que foi

antagonizado pela glibenclamida.

Contudo, a associagdo de tiramina com metformina, uma outra droga
hipoglicemiante oral do grupo das bigaunidas e que atua através da abertura de canais de K+
sensiveis ao ATP resultou em potencializacdo dos efeitos hipoglicémicos e hipolipidémicos
da tiramina. Estes resultados indicam que, possivelmente, o mecanismo de a¢do dos principios

bioativos da planta ¢ semelhante aquele apresentado pela metformina.

A FSM foi eficaz em aumentar o nimero de células beta do pancreas, indicando

efeito protetor contra a citotoxicidade induzida pela aloxano.

Tanto a FSM, quanto a tiramina apresentaram potente acdo antioxidante,
reduzindo o percentual de hemoglobina glicada, atuando favoravelmente nas enzimas

antioxidantes e reduzindo a formacao de radicais livres.
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Apesar da FSM apresentar pequena atividade antiinflamatoéria, seus efeitos

analgésicos foram potencializados pela tiramina.

Portanto, os resultados do estudo enfatizam o potencial antidiabético e
antioxidante de C. verticillata e indicam que pelo menos parte dos efeitos farmacoldgicos
observados sdo devidos a presenca de tiramina na planta. Contudo, a participagdo de outros

constituintes nos efeitos observados nao pode ser descartada.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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