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RESUMO

FERREIRA, Ronaldo Martins, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa,
dezembro de 2008. Efeito da infuséo dos frutos de Momordica
charantia L. em ratas diabéticas. Orientador: George Henrique
Kling de Moraes. Co-orientadores: Tania Toledo de Oliveira e
Giovanni Ribeiro de Oliveira.

O objetivo deste estudo foi caracterizar as alteracdes clinicas e
laboratoriais em ratas com diabetes aloxamica e em ratas sadias,
tratadas com infusdo aquosa do p6 dos frutos de Momordica charantia.
Nos ensaios biolégicos, 28 ratas foram induzidas ao diabetes
experimental por via intraperitoneal na dose de 75 mg/kg. A glicemia foi
verificada no sexto dia apdés a inducdo e os animais com glicemia
superior a 180 mg/dL foram distribuidos em dois grupos: Grupo
Diabético Tratado (8 animais) e Grupo Diabético Controle (7 animais). A
partir de animais sadios, outros dois grupos foram formados: Grupo
Sadio Controle e Grupo Sadio Tratado, cada um com 7 animais. Os
tratados receberam dose diaria de 1 mL/250g de peso corporal da
infusdo preparada a 10%, e os animais dos grupos-controle, 1 mL de
soro fisiolégico, por um periodo de 25 dias. Durante o experimento
foram estudados os seguintes parametros clinicos: peso, ingestéo
hidrica, ingestdo alimentar, diurese e estado geral. Ao final do
experimento, os animais foram eutanasiados e as seguintes dosagens
laboratoriais foram realizadas: glicemia casual, hemoglobina glicosilada,
insulina, peptideo C e peptideo insulinotropico glicose-dependente
(GIP). Verificou-se um aumento do peso entre os animais de todos o0s
grupos e um maior consumo hidrico e alimentar nos grupos de animais
diabéticos. Apds o tratamento com a infusdo aquosa do pé dos frutos de
Momordica charantia, o nivel glicémico dos animais diabéticos tratados

reduziu em 12,4% e o dos animais sadios tratados reduziu em 0,38%.



Os valores encontrados para a hemoglobina glicada dos animais
diabéticos sdo proximos aos considerados normais. As concentragfes
plasméticas para a insulina foram menores nas ratas diabéticas do que
nas ratas sadias. Os teores sanguineos do peptideo C dos animais
diabéticos mostraram valores pouco menores do que os animais sadios
e as concentracdes plasméticas do peptideo insulinotropico glicose-
dependente (GIP) mostraram-se 101,3% maiores nos animais diabéticos
tratados do que nos animais diabéticos ndo-tratados e 68,0% acima dos
valores encontrados para os animais do grupo controle sadio. Esses
resultados revelam que a infusdo aquosa dos frutos de Momordica
charantia, é capaz de promover um aumento dos niveis plasmaticos do
peptideo insulinotrépico glicose-dependente, promovendo entdo uma

diminuicdo dos niveis glicémicos dos animais com diabetes aloxamica.



ABSTRACT

FERREIRA, Ronaldo Martins, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa,
December of 2008. Fruits infusion effect of Momordica
charantia L. in female rats diabetics. Adviser: George Henrique
Kling de Moraes. Co-advisers: Tania Toledo de Oliveira and Giovanni
Ribeiro de Oliveira.

The objective of this study was to characterize the clinical
alterations on laboratory female rats with alloxanic diabetes and on
healthy female rats, treated with aqueous infusion of powdered fruits of
Momordica charantia. In the biological assays, 28 female rats were
induced to the experimental diabetes though intraperitoneal injection
in a dose of 75 mg/kg.. The glycemia was verified on the sixth day
after the induction and the animal with glycemia superior to 180 mg/dL
were distributed in two groups: Treated Diabetic Group (8 animals) and
Control Diabetic Group (7 animals). After dividing this two groups of
female rats (healthy and diabetic rats), two others groups of healthy
animals were formed: Control Health Group and Treated Healthy
Group, which one with 7 animals. Treated animals were received a diary
dose of 1 mL/250g of corporal weigh of the 10 % prepared infusion, and
the groups-control animals, 1mL of physiologic serum, for 25 days.
During the experiment were studied the following clinical parameters:
weigh, hydric ingestion, alimentary ingestion, diuresis and general
state. On the final of the experiment, the animals were euthanized and
the following laboratorial dosages were realized: casual glicemy,
hemoglobin, Aic ,insulin, C peptide and glucose-dependent
insulinotropic polypeptide (GIP). Was verified weight increase among all
animals of all groups and a bigger hydric and alimentary consumption
in the groups of diabetic animals. After the treatment with aqueous

infusion of powdered fruits of Momordica charantia, the glycemic level



of treated diabetic animals was reduced to 12,4% and the treated
healthy animals was reduced to 0,38%. The found values to hemoglobin
Aic of diabetic animals were similar to values that are considered
normal. Plasmatic concentrations to the insulin were smaller in diabetic
female rats than in healthy female rats. Sanguine tenors of the C
peptide of diabetic animals showed values a little smaller than healthy
animals and plasmatic concentration of the glucose-dependent
insulinotropic polypeptide (GIP) were shown 101,3% larger in treated
diabetic animals than in no-treated diabetic animals and 68,0% above
of the found values for animals of healthy control group. These results
reveal that the aqueous infusion of powdered fruits of Momordica
charantia is capable to promote and increase plasmatic levels of the
glucose-dependent insulinotropic polypeptide, promoting a decrease of

glycemic levels of animals with alloxanic diabetes.

1. Introducéo

A investigacédo clinica é a chave para fazer novos medicamentos e
tratamentos disponiveis para pessoas que deles necessitam. Nao seria
possivel tratar com sucesso a diabetes como atualmente ela é tratada,
sem 0s muitos trabalhos experimentais importantes que aconteceram
ao longo dos ultimos 85 anos. De fato, um dos mais emocionantes
momentos da histéria médica envolveu um trabalho de pesquisa
testando um hormonio recém-descoberto, a insulina. Em 1921, o
cirurgido canadense Dr. Frederico G. Banting e seu assistente, o
estudante Charles H. Best, iniciaram sua pesquisa com a substancia
pancredtica que poderia tratar o diabetes. Eles foram bem sucedidos e,
depois de se associarem ao bioquimico James B. Collip, foram capazes
de desenvolver uma forma de insulina purificada. No inicio de 1922, os
investigadores aplicaram extratos pancreaticos (mais tarde conhecido

como insulina) em cées diabéticos e, em seguida, neles mesmos, antes



de aplicar injecdes em um menino de 14 anos, Leonard Thompson,
gue padecia de diabetes em um hospital de Toronto. O menino, que
estava sobrevivendo com a dieta de “fome” prescrita para a maioria dos
diabéticos naquela época, passou a apresentar niveis de glicose no
sangue muito melhores e viveu por mais treze anos. Com esta
importante descoberta, o Dr. Banting ganhou o Prémio Nobel de

Fisiologia e Medicina em 1923 (Banting et al., 1922).

Desde entdo, novas atividades de investigagao e desenvolvimento
da insulina humana e de outras drogas conduziram a melhores
tratamentos e a maior sobrevida. Hoje em dia, um adulto com diabetes
pode escolher entre uma variedade de formulagdes de insulina e

medicamentos orais.

O diabetes representa um problema importante em diversos paises pela
carga de sofrimento, incapacidade, perdas de produtividade e morte
prematura que provoca (Murray e Lopez, 1994). Estima-se que aumentara na
populacdo mundial, devido a transicao demogréafica, de 2,8% (171 milh&es de
pessoas) para 4,4% (366 milhdes), entre os anos de 2000 e 2030 (Wild et al.,
2004), particularmente de maneira rapida na América Latina (Barcel6 e
Rajpathak, 2001). No Brasil, o Diabetes mellitus (DM) atingia 7,6% dos adultos
entre 30 e 69 anos nos fins da década de 1980 (Malerbi e Franco, 1992). Na
Campanha Nacional de Deteccdo de DM, em 2001, 16% dos examinados com
idade acima de 40 anos, apresentaram glicemia capilar média igual a 100
mg/dL em jejum ou 140 mg/dL em amostra casual (Nucci, 2004). O
envelhecimento e o aumento dos niveis de obesidade da populacado brasileira
observados nos ultimos anos, certamente contribuira para elevar a prevaléncia
do DM (Monteiro et al., 1995).

Em funcdo desta dura realidade, torna-se imprescindivel a busca de
novos principios farmacoldgicos para o tratamento do DM, e a
etnofarmacologia botanica constitui-se em uma valiosa fonte de informacdes,
uma vez que é muito mais provavel encontrar atividade biolégica em espécies
vegetais em evidéncia na “farmacia natural” do que em plantas escolhidas ao
acaso (Cechinel-Filho e Yunes, 1998; Barbosa-Filho et al., 2006).



O meldo-de-Sdo-Caetano (Momordica charantia L.), da familia
Cucurbitaceae, €é uma espécie pantropical, trepadeira, originaria
provavelmente do leste indiano e sul da China, mondica, raramente
hermafrodita com flores amarelas solitarias nas axilas das folhas (Walters e

Decker- Walters, 1988; Robinson e Decker-Walters, 1997).

No Brasil, o tipo selvagem é uma planta daninha bastante freqiiente em
pomares, hortas, cafezais, cercas, alambrados e terrenos baldios (Lorenzi,
2000). A superficie do fruto é verde escura brilhante e seus frutos maduros

tém um sabor de médio a fortemente amargo, exibindo deiscéncia irregular.

E uma espécie de valor ornamental, alimentar e medicinal. Ornamental
por possuir folhas delicadas, flores amarelas brilhantes e frutos coloridos de
formato incomum. Conforme Huyskens et al. (1992), Walters e Decker-Walters
(1988) e Robinson e Decker-Walters (1997), os frutos imaturos (casca verde
escura com polpa e sementes tenras e brancas) sdo bastante consumidos
pelos povos asiaticos, sob a forma de conserva, recheados ou fritos, e séo
bastante ricos em ferro, calcio, fésforo e vitaminas. Sao atribuidas a planta
diversas propriedades terapéuticas tais como: antidiarréica, anti-reumatica,
hipoglicemiante, resolutiva e afrodisiaco masculino, sendo usada
popularmente contra eczemas, ferimentos, furdnculos, tumores, incémodos
das hemorroidas, diarréias simples ou hemorragica, como pesticida e,
recentemente, como agente inibidor da multiplicacdo do virus HIV (Grenand et
al., 1987; Yang e Walters, 1992; Matos, 1997; Diniz et al., 1997; Robinson e
Decker-Walters, 1997).

A atividade hipoglicemiante da espécie vegetal Momordica charantia esta
descrita em diversos trabalhos, porém, o exato mecanismo pelo qual a
glicemia é afetada permanece desconhecido (Abascal e Yarnell, 2005). Os
farmacos utilizados atualmente no tratamento do DM apresentam-se eficientes
no controle da glicemia, entretanto nenhum deles aborda a

preservacdo/regeneracao das células B das ilhotas pancreéticas.



Sendo assim, neste trabalho efetuaram-se ensaios laboratoriais em
ratas com diabetes aloxamica, visando a detectar alteragcdes nos niveis
plasmaticos do peptideo insulinotropico glicose-dependente, um hormoénio
incretina secretado pelas células K intestinais e que demonstra propriedades
estimulatérias para a secrecdo de insulina juntamente com caracteristicas

antiapoptdéticas em células  pancreéticas.



2. Revisao de literatura

2.1. Diabetes mellitus, a epidemia do século XXI

O diabetes - caracterizado por uma alta nivelagdo do indice glicémico -
€ um disturbio do metabolismo da glicose, que tem como conseqiiéncia a sua
extensdo ao metabolismo de proteinas e de lipideos. O termo diabetes é
originario da Grécia e significa “sifdo, lugar por onde passa muito liquido”,

fazendo referéncia a polidria e a polidipsia, caracteristicas do diabetes.

O Diabetes mellitus (DM) é uma doencga tdo antiga quanto a
propria humanidade, uma vez que seus sintomas foram descritos h&
cerca de 3.500 anos, no Papiro de Ebers no antigo Egito (Marles e
Farnsworth, 1995). Hodiernamente, é a mais importante patologia que
envolve o pancreas enddcrino. Suas principais manifestacdes incluem
disturbios metabdlicos, que acarretam um estado crénico de
hiperglicemia (Ramalho, 1998), sendo a principal causa de cegueira,
retinopatia, nefropatia, neuropatia, amputagao dos membros inferiores,
disturbios cardiovasculares, hipertensdo e infarto do miocéardio. A
expectativa de vida em pacientes diabéticos é diminuida & metade,
especialmente nos paises em desenvolvimento, onde o nimero de casos
estd aumentando significativamente e o tratamento adequado

geralmente néo esta disponivel (Marles e Farnsworth, 1995).



O diabetes é um distarbio cronico multifatorial e tem como forte
componente a influéncia ambiental. As melhorias sécio-econdmicas
vivenciadas mundialmente nos udltimos 20 anos promoveram um aumento
significativo no nimero de casos de diabetes. Sdo previstos 220 milhdes de

diabéticos em 2010 com um aumento da prevaléncia da ordem de 25-50% nos
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proximos 10 anos (Fig. 1). O sedentarismo e a dieta rica em gorduras,
caracteristicas da sociedade moderna, provocam uma maior incidéncia da
obesidade e do diabetes, de tal modo que um novo termo para a sua
designacdo conjunta, “diabesidade”, esta surgindo. O diabetes, portanto,
ameaca ser o maior problema econémico-social do século XXI (Zimmet et al.,
2001).

Sendo assim, nédo é de se estranhar o fato do DM situar-se entre as dez
principais causas de morte nos paises ocidentais e que, apesar dos progressos
em seu controle clinico, ainda nao foi possivel controlar de fato suas

consequéncias letais. Esta doenca é um distdrbio crénico que afeta o

metabolismo de carboidratos, de gorduras e proteinas. Um aspecto
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caracteristico do DM é a hiperglicemia que se estabelece como reflexo da
deterioracdo da utilizacdo dos carboidratos, em virtude de resposta defeituosa
ou deficiente a secrecao de insulina (Bransome, 1992). Por conseguinte, o DM
compreende um grupo heterogéneo de transtornos hiperglicémicos, que afetam
o metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas e estdo associados a uma
deficiéncia absoluta ou relativa na secre¢do e/ou acado da insulina (Rao et al.,
2001).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (World Health
Organization), no ano de 2000 aproximadamente 171 milhdes de
pessoas possuiam diabetes no mundo e se estima que no ano de 2030
esse numero chegue a 366 milhdes (World Health Organization, 2008).
Nos Estados Unidos da América (EUA), no ano de 2005 a prevaléncia do
diabetes foi de 20,8 milhfes de pessoas, o que corresponde a 7% da
populacdo americana sendo que, 14,6 milhdes apresentavam diabetes
diagnosticado e 6,2 milhdes de pessoas possuiam diabetes néo-
diagnosticado. A incidéncia de diabetes do tipo 1 entre pessoas menores
de 20 anos é entre 1:400 e 1:600, entdo aproximadamente 176 mil
pessoas tém diabetes do tipo 1 nessa faixa etaria. O custo anual com a
patologia no ano de 2002 nos EUA, atingiu 132 bilhdes de dolares,
sendo que 92 bilhdes foram gastos diretamente e 40 bilhdes foram
gastos indiretamente (Centers of Disease Control and Prevention, 2005).
No Brasil, o ultimo censo nacional realizado foi entre 1986 e 1989, no
qual foi constatada uma prevaléncia do diabetes de 7,6% em pessoas

entre 30 e 69 anos de idade.

O numero de mortes no ano de 2000, causadas por DM, para a
Ameérica Latina e Caribe foi igual a 339.035 pessoas, 0 que representa
uma perda de 757.096 anos de vida produtiva entre pessoas com
menos de 65 anos e um custo financeiro de mais de trés bilhdes de
délares. No Brasil, os custos totais estimados para o diabetes, no ano
de 2002, foram de 22 milhdes de dodlares, sendo o custo médio per
capita de 872 dodlares, o mais alto da América Latina. Gastos médios
com pessoas diabéticas alcancam o dobro, ou o triplo, do que com

pessoas ndo afetadas pela doenca (Barcel6 et al.,, 2003). Esses dados



bastariam para justificar a busca de novos compostos eficazes para o
tratamento do DM a partir de plantas regionais mais acessiveis a

populacao.

O Diabetes mellitus do tipo 1 (DM1) é classificado como deficiéncia
absoluta de insulina resultante da destruicao das células B das ilhotas
pancreaticas. Os critérios para o diagnéstico do diabetes incluem os
sintomas clinicos da doenca e dosagem da glicemia casual maior ou
igual a 200 mg/dL. Os sintomas clinicos incluem polifagia, poliuria,
polidipsia e perda de peso. A glicemia de jejum (pelo menos 8 horas)
superior a 126 mg/dL ou glicemia igual ou maior do que 200 mg/dL,
verificada 2 horas apods a ingestdo de 75 gramas de glicose dissolvida
em agua, sédo elementos laboratoriais que confirmam o estado diabético

(American Diabetes Association, 2007).

O Diabetes mellitus do tipo 2 (DM2), ou n&o insulino-dependente,
e a intolerancia a glicose tém se tornado um dos disturbios mais
comuns em clinica médica e estdo frequentemente associados a
sindrome metabdlica, que se caracteriza por resisténcia a insulina,
obesidade andrdide ou central, dislipidemia e hipertensdo arterial
(Reaven, 1988; Kaplan, 1989). A sindrome metabdlica é responsavel
pela maior morbi-mortalidade por doengas cardiovasculares tanto em

obesos quanto em diabéticos tipo 2.

O tratamento atual do DM2 visa a manter o controle glicémico
adequado, seja com dieta hipocalérica, aumento da pratica de exercicios
fisicos ou uso de medicagdes. Existem no momento diversas opcdes
terapéuticas, que podem ser utilizadas isoladamente ou em associagoes,
como por exemplo, sensibilizadores da acdo da insulina (metformina,
tiazolidinedionas), antihiperglicemiantes (acarbose), secretagogos
(sulfoniluréias), ativadores de PPAR-gama (glitazonas), drogas

antiobesidade e/ou insulina.

Dois hormdnios incretinicos identificados como peptideo

semelhante ao glucagon-1 (GLP-1) e polipeptideo insulinotrépico



glicose-dependente (GIP) vem sendo estudados para o tratamento do
DM2. Ambos os peptideos sdo secretados em resposta a ingestdo de
nutrientes e estimulam a secrecdo de insulina glicose-dependente
(Hinnen et al., 2006). O efeito de incretina, que foi atribuido ao GLP-1 e
ao GIP, é reconhecido como uma resposta secretora de insulina
significativamente maior a glicose oral em comparagdo com glicose
intravenosa. Este efeito ajuda a regular os niveis de glicose pds-prandial
e € responsavel por aproximadamente 60 % da secrecdo de insulina em

resposta a uma carga de glicose oral (Holst e Gromada, 2004).

GIP é um horménio multifuncional, que também inibe a
secrecdo de glucagon, reduz o esvaziamento géstrico e funciona como
um regulador da saciedade (Zander et al. 2002; Deacon et al., 1995).
Embora ndo demonstrado nos seres humanos, estudos experimentais in
vivo e in vitro tem relatado que GIP promove proliferagdo das células 3 e
reduz a apoptose (Dachicourt et al., 1997; Farilla et al., 2002). Apesar
do GIP promover a proliferacéo e exercer efeitos anti-apoptoticos sobre
as células B, seu potencial terapéutico € limitado pela sua meia-vida
curta (~2 minutos); ele é degradado rapidamente pela protease
endogena, DPP-4 (Kieffer et al., 1995; Mentlein et al., 1993). Por
conseguinte, miméticos da incretina, peptideos que imitam varias das
acOes glico-regulatérias do GIP, mas sao resistentes a degradacao pelo
DPP-4, continuam a ser investigado para o tratamento de pacientes com
DM2. Uma segunda estratégia centrou-se no desenvolvimento de
inibidores da enzima DPP-4, que permitem um aumento dos niveis
endogenos do GIP (Hinnen et al., 2006; Deacon, 2004).

A Exenatida (Amilina Pharmaceuticals, Inc. e Eli Lilly and
Company) é um peptideo com 39 aminoacidos e atualmente disponivel
para o tratamento de pacientes com DM2 em muitos paises incluindo os
Estados Unidos, a Unido Européia (UE) e partes da América Latina. O
medicamento € um composto sintético desenvolvido a partir da saliva do
Monstro de Gila, o maior lagarto venenoso dos Estados Unidos, que vive

no sudoeste americano e nos desertos do México (Chen e Drucker,



1997). A exanatida é aplicada duas vezes por dia, diariamente (5 ou 10
ug) no prazo de 1 hora antes das duas principais refei¢cdes do dia (cerca
de 6 horas ou mais afastadas) e tem varios modos de glicoregulacao,

muitos dos quais sdo semelhantes ao GIP.

O Diabetes Control and Complications Trial (DCCT, 1996), um
estudo prospectivo multicéntrico sobre as diversas formas de
tratamento com insulina no DM1 e, mais recentemente, o United
Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS-28/33, 1998), em DM2
tratados com dieta, insulina e/ou hipoglicemiantes orais, mostraram a
fundamental importancia do controle glicémico na prevencédo ou
reducdo das complicagbes micro e macrovasculares. O UKPDS
demonstrou que o desenvolvimento de complicagbes microvasculares no
DM2 foi reduzido, quer tratado com sulfoniluréia, metformina ou com
insulina, mas apenas o0s pacientes tratados com a metformina
apresentaram diminuicéo significativa das complicagbes
macrovasculares. O UKPDS também mostrou que ocorre uma piora
progressiva da funcéo da célula beta pancreatica, independente do tipo
de tratamento, e que, apds nove anos de tratamento, apenas 25% dos
diabéticos continuam a responder a monoterapia, sendo necesséarias

associacdes de multiplos recursos para melhor controle glicémico.

Segundo o American College of Endocrinology (ACE) Consensus
Statement on Guidelines for Glycemic Control (2002), o objetivo do
controle do diabetes é prevenir as complicagbes agudas e crbnicas da
doenca, inclusive as macro e microvasculares. Estudos clinicos
mostraram que uma redugédo de 1% no teor de hemoglobina glicada
(HbA1), usada como medida do controle glicémico em longo prazo,
reduz as complicagbes microvasculares em 30% a 35%. Entretanto, os
estudos também revelaram que a grande maioria dos portadores de

DM2 néo consegue atingir metas aceitaveis no que se refere a HbAxc.

No ano 2000, dados da National Health and Nutrition
Examination Survey mostraram que somente 37% dos participantes

tinham atingido niveis de HbA1c inferiores a 7% (Saydah et al., 2004).



No ano seguinte, o Colégio Americano de Endocrinologia revisou as
recomendacdes sobre controle glicémico e abaixou a meta dos niveis de
HbA:. para 6,5% (AACE, 2002).

2.2. Regulacgédo da glicemia

A glicemia é regulada basicamente através da acao de dois hormonios
produzidos nas ilhotas de Langerhans pancreaticas, a insulina e o glucagon,
que promovem o ajuste da homeostasia da glicose. Em pessoas saudaveis, a
acao do glucagon é a de estimular a producao de glicose pelo figado e a agao
da insulina é a de bloquear essa producdao e aumentar a captacao da glicose
pelos tecidos periféricos insulino-sensiveis, como o musculo esquelético e o
tecido adiposo. No estado normal de jejum, pequenos aumentos na glicemia
levam a supressdo da producdo de glucagon e aumento da producdo de
insulina, enquanto as hipoglicemias levam a um aumento na glucagonemia e
reducdo na insulinemia. A integridade desse sistema é fundamental para a
salde metabdlica. No jejum e no estado pré-prandial, o consumo de glicose é
representado pelo sistema nervoso central (50%), musculo (25%) e pelos

tecidos esplancnicos (25%) (Dinneen et al., 1992; Gavin Ill, 2001).

A condicdo de jejum normal é caracterizada por niveis elevados de
glucagon e baixos de insulina, em conjunto com niveis fisiolégicos de
horménios gastrointestinais como o polipeptideo insulinotrépico glicose-
dependente (GIP) e o peptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1). Tal equilibrio
resulta em uma producdo aumentada de glicose pelo figado e pelo rim,
reducdo na captacao periférica de glicose e aumento na protedlise muscular e
na lipdlise adipocitaria. Esse conjunto de acbes sincronizadas mantém a
glicemia entre 70 e 100 mg/dL, os acidos graxos livres (produto da lipdlise)
entre 300 e 400 umol/L e os triglicérides abaixo de 125 mg/dL. Individuos
com diabetes tipo 2 apresentam reducdo na acdo e producdo de insulina,
resultando em aumento na glicemia, acidos graxos livres, triglicérides e nos

aminoacidos no estado de jejum (Gavin Ill, 2001; Lebovitz, 2001B).

Apo6s uma alimentacdo balanceada, ha um aumento fisioldgico
normal na glicemia, com incremento de até 50 mg/dL, né&o

ultrapassando 140 mg/dL. Esse aumento depende da quantidade de



glicose ingerida e da producédo enddgena de glicose. Nesse momento, o
pancreas libera uma quantidade maior de insulina, que suprime a
producéo de glucagon e, consequentemente, reduz a gliconeogénese
hepéatica. Concomitantemente, ha aumento na captacdo da glicose pelo
musculo e tecido adiposo. Esse processo depende de uma acédo eficaz
da insulina em seus receptores celulares, e essa resposta metabdlica
leva também ao retorno dos niveis de lipides e aminoacidos ao estado
basal. Hormonios gastrointestinais como GIP, GLP-1 e PYY3-36
(peptideo YY3-36) participam desse processo, modulando o apetite, 0
esvaziamento gastrico, a producdo de glucagon e insulina e,
eventualmente, até influenciando diretamente a captacdo de glicose

pelos tecidos (Meyer et al., 2004).

2.3. Fisiopatologia da hiperglicemia pods-prandial

A excursao glicémica normal depende de uma complexa acéo de
horménios pancreéticos e gastrointestinais. A hiperglicemia depende da
presenca de defeitos na producéo (reducéo da secrec¢éo insulinica) e na
acdo da insulina (resisténcia a insulina). A relativa importancia da
resisténcia a insulina nos pacientes diabéticos é sabidamente mais
relevante em razdo da presengca de obesidade e da distribuicdo
centripeta de gordura, pelo fato de dificultar a ag¢do insulinica por
diminuir o nimero de transportadores de glicose ativos. No entanto, em
trabalhos nos quais se fez 0 ajuste da secrecdo e acdo insulinicas pelo
grau e distribuicdo da adiposidade, a secrecdo deficitaria de insulina
mostrou-se mais importante (Yaney e Corkey, 2003). O tratamento do
estado diabético costuma ser mais eficaz quando os dois mecanismos

fisiopatolégicos sdo abordados conjuntamente.

A hiperglicemia ocorre pela dificuldade da célula B em compensar
a resisténcia a insulina, com uma resposta secretéria deficiente ao
estimulo glicémico. Esse quadro se apresenta tanto no inicio do
processo como também no possivel mecanismo de exaustéo da célula

inerente a propria evolugcdo da doenca. Entretanto, modelos animais



com auséncia (knock-out) de receptor de insulina na célula
pancredtica, ou seja, em que ha resisténcia a acdo da insulina na
propria célula que a produz, apresentam perda da primeira fase de
secrecdo de insulina e tém como achado clinico inicial a hiperglicemia
pés-alimentar. Assim, a resisténcia a insulina demanda uma maior
producéo de insulina, embora eventualmente culmine com a redugéo

da producgao da mesma como no diabetes tipo 2 (Kulkarni et al., 1999).

A hiperglicemia pos-prandial cronica pode levar a um estado de
glicotoxicidade que se caracteriza pela redugéo progressiva da secregéo
pela célula B, ou a perda progressiva da funcdo glicostatica do
pancreas, que leva a um agravamento progressivo do estado
hiperglicémico. O carater téxico da hiperglicemia sobre a célula
manifesta-se pela reducéo da expressédo do gene de insulina, reducéo
do processamento da pré-insulina e deposicdo de material amildide
com um aumento do processo de apoptose. Tais mecanismos estao
acentuados na concomitancia de um aumento da lipemia pés-prandial
(triglicérides e &cidos graxos livres) por um mecanismo conhecido como
lipotoxicidade (Poitout e Robertson, 2002). Em seguida a ingestdo
alimentar, alguns horménios sdo produzidos e secretados por células
intestinais e estimulam a secrecdo de insulina, sendo conhecidos como
incretinas. H& varios horménios pdés-prandiais, os mais importantes
sdo o polipeptideo insulinotréopico glicose-dependente (GIP) e o
polipeptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1). Realmente, ha uma
resposta insulinica aumentada a glicose oral quando confrontada a
infusao intravenosa de glicose, e esse fenbmeno é conhecido como efeito
incretina, o qual contribui com 30% a 60% da secre¢do pés-prandial de
insulina. Em pacientes DM2, existe uma discreta reducdo dos niveis
pos-prandiais de GIP e uma intensa reducdo nos niveis de GLP-1,
contribuindo para a insuficiéncia na secre¢do insulinica nesses
individuos (Visboll e Holst, 2004).

O alinhamento entre ingestdo alimentar e secre¢édo de insulina é

z

um mecanismo preciso e intrigante. Esse sincronismo é acoplado a



uma fase cefalica de secrecdo de insulina que antecede a ingestdo
alimentar, sendo pequena em termos absolutos, mas diretamente
relacionada a quantidade total de insulina secretada logo apdés o inicio
da ingestdo alimentar (Bruce et al., 1987). Em resposta a uma
sobrecarga intravenosa ou oral de glicose existe uma secrecao bifasica
de insulina, caracterizada por um pico inicial entre cinco e sete
minutos. Essa primeira fase de secrecdo dura até dez ou quinze
minutos e é seguida por uma secrecdo prolongada em niveis mais
baixos, usualmente durante até quatro horas, até que o nivel de glicose
retorne ao valor basal normal. Em termos absolutos, aproximadamente
1% do conteddo da célula beta é secretado na primeira fase, e mais

10% sé&o secretados na segunda fase (Bruce et al., 1987).

Ap6s uma sobrecarga oral de glicose, existe uma relagdo inversa
entre a concentracdo de insulina aos trinta minutos (um marcador da
primeira fase de secrecgé&o) e a glicemia depois de duas horas (Mitrakou
et al., 1992). No entanto, existe uma relagdo direta entre o nivel da
insulinemia e o da glicemia de duas horas, e a perda da primeira fase
de secreg¢do insulinica pode levar a hiperglicemiaZhiperinsulinemia
tardias. Nao havendo o pico inicial de insulina, ndo h& supressao da
producédo de glucagon e consequiente bloqueio da producéo hepatica de
glicose (Luzi e De Fronzo, 1989). A supressado da producao hepatica de
glicose em individuos diabéticos é 50% menor quando comparada a
individuos normais. Os efeitos da perda da primeira fase estdo

resumidos na Fig. 2 (Consoli et al., 1989; Del Prato et al., 2002).
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Figura 2 - Efeitos da perda de 12 fase de secrecdo: producédo hepatica de glicose
mantida, diminuicdo da captacdo periférica da glicose absorvida, resultando em

hiperglicemia pos-prandial.
Em individuos com DM2 a época do diagndstico, a primeira fase
de secrecdo esta virtualmente perdida apesar de um aumento na

segunda fase e da hiperinsulinemia de jejum. Estudo prospectivo com



os indios Pima do Arizona, que evoluiram da normalidade ao diabetes
ao longo de cinco anos de acompanhamento, revelou que a passagem
do estado normal ao estado de intolerancia a glicose e, posteriormente,
ao diabetes esteve relacionada ao ganho de peso, a piora da
sensibilidade a insulina e a deterioracdo da primeira fase de secrecéo
de insulina (Weyer et al., 1999). Em resumo, o dano ocorrido na
primeira fase é um evento crucial no defeito secretorio ligado a origem
do diabetes tipo 2, relacionando-se com a intolerancia a glicose e com a

hiperglicemia po6s-prandial (Del Prato et al., 2002).

2.4. Hiperglicemia pos-alimentar e morbimortalidade
cardiovascu-lar

A incidéncia em ampla escala de doenca cardiovascular (DCV) em
individuos DM2 é reconhecida h& muito tempo (Feskens e Kromhout,
1992; Haffner et al., 1998). O risco de instalacdo de DCV em diabéticos
estd de duas a quatro vezes aumentado, quando comparados a néao-
diabéticos. O risco de mortalidade por DCV é duas a dez vezes maior
em pacientes diabéticos. Estudo caso-controle avaliando fatores de
risco para infarto agudo do miocéardio (IAM), na regido metropolitana de
Sédo Paulo, mostrou que a presenca de antecedentes de diabetes teve
associacéo independente, o que néo foi observado em relacdo & medida
glicémica isolada avaliada no estudo. Interessante observar que apesar
de o trabalho ndo mencionar, pode-se supor que a medida foi feita em
jejum, jd que na mesma amostra foram avaliados também parametros
lipidicos (Avezum et al., 2005). Outros trabalhos com a populagéo
brasileira mostraram resultados contraditérios (Moraes e De Souza,
1996; Matsubara et al., 1997). A DCV é a principal causa de morte
entre individuos com diabetes, sendo responsavel por até 50% das
mortes (Kannel e McGee, 1979; Stamler et al., 1993; Lee et al., 2000).
Apesar da hiperglicemia ter se relacionado a maior risco de eventos
cardiovasculares no United Kingdom Prospective Diabetes Study

(UKPDS), o tratamento da hiperglicemia ndo conseguiu reduzir de



maneira significativa o risco de eventos cardiovasculares nesse
importante estudo (UKPDS-16, 1995).

Estudos epidemioldgicos observacionais tém, no entanto,
mostrado que a hiperglicemia pés-prandial é um fator de risco
independente para a DCV (Laakso, 1999). A maioria desses estudos foi
feita por meio da avaliagdo da glicemia apds o teste oral de toleréncia a
glicose (TOTG). Apesar de o TOTG nao representar o estimulo idéntico
ao de uma refeicdo complexa, com fibras e lipideos, estudos mostram
boa correlagéo entre os picos glicémicos observados apés o teste e apds
uma refeicdo mista, sendo entdo o TOTG considerado um marcador

substitutivo para a glicemia pos-prandial.

Estudos como o Hoorn Study (De Vegt et al., 1999), o Honolulu
Heart Study (Donahue et al.,, 1987) e o DECODE (Diabetes
Epidemiology: Collaborative Analysis of Diagnostic Criteria in Europe)
Study - 1999) mostraram que a hiperglicemia de duas horas apdés
sobrecarga de glicose foi importante preditor de risco cardiovascular,
dado confirmado também por Coutinho e colaboradores, em uma
metanalise envolvendo mais de 90 mil individuos (Coutinho et al.,
1999). Da mesma maneira, estudos de corte prospectivos como o
Whitehall Study, o Paris Prospective Study e o Estudo dos Policiais de
Helsinki mostraram que o risco de mortalidade cardiovascular foi duas
vezes maior naqueles com resposta hiperglicémica ao teste de estimulo
se comparados aqueles com resposta normal a sobrecarga de glicose
(Fuller et al., 1980; Fontbonne et al., 1989; Pyorala, 1979). Assim,
ensaios clinicos prospectivos com correcdo da hiperglicemia poés-
prandial poder&o caracterizar o real papel desse controle na prevencgao
de eventos cardiovasculares. Notadamente, a presenca de mualtiplos
fatores de risco associados nos pacientes diabéticos pressupde uma

intervencgao terapéutica intensiva nesses pacientes (Bahia et al., 1999).



2.5. Os fatores de risco cardiovasculares nao-
tradicionais e o estado poés-alimentar

Concentragbes plasmaéticas elevadas de glicose levam a um
aumento da glicosilagdo ndo-enzimatica de proteinas da membrana
celular e de proteinas circulantes. As células permeéveis a glicose
(neurdnios, retina e células glomerulares) por efeito da hiperglicemia
ativam a proteina C quinase (PKC) causando sofrimento celular. Os
mecanismos propostos para o dano tecidual da hiperglicemia incluem:
ativacdo da PKC, ativacado da via dos polidis correspondendo aos efeitos
intracelulares, além de aumento da formacéo de produtos glicosilados
avancgados, correspondendo aos efeitos extracelulares da hiperglicemia.
O estresse oxidativo aumentado no estado poés-prandial esta
representado pelo aumento de produtos glico-oxidados e lipo-oxidados
no plasma, sendo os produtos glicosilados avancados, espécies
altamente reativas. O estresse oxidativo intracelular leva a uma
ativacdo de fatores de transcricdo redox-sensiveis, fator nuclear kB
(NFkB) e expressdo de fatores de crescimento teciduais (Lebovitz,
2001A).

2.6. Estresse oxidativo da parede vascular e a disfuncéao
endotelial pds-prandial

Por extensdo da hiperglicemia pés-prandial existe uma série de
acontecimentos que contribuem para o0 estresse da parede arterial,
culminando com um aumento da disfuncdo endotelial. O estresse
oxidativo avaliado pelo aumento sérico de nitrotirosina em associagéo a
presenca de produtos avancados de glicosilagdo, ativagdo da via dos
polidis e aumento da PKC leva ao dano da parede arterial (Lebovitz,
2001A; Haller, 1997).

A funcdo endotelial esta distorcida em pacientes com diabetes
tipo 2 e manifesta-se pela ativacdo da PKC, presenga aumentada de

moléculas de adesao, aumento dos niveis de endotelina (vasoconstritor)



e colageno tipo IV, além da caracteristica reducao da producéo do 6xido

nitrico (NO), importante vasodilatador endotelial.

Em individuos diabéticos, a resposta vasodilatadora ao estimulo
estd alterada e essa alteracdo relaciona-se com o controle glicémico. A
hiperglicemia induz disfuncéo endotelial tanto em diabéticos como em
nao-diabéticos, tendo sido demonstrado aumento da pressdo arterial
sistolica e diastolica, aumento da frequéncia cardiaca e diminui¢do do
fluxo sangiineo nos membros, sugerindo uma vasoconstricdo. Essas
alteracdes podem estar relacionadas a menor disponibilidade de 6xido
nitrico (NO), ja que ocorre reversdo dos sinais ap6s a infusdo de L-
arginina, substrato para a NO sintase (Giuliano et al., 1997). Esses
processos estdo alterados principalmente durante o estado pOs-
prandial, sendo igualmente influenciados pela presenca de
hiperglicemia e hiperlipidemia pés-prandiais (Heine e Dekker, 2002;
Lee et al., 2002). Alguns dos efeitos provocados pela hiperglicemia
foram revertidos com a administracao de antioxidantes como glutationa
(Marfella et al., 1995), &cido ascérbico (Beckman et al., 2001) e
sinvastatina (Ceriello et al., 2004), sustentando o provavel papel
etiolégico do estresse oxidativo na fisiopatologia dessas alteractes

endoteliais.

2.7. Influéncia da hiperglicemia pos-prandial

A elevacdo da glicemia pdés-prandial pode estar presente mesmo
em condi¢gbes de glicemia de jejum normal, constituindo um dos
estagios iniciais do DM2. Esse estagio contribui para o desenvolvimento
das complica¢des precoces micro e macrovasculares, além de acelerar o
processo de progressdao para o diabetes sintomatico através da
glicotoxicidade periférica e também na célula 3 (Woerle et al., 2004). A
caracterizacdo inicial da hiperglicemia poés-prandial e seu controle
efetivo constituem um potencial objetivo terapéutico para a prevencéo
das complicagbes crbonicas do diabetes. De acordo com 0S consensos

mais recentes a glicemia pos-prandial deve ser mantida abaixo de 140



mg/dL para a prevengdo das complicacbes macrovasculares do
diabetes, como a doencga arterial coronariana (American Association of
Clinical Endocrinologists Medical Guidelines for the Management of

Diabetes Mellitus, 2002; Consenso Brasileiro sobre Diabetes, 2003).

No estudo prospectivo randomizado de intervengédo clinica
realizado por De Venciana et al. (1995) em mulheres diabéticas
gestacionais, visando a comparar o tratamento do diabetes baseado no
controle glicémico pré-prandial com o pos-prandial, mostraram uma
reducéo do controle glicémico global, avaliado pela hemoglobina glicada
(HbA1), mais intenso no grupo de controle pdés-prandial quando
comparado ao pré-prandial (reducgéo de 3,2 + 2,2 % versus 0,6 + 1,6 %).
As criangas nascidas de mulheres controladas no pés-prandial tiveram
menores indices de hipoglicemia neonatal e macrossomia, além de
implicarem menores indices de indicagdo de cesarianas por

desproporcéo céfalo-pélvica (De Venciana et al., 1995).

Os procedimentos terapéuticos centrados na reducédo da glicemia
pos-prandial e ndo na glicemia de jejum parecem ser mais efetivos em
promover uma reducdo mais intensa nos niveis de hemoglobina
glicada, reforcando a hipotese da reducdo da hiperglicemia pos-
prandial como principal objetivo para a melhora do controle global e
possivel reducédo de complicacdes macrovasculares (Bastyr et al., 2000).
A contribuicdo relativa da glicemia pos-prandial ou de jejum para o
controle glicémico global parece variar de acordo com o estagio da
doenca, ou com o grau de controle. Em pacientes com HbA1ic proxima
dos niveis desejaveis, como naqueles individuos em fase mais precoce,
a glicemia poés-prandial pode responder por até 70% do controle

glicémico global (Monnier et al., 2003).

2.8. O Peptideo C

A mensuracdo do peptideo C é usada como forma de avaliacdo da
secrecao endoégena de insulina. Até recentemente o peptideo C era visto

apenas como uma molécula inativa, com a funcéo de conectar as duas cadeias



da pro-insulina, sem qualquer papel direto na regulacdo do metabolismo (Fig.
3). Novas evidéncias sugerem que o peptideo C possa ter algum papel
biolégico, até mesmo em prevenir ou atenuar algumas das complicacbes

vasculares ou neurais do DM.

Cadeia C

| Cadeia A

o0~
Cadeia B

Figura 3. Estrutura da pré-insulina, mostrando as cadeias A, Be C e 0s
pontos de clivagem para dar origem a insulina e ao peptideo C. Adaptado de
http://zguw.ibb.waw.pl/~knbm/bmwi/podrek/dna_bia/dna_bia8.html

ApOs a descoberta do peptideo C, alguns estudos tentaram definir seu
papel fisiologico, especialmente no metabolismo da glicose, sem sucesso
(Hoogwerf et al., 1986). Foi entédo instituido que o peptideo C ndo apresentava

efeitos préprios e nao tinha qualquer outro papel a nado ser participar da



biossintese de insulina. A importancia nessa molécula foi entdo desviada para
a possibilidade de seu uso como um marcador de funcdo da célula p
pancreatica. Mais recentemente, esses conceitos tém sido revistos, através de
novos achados obtidos a partir de estudos com modelos animais e humanos.
Possivelmente, a incapacidade de demonstrar os efeitos do peptideo C no
passado se deve, a0 menos em parte, a sua saturacdo de ligacdo, que ocorre
em concentracdes ainda fisioldgicas. Como consequéncia, os efeitos mediados
pelo peptideo C sdo observados em concentracéao fisiolégica (0,5 a 1,5 x 10-2 M)
ou abaixo desta, enquanto concentracdes suprafisiolégicas podem induzir

efeitos inespecificos (Wahren et al., 2004).

O mecanismo de sinalizacdo do peptideo C envolve ligacdo com um
receptor especifico, provavelmente ligado a proteina G, o que provoca ativacao
de vias de sinalizacdo intracelulares -calcio-dependentes. Isso leva a
fosforilacdo de isoformas especificas da PKC e a ativacdo do sistema MAP
quinase, o0 que aumenta a atividade de Na*K+ATPase e da 6xido nitrico sintase
endotelial. Esses receptores especificos foram identificados em células
mesangiais e tubulares renais, fibroblastos da pele e células endoteliais da

veia safena (Wahren et al., 2004).

No DM, ha diminuicdo da atividade de Na*K+ATPase, que é associada
aos disturbios de conducao nervosa, as alteracdes da permeabilidade vascular
e ao fluxo sanguineo microvascular (Vague et al., 2004). Essas anormalidades
também sdo associadas a hiperglicemia e participam do desenvolvimento de

complicacdes crénicas do DM.

E possivel que o peptideo C, restaurando a diminuicdo da atividade da
Na+K+*ATPase, reduza o risco de complicagbes cronicas do DM. Uma disfuncéao
endotelial com diminuicdo da atividade da 6xido nitrico sintase ou inativacao
do oxido nitrico também tem sido implicada no desenvolvimento da
microangiopatia vascular associada ao DM (Santilli et al., 2004). A atuacgéo do
peptideo C na potencializacdo da acao da oxido nitrico sintase pode também

reduzir o risco de complicagfes cronicas da doenca.

Administrado em doses farmacolégicas a ratos com DM, o peptideo C foi
capaz de atenuar o aumento de fluxo sanguineo induzido pelo DM na Uvea
anterior, na retina e no nervo ciatico (Wahren et al., 2004). O peptideo C

também diminuiu o extravazamento de albumina por meio de vasos



sanguineos nesses tecidos e na aorta, levantando a possibilidade de que este
possa prevenir o extravasamento de lipoproteinas aterogénicas em artérias
humanas (Wahren et al., 2004). Além disso, aumentou a velocidade de
conducédo nervosa e reduziu alteracdes degenerativas associadas a neuropatia
diabética (Wahren et al., 2004; Sima et al., 2004; Ido et al., 1997).

O peptideo C mostrou-se também um mitdgeno funcional nas células
tubulares renais, estimulando significativamente a proliferacdo celular (Al-
Rasheed et al., 2004). Estudos em modelos animais diabéticos tratados com
peptideo C, perceberam alguma reducdo de hiperfiltracdo glomerular e da
albumindria, melhora da funcao renal e reversdo de algumas alteracdes
morfologicas associadas a nefropatia diabética (Wahren et al., 2004;

Rebsomen et al., 2006; Huang et al., 2002).

Outros estudos indicam que o peptideo C e a insulina podem interagir
sinergicamente nas vias de sinalizacdo da insulina. Existem evidéncias de que
0 peptideo C é capaz de atenuar a atividade da enzima tirosina fosfatase, que
influencia a sinalizacdo de insulina por desfosforilacdo de seu receptor. O
peptideo C mostrou-se capaz de simular os efeitos da insulina em mioblastos
L6 e células de neuroblastoma humano, ativando tanto o receptor de insulina
tirosina quinase quanto alguns passos da sinalizagédo da insulina (Grunberger
et al., 2001; Li et al., 2003). Apesar disso, estudos em células musculares
humanas indicam que o peptideo C estimula o transporte de glicose sem
envolvimento do receptor de insulina ou ativacdo de tirosina quinase ou
fosfatidilinositol 3-quinase (Pl 3 - quinase). Além disso, o peptideo C aumenta
a expressdo do fator nuclear kB (NF-kB) e promove expressdo de Bcl2 em

células de neuroblastoma (Zierath et al., 1996).

O NF-kB contribui para o desenvolvimento e diferenciacao das células
nervosas, 0 que é compativel com efeitos benéficos do peptideo C na estrutura

e na funcéo nervosa no DM (Li et al., 2003).

Considerando todas essas acdes, foram iniciados em pacientes com DM
estudos clinicos com administracdo de peptideo C em associagdo com

insulina.

Em relacdo ao controle glicémico, de modo geral, nenhum destes

estudos relatou alteracdo significativa com a administracdo de peptideo C



(Johansson et al., 1993; Johansson et al., 2000; Wahren et al., 2000). Os
efeitos do peptideo C na utilizacdo de glicose observados em estudos in vitro e
em modelos animais, provavelmente mediados pelo aumento da producédo de
oxido nitrico, parecem ser pouco pronunciados em humanos e detectados
apenas em estudos com administracdo de peptideo C por curtos periodos, mas

ndo em prazos mais longos (Wahren et al., 2000).

Em um estudo duplo-cego randomizado em pacientes jovens com DM1
e nefropatia incipiente, Johansson e seus colaboradores, demonstraram que o
uso de insulina juntamente com o peptideo C durante quatro semanas reduziu
a hiperfiltracdo glomerular em 6% e a albuminudria em 50%. O uso de insulina
isolada nao provocou modificacdes nesses parametros (Johansson et al.,
1993). A combinacéo de insulina e peptideo C por trés meses em pacientes
com DM1 e nefropatia diabética também levou a queda progressiva e
significativa na taxa de excrecdo de proteina (até 40%), quando comparado ao

grupo que recebeu apenas insulina (Johansson et al., 2000).

Em pacientes com DM1 e polineuropatia, Johansson e colaboradores
demonstraram melhora da funcdo autondémica (por meio do aumento da
variabilidade da frequiéncia cardiaca durante respiracao profunda) trés horas
apos a infusdo de peptideo C, sem alteracbes na funcdo nervosa sensitiva ou
motora (Johansson et al.,, 1996). O mesmo estudo avaliou a funcéo
autonémica em pacientes com DM1 apés a administracdo de peptideo C por
trés meses, combinado com insulina, observando melhora de 20% na
variabilidade da frequéncia cardiaca durante respiracdo profunda e melhora
da funcdo nervosa sensorial (Johansson et al., 2000). Ekberg e colaboradores
(2003) demonstraram uma melhora significativa da velocidade de conducéo
nervosa sensitiva e vibratéria em 46 pacientes com DM1, sem sintomas de

neuropatia, tratados ao longo de trés meses com peptideo C.

Menos conclusivos sao os dados relacionando um possivel efeito do
peptideo C na retinopatia em comparacao com nefro e neuropatia. Entretanto,
a administracao de insulina e peptideo C por um més a pacientes com DM1 foi
associada a diminuicdo de 30% no extravazamento de fluoresceina por meio
da barreira hematoretiniana em comparacdo com pacientes que receberam

apenas insulina (Wahren et al., 2000).



Efeitos benéficos do peptideo C na microcirculacdo de pacientes com
DM1 também foram relatados, como o aumento do fluxo sanguineo miocardico
e na funcdo ventricular esquerda, a redistribuicdo do fluxo sanguineo na
microcirculacdo da pele, a melhora da capacidade de difusdo capilar e o
estimulo da captacdo de oxigénio no musculo esquelético em pacientes com
DM1 (Forst et al.,1998; Fernqgvist-Forbes et al., 2001; Hansen et al., 2002).
Assim, ha evidéncias de que a administracdo combinada de insulina e
peptideo C pode ter algum valor terapéutico no tratamento do DM1, para
prevenir o desenvolvimento ou retardar a progressao de complicagbes cronicas

da doenca.

As células B pancreaticas, além de fabricarem insulina e o peptideo C,
produzem também a amilina, um peptideo de acdo central que modula a
funcado gastrointestinal. De acordo com alguns estudos clinicos, o pramlintide,
um analogo da amilina que age sinergicamente com a insulina, melhora o
controle metabdlico em pacientes com DM1 (Singh-Franco et al., 2007).
Contudo, ainda existemm muitas questées acerca do uso clinico de outros
produtos da célula B além da insulina (pramlitide ou peptideo C). E importante
definir a seguranca a longo prazo desses agentes e a relagao custo-beneficio ao

incluir mais drogas no complexo tratamento do DM1.

2.9. O Peptideo insulinotroépico glicose-dependente (GIP)

ApOs a ingestdao de alimentos, a digestdo e a absorcdo dos nutrientes
estdo associadas a um aumento na secrecdo de varios peptideos intestinais,
cujas acles se fazem a distancia, em locais que promovem a utilizacdo e
estocagem da energia. Esses hormonios peptidicos sédo sintetizados por células
enteroenddcrinas especializadas, localizadas no epitélio do estbmago, intestino
delgado e intestino grosso, e sdo secretadas em baixos niveis basais no estado
alimentado (Drucker, 2007).

Os niveis plasmaticos dos hormoénios intestinais elevam-se rapidamente
alguns minutos apds a ingestdo de alimentos e, algum tempo depois,
diminuem de maneira rapida, principalmente porque eles séo filtrados pelos

rins e também sao inativados enzimaticamente. Os hormoénios intestinais



ativam circuitos nervosos de comunicacdo com tecidos periféricos como o
figado, musculo, tecido adiposo e as ilhotas de Langerhans do pancreas,
coordenando globalmente a quantidade e a assimilacdo da energia pelo
animal. As incretinas, representadas pelos horménios gastrointestinais,
polipeptideo inibitorio gastrico (GIP) e polipeptideo semelhante ao glucagon-1
(GLP-1), causam um aumento da quantidade de insulina liberada pelas
células beta das ilhotas e tém seus niveis plasmaticos aumentados apos as
refeicbes, estimulando assim a liberagdo de insulina pelas células beta das

ilhotas de uma maneira glicose dependente (Drucker, 2006).

Um horménio intestinal importante é o polipeptideo
insulinotrépico glicose-dependente ou GIP. O GIP € expresso
predominantemente no estdmago e nas células K na parte proximal do
intestino delgado. A secrecdo do GIP é estimulada pela ingestdo de
nutrientes e em razdo do nutriente absorvido. As gorduras sdo um
potente estimulador em humanos, entretanto, em outras espécies, 0S

carboidratos séo secretagogos mais efetivos (Yip et al., 1998).

A acdo dominante do GIP é a estimulagéo da secrecdo da insulina
de forma glicose-dependente. O efeito é mediado através da elevacédo da
concentracdo intracelular do AMP. e da inibi¢cdo dos canais de potassio
ATP dependentes, o que induz a exocitose da célula beta (Gromada et
al., 1998). O GIP também promove a biossintese da insulina e exibe
atividade semelhante ao fator de crescimento em células beta in vitro
durante ativacdo por AMP:/proteina quinase A, MAP quinase-

dependente e Pl 3 - quinase-dependente (Trumper et al., 2001).

Mais recentemente (Kim et al., 2005) demonstraram que o GIP
também ativa vias antiapoptéticas em células da ilhota estudadas in
vitro e que a continua infusdo de GIP estimulou a sobrevivéncia de
células beta de roedores através da diminuicdo da expressao da
proteina proapoptética BAX e do aumento da expressdo da proteina

antiapoptotica BCL2.

A importancia biolégica do GIP enddgeno no controle da

homeostase da glicose é bem determinada quando se experimenta um



antagonista do GIP ou uma imunoneutralizagdo da atividade do GIP ou,
ainda, ratos desprovidos de receptores para o GIP. A diminuigéo ou a
eliminacdo da acdo do GIP, usando qualquer um dos trés
procedimentos citados, resulta em uma secrecdo deficitaria de insulina
apo6s a administracéo oral de glicose (Tseng et al., 1996; Miyawaki et al.,
1999) o que é consistente com uma funcgéo essencial para o peptideo

insulinotrépico glicose-dependente ou peptideo inibitorio gastrico.

A melhor compreensao da biologia da incretina levou a identificacao de
novas estratégias terapéuticas para o tratamento do DM2, como os inibidores
da dipeptidil peptidase-4 (DPP-4), os quais, em estudos pré-clinicos,
promoveram a proliferacdo, a neogénese e a inibicdo da apoptose das células
B. (Wajchenberg, 2007; Choy e Lam, 2007). A DPP-4 é uma peptidase
plasmatica responsavel pela meia-vida extremamente curta dos hormdnios
incretinicos, de tal forma que um efeito terapéutico sustentado das incretinas
somente seria possivel se as utilizassemos em infusdo continuada. Duas
estratégias tém sido empregadas no desenvolvimento de uma terapia eficaz
baseada nas incretinas: (1) o desenvolvimento de analogos de GIP/GLP-1,
resistentes a degradacao pela DPP-4 e (2) o desenvolvimento de inibidores de
DPP-4, para elevar as concentracdes endégenas das incretinas. Entre os
analogos podemos mencionar a exenatida e a liraglutida (de administracéo
subcutanea). Entre os inibidores da enzima DPP-4 existem dois tipos de
agentes, ambos de administracdao oral: (1) agentes peptideo-miméticos, que
mimetizam o dipeptideo N-terminal dos substratos da enzima e (2) inibidores
nao-peptideomiméticos. Entre os membros do primeiro grupo figuram a
vildagliptina e a saxagliptina; entre os membros do segundo grupo, a

sitagliptina (Deacon, 2007).

2.10. Importancia das plantas medicinais

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, aproximada-mente
trés quartos da populacdo mundial usam atualmente ervas e outras formas de
medicina tradicional para tratar das doencas, caracterizando entdo, a
medicina alternativa como uma das formas mais comuns de terapia
disponiveis as populacbes de todo mundo, através da utilizacdo das ervas

medicinais (Rao et al., 2004).



Aproximadamente 80% das populacées dos paises em desenvolvimento
utilizam a medicina alternativa na solucdo dos problemas basicos de saude.
Por consequiéncia, varias pesquisas tém foco na avaliacéo cientifica de plantas
tradicionalmente usadas pelos povos e sua viabilidade terapéutica (Grover e
Yadav, 2004).

Em diversos paises, situados em regides tropicais e subtropicais, ha
muitos recursos herbais que s8o considerados como alimentos e como
auxiliares nos tratamentos de salde, e acredita-se que os habitos de consumo
destas ervas rendem inUmeros efeitos benéficos a salde humana (Dubick,
1986).

O homem utiliza as plantas medicinais desde os tempos mais
remotos. Ha relatos do uso de plantas antidiabéticas na india desde o
sexto século antes de Cristo (Grover e Vats, 2001), geralmente na forma
de chas, obtendo-se um efeito que vem sendo confirmado com o

desenvolvimento da pesquisa cientifica.

As plantas sempre foram usadas como fonte de medicamentos,
sendo que cerca de 25% do total de farmacos disponiveis atualmente no
mercado sao originados das mesmas (Calixto, 2000). Dados
etnobotéanicos relatam cerca de 800 plantas com potencial anti-
diabético, que apresentaram resultados positivos em ensaios

experimentais (Grover et al., 2002).

Muitas espécies de plantas sdo usadas etnofarmacologicamente ou
experimentalmente para tratar dos sintomas do diabetes mellitus (lvorra et
al.,1989). Extratos dos frutos de Momordica charantia (Cucurbitaceae) tém
sido eficientes no tratamento do diabetes tipo 2 (Miura et al., 2004;
Senanayake et al., 2004). Os extratos de Momordica charantia protegeram os
glomérulos dos efeitos prejudiciais do diabetes e impediram o aumento do
volume urinario, a excrecdo de albumina na urina e a hipertrofia renal, assim
como causaram reducdo na taxa de glicose no plasma. O extrato da espécie
vegetal continuou a exercer um efeito hipoglicémico, mesmo quando a maior
parte das células beta foi destruida, indicando um efeito insulinomimético
direto (Grover et al., 2001). O tratamento realizado com o extrato aquoso

liofilizado de Momordica charantia, um vegetal comestivel, parece ser uma



alternativa segura para reduzir os niveis de glicose no sangue (Virdi et al.,
2003).

2.11. Histérico da Momordica charantia L.

Para o presente experimento, além de sido realizada a coleta de frutos
da espécie M. charantia nas coordenadas geograficas, latitude 21°09'30,70",
longitude 43°12'59,65”, em Minas Gerais, foi adquirido da firma norte-
americana Raintree Nutrition, Inc, situada em Carson City, NV, fone, (800)

780-5902, endereco eletrénico: www.rain-tree.com, quatro embalagens de 400

gramas de p6 dos frutos de Momordica charantia, sendo explicitado em sua
embalagem “Bitter melon - Product of Brazil’. O produto foi adquirido pelo
valor de US$180,00 sendo retirado em uma farmacia na cidade de New York,
por um portador em transito entre o Brasil e os E.U.A., sob o argumento da
“impossibilidade do envio por FEDEX por se tratar de material néo
industrializado, que seria entdo retido na alfandega e que poderia ser

enquadrado como biopirataria”.

A Momordica charantia L. é uma espécie pertencente a familia
Cucurbitaceae e muitas espécies desta familia sdo comestiveis e rednem
importante valor econémico no Brasil, especialmente aquelas dos géneros
Cucurbita, Momordica, Fevillea e Sechium. E uma espécie vegetal silvestre
comumente encontrada em areas urbanas e rurais, sendo conhecida por suas

propriedades medicinais (Ribeiro et al., 2004).

A M. charantia é uma planta que tem sido frequentemente utilizada com

finalidade medicinal (Giron et al., 1991; Lans e Brown, 1998).

A planta cresce em areas tropicais na Asia, na Regido Amazénica, no
leste da Africa e nas llhas do Caribe. E cultivada em todo o0 mundo para 0 uso
como planta medicinal (Ahmed et al., 1998). E usada tradicionalmente na
medicina caseira em paises como Brasil, China, Colémbia, Cuba, Gana, Haiti,
india, México, Malasia, Nova Zelandia, Nicaragua, Panaméa e Peru (Grover e
Yadav, 2004). Este vegetal é cultivado também no sul de Kyushu, Japao,

devido ao clima subtropical (Senanayake et al., 2004).



O nome latino Momordica significa “mordida”, referindo-se as bordas da
folha, que parecem terem sido mordidas. E uma planta revolucionaria pela
sua versatilidade como alimento e em aplicacdes terapéuticas (Assubaie e El-
Garawany, 2004).

A forma de erva daninha pode ter sido trazido junto com sementes de
outras culturas e transformaram-se em um problema em planta¢es por todo
o mundo (Robinson e Decker-Walters, 1997). E tolerante a um ndmero
variavel de ambientes e pode crescer em climas tropicais e subtropicais (Reyes
et al. 1993).

E uma planta daninha, trepadeira, bastante freqiiente em pomares,
cafezais, sobre cercas e alambrados e em terrenos baldios. Ocorre
virtualmente em todas as regifes habitadas do pais (Lorenzi, 2000). Os
procedimentos para o seu cultivo sao similares as do pepino (Reyes et al.
1993).

O fruto imaturo do melao amargo é valorizado pelo seu sabor amargo e
€ geralmente consumido fresco (inteiro ou em fatias), mas pode também ser
feito como pickles, conservado em salmoura. Sdo embalados em caixas com 5
quilogramas do produto e vendidos em Melbourne e em Sydney como uma

planta medicinal (Vinning, 1995).

A Momordica charantia é um vegetal importante em diversos paises, 0
fruto é rico em vitaminas, principalmente A, B1, B2 e a vitamina-C, que pode
ter em torno de 100 mg em 100 g do fruto. O fruto contém também diversos
minerais (céalcio, 137,69 mg/100 g de fruto fresco; magnésio, 119,92 mg/100 g
de fruto fresco). Parece ser uma fonte boa de ferro, mas o indice de ferro é
diretamente associado ao elevado indice de ferro dos solos tropicais. Os niveis
de minerais-traco sdo baixos (cobre, 3,54 mg/100 g; ferro, 5,97 mg/100 g;
zinco 3,53 mg/100 g). O fruto contém 93,2% de agua. Os acidos graxos sao
0,76% da matéria seca tendo o acido a-eleostearico (18:3 9T, 11T, 13C) como o
principal acido graxo na Momordica charantia. A analise de aminoacidos
mostrou a presenca de aminodacidos essenciais em propor¢des adequadas,

exceto a lisina, a cisteina e a metionina (Yuwai et al., 1991).

A Momordica charantia, que é o foco do trabalho, é comumente

conhecida por meldo de Sdo Caetano, erva de lavadeira, fruto de negro,



fruta de sabia, dentre outros. Cultivada em areas tropicais,
especialmente na China, india, Africa, América Central e América do

Sul, a planta n&o tem sua origem perfeitamente conhecida.

Na China, Yang e Walters (1992) agruparam os cultivares de
Momordica charantia em trés tipos horticolas: 1) fruto pequeno: fruto
oblongo, conico com extremidade final pontiaguda, com 10,0 a 20,0 cm
de comprimento, 5,0 a 8,0 cm de largura, pesando entre 100,0 a 300,0
g e pericarpo com espessura de 0,4 a 0,8 cm. Apresenta superficie
verrugosa, verde escura, quando imaturos, e alaranjada, ao viver a
maturidade, tendo sabor extremamente amargo e uma deiscéncia
trivalvar quando maduro; 2) fruto longo: o formato é idéntico ao
anterior, porém apresenta 30,0 a 60,0 cm de comprimento, 3,5 a 6,0 cm
de largura, 200,0 a 600,0 g de peso e pericarpo com espessura entre 0,5
a 0,8 cm. Os frutos maduros sao levemente amargos e irregularmente
deiscentes; 3) fruto triangular: formato conico, com 15,0 a 25,0 cm de
comprimento, 9,0 a 12,0 cm de largura, 300,0 a 600,0 g de peso e
espessura do pericarpo entre 1,0 a 1,5 cm. Os frutos maduros tém um

sabor de médio a fortemente amargo e exibem deiscéncia irregular.

Os frutos exibem sementes vermelhas e brilhantes em funcdo de um
indice elevado de licopeno, podendo ser usado como corante natural em
alimentos. Por muito tempo foi utilizado na medicina tradicional para muitos

tratamentos (Assubaie, 2004).

O licopeno possui propriedades antioxidantes e atua protegendo

as células humanas do estresse oxidativo produzido pela agdo dos

radicais livres, que sdo um dos principais responsaveis pelas

enfermidades cardiovasculares, pelo cancer e pelo envelhecimento. Age

modulando as moléculas responsaveis pela regulacdo do ciclo celular e
produzindo uma regressao de certas lesbes cancerosas. Nao se conhece
exatamente as bases biologicas e fisico-quimicas destas propriedades,
porém parecem diretamente relacionadas com o elevado poder
antioxidante do licopeno, muito mais do que outros antioxidantes como

a vitamina E e o pB-caroteno. Um grande numero de processos



cancerigenos e degenerativos estdo associados a danos oxidativos sobre

0 genoma e 0S mecanismos genéticos de controle da proliferacdo e

diferenciacao celular. O licopeno atuaria como um potente neutralizador
de radicais livres (superoxido e peroxido) atenuando os danos oxidativos

sobre os tecidos (Gester, 1997).

Ha varios principios ativos ja conhecidos, dentre eles o alcaldide
mormodicina, a mormodipicrina, o acido mormadico (Correa, 1984) e a
charantina, uma mistura de glicosideos, principalmente f-sitosterol-D-
glicosideo e o0 5,25-estigmastadieno-3-3-ol-D-glicosideo, estes com

acentuada acao antioxidante (Marles e Farnsworth, 1995).

A administracado oral do extrato cetbnico do p6 do fruto por 15 a
30 dias em ratos aloxonizados reduziu a glicemia e a colesterolemia aos
niveis normais mesmo apo6s 15 dias de descontinuacdo do tratamento
(Grover et al., 2002).

Estudos em animais tém mostrado, diversamente, que o meléo de
S&o Caetano inibe a absorcgao de glicose, promove a utilizagéo de glicose
pelo figado, contém um peptideo semelhante a insulina, aumenta a
secrecao pancreética de insulina e aumenta a producéo de células beta
no pancreas. Entretanto, um aumento dos niveis plasméticos de
insulina ndo tem sido observado e o exato mecanismo pelo qual a
glicemia é afetada, permanece desconhecido. De forma global, os
estudos desenvolvidos em animais e as observacdes coletadas pela
etnofarmacologia, sugerem que, de alguma maneira, o meldao de S&o
Caetano tem importante papel no tratamento do Diabetes mellitus tipo
2 (Abascal e Yarnell, 2005).

No Brasil, 0o meldo de Sao Caetano é abundante e muito usado na
medicina popular, especialmente nordestina. Entretanto, tem sua
composicdo quimica e propriedades farmacologicas pouco estudadas no
Brasil, ainda que a planta nos ultimos 25 anos tenha recebido uma
maior atencdo dos pesquisadores orientais, devido a descoberta da

presenca em suas sementes da Triconsantina, uma substancia protéica



inativadora de ribossomos e com atividade imunossupressora (Lorenzi,
2000).

Apesar dos farmacos atualmente utilizados no tratamento do DM
apresentarem efeitos eficazes no controle da glicemia, nenhum deles
aborda a preservacdo/regeneracdo das células beta das ilhotas de
Langerhans e a caracterizacdo de um principio ativo vegetal que venha
a exercer um efeito protetor direto ou indireto sobre as células
produtoras do hormoénio insulina, poderia representar uma nova classe

de medicamentos e enormes beneficios para a populacéo.

2.12. Inducéo do Diabetes mellitus

Os modelos mais utilizados in vivo para o estudo do diabetes séo
roedores tratados com aloxano ou estreptozotocinas (STZ) (Marles e
Farnsworth, 1995), também conhecida como estrepzocina. A STZ é um
glicosideo nitrosouréa natural isolado do Streptomyces achromogenes e
estimula a producdo de radicais livres, o que leva a destruicdo e a disfuncao
das células beta das ilhotas de Langerhans. Este xenobioético tem sido usado
para induzir o diabetes com concomitante deficiéncia de insulina. Uma dose
simples em ratos pode produzir um modelo experimental do diabetes.
Entretanto, seu alto poder carcinogénico leva a formacgéo de insulinoma, o que
impede a manutencdo da hiperglicemia nos animais experimentais (Marles e
Farnsworth, 1995).

O aloxano foi originalmente isolado em 1818, por Brugnatelli, e recebeu
este nome em 1838, por Friedrich Woéhler e Justus Von Liebig. O termo
aloxano surgiu por mistura das palavras alantoina e acido oxalurico (Lenzen e
Panten, 1988).

O aloxano, um derivado da pirimidina, € muito seletivo para células
beta pancreaticas. No entanto, apesar de ser um bom indutor para o Diabetes
mellitus, apresenta problemas devido a sua instabilidade quimica,
metabolismo rapido e alguns fatores, tais como a idade e a dieta do animal,

que exigem cautela quando se deseja estabelecer uma relagdo clara entre as



doses de aloxano e sua concentracdo efetiva no péncreas (Marles e
Farnsworth, 1995).

O aloxano é um analogo toxico da glicose que destrdi seletivamente as
células produtoras de insulina do pancreas quando administrado a roedores e
muitas outras espécies animais. Ele causa diabetes mellitus insulino-
dependente (chamada Diabetes Aloxamica) nesses animais, com
caracteristicas similares ao diabetes tipo 1 em humanos. O aloxano €
seletivamente téxico para as células B produtoras de insulina porque se
acumula nas células através de seu acesso facilitado pelo transportador de
glicose GLUT 2. Na presenca de tidis intracelulares, o aloxano gera espécies
reativas de oxigénio (EROS) em uma reacéo ciclica com o produto de sua
reducdo, o acido dialudrico (Fig. 4). A acdo toxica do aloxano na célula p é
iniciada pelos radicais livres formados na reacdo de redox com os tidis

intracelulares. O aloxano ndo causa diabetes em humanos (Lenzen e Panten,

1988).

H g 0

Figura 4: aloxano (esquerda) com o acido dialUrico (direita)
e a aloxantina (centro) (Lenzen e Panten, 1988).



O aloxano possui um efeito seletivamente téxico sobre as células B das
ilhotas de Langerhans (Mrozikiewic et al., 1994). Lenzen e Panten (1988) citam
em seus estudos que no modelo experimental de diabetes aloxanico, os
animais apresentam sintomas semelhantes aos encontrados no Diabetes
mellitus em humanos, tais como perda de peso corporal, polidipsia, polilria,
glicosuria, cetonudria, hiperglicemia e cetonemia. Embora os mecanismos pelos
quais isso ocorre ndo sejam totalmente conhecidos, acredita-se que haja
envolvimento de reacBes mediadas por radicais livres que, como se sabe,
danificam as células e provocam a ocorréncia de doencas auto-imunes
(Mrozikiewic et al., 1994).

Kronenberg (2007) afirma que nos animais segundo 0s quais séo
aplicadas doses de aloxano, h4 a presenca de trés fases com relacéo
aos niveis glicémicos: 12) hiperglicemia imediata devido, provavelmente,
a glicogenolise hepatica; 23) hipoglicemia resultante da liberacdo da
insulina pelas células beta destruidas; 32) hiperglicemia devido a

deficiéncia de insulina.



3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Verificar em ratas com diabetes aloxamica se a melhora no
controle glicémico promovida pela ingestdo da infusdo de frutos do
meldo de Sdo Caetano (Momordica charantia) esta relacionada com o
aumento na secrecao/eficiéncia do horménio incretinico GIP. Investigar
também a capacidade desse agente na preservacdo ou melhora da
funcdo e/ou da massa de células beta pancreaticas. Além disso, o
estudo podera auxiliar no desenvolvimento de um farmaco para ampliar
a acao das incretinas, constituindo-se em uma alternativa terapéutica

importante para o diabetes.

3.2. Objetivos especificos

a) Formar um grupo de ratas wistar portadoras de diabetes
aloxamica, mantendo-as em condi¢cbes de atender ao previsto no
experimento, pelo prazo de 25 dias;

b) estabelecer parametros de normalidade em ratas para
concentracdes plasmaticas de:

b.1. glicemia casual;

b.2. peptideo de ligagdo da insulina (Peptideo C);

b.3. peptideo inibitério gastrico ou peptideo insulinotrépico
glicose-dependente (GIP);

b.4. insulina e

b.5. hemoglobina glicada apdés 25 dias de diabetes severa

e/ou moderada.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material botanico

Os frutos de Momordica charantia foram coletados durante o més de
fevereiro de 2008, na cidade de Silverania, MG, no sitio Paraiso, latitude
21°09'30,70”, longitude 43°12'59,65”. A exsicata do material coletado foi
identificada por Marco Locarno, Engenheiro Agrénomo do Instituto de
Biociéncias da Universidade Presidente Antonio Carlos, em Barbacena, MG e
foi depositada no Herbario VIC, da Universidade Federal de Vicosa, MG, com a
identificacdo numero 31.825. Os frutos frescos foram picados e secos em
estufa a 40°C por sete dias. Apos a secagem, os frutos foram pulverizados em

moinho de Wiley e armazenados a temperaturas entre 4°C e 8°C.

4.2. Preparacao da infuséao

Para a obtencdo de infusdo semelhante a adotada pela medicina
popular, adotou-se o método extrativo vertendo 60 mL de agua destilada
aquecida a 80°C, em um erlenmeyer contendo 6 gramas do pd de frutos de
Momordica charantia, agitando e deixando a seguir em repouso sob
abafamento por 10 minutos. O extrato bruto foi entéo filtrado e resfriado em
temperatura ambiente até 35°C. A infusdao foi preparada diariamente, no

mesmo horario.

4.3. Animais

Foram utilizadas 42 ratas (Rattus norvegicus, variedade albinus), com as
seguintes caracteristicas: fémeas, adultas jovens de aproximadamente 50 dias,
sadias, da linhagem Wistar, pesando entre 180 e 250 gramas, oriundas do

Biotério Central da Universidade Federal de Vicosa, MG.



O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Presidente Antonio Carlos — UNIPAC, através do parecer n°
227/07.

Os animais foram acondicionados em gaiolas plasticas individuais, com
bebedouros de 250 mL e mantidos no biotério da Faculdade de Medicina de
Barbacena, em gabinete da marca Insight, modelo EB 273, tendo o fotoperiodo
ajustado para 12 horas de claro e escuro, temperatura variando entre 24°C e
26°C, a umidade relativa do ar entre 50% e 65% e o fluxo de ar programado
para evitar acumulo de gases metabdlicos toxicos. A dieta normocalérica
(Controle) consistiu de racdo comercial para ratos (Nuvilab®), contendo por
peso: 19,0% de proteina, 56,0% de carboidrato, 3,5% de lipideos, 4,5% de
celulose, 5,0% de vitaminas e minerais, e assim como a hidrica foi fornecida
ad libitum, sendo o consumo de agua e de racao verificado e anotado, para

reposicado diaria.

4.4. Inducédo do Diabetes mellitus experimental

O diabetes experimental foi induzido pela administracdo de aloxano
(5,6-Dioxiuracil monohidrato) — Alloxan monohydrate, SIGMA-Aldrich Inc., St.
Louis, MO, USA, diluido a 2% em solucéo de citrato de s6dio 0,05 M, pH 4,5. A
droga foi administrada por via intraperitoneal, em doses de 75 mg/kg de peso
corporal, apo6s jejum alimentar de 48 horas, com fornecimento de agua “ad
libitum”. Seis horas apés a inducdo e ainda em jejum completo, os animais
receberam uma solucdo de glicose a 10% como Unica fonte hidrica por 24

horas, momento no qual foi liberada a alimentacdo normal.



4.5. Selecéao, distribuicao e tratamento dos animais

Do total de 42 animais da amostra inicial, foram aleatoriamente
escolhidos 14 dentre eles para formar o grupo controle sadio sem nenhum
tratamento (7 animais) e o grupo sadio tratado com a infusdo de Momordica
charantia (7 animais). Dos 28 animais restantes, 25 foram aloxano-induzidos
como descrito anteriormente e classificados como grupo teste. No sexto dia
apos a inducao, foi determinada a glicemia casual dos trés grupos. Todos os
animais do grupo teste que apresentaram glicemia casual acima de 180

mg/dL, foram considerados diabéticos, sendo os demais desprezados.

Os animais considerados diabéticos foram entdo distribuidos em dois
grupos, identificados como grupo 1 (diabéticos tratados) e grupo 2 (diabéticos
nao-tratados). Foram formados também os grupos 3 (controle) e o grupo 4
(sadio tratado com Momordica charantia). Os grupos 1 (8 animais) e 4 (7
animais) receberam diariamente, no mesmo hordario, por um periodo de 25
dias e através da técnica de gavagem, 1 mL/250g de peso corporal da infusao
preparada conforme citado anteriormente. Os animais dos grupos 2 (7

animais) e 3 (7 animais) receberam apenas soro fisioldgico.

4.6. Determinacao do peso, da ingestao alimentar e
hidrica.

Para permitir o acompanhamento da evolucéo clinica dos animais, seus
pesos foram verificados nos dias 1, 11 e 25 do experimento, com a sedacdo do
animal por inalacao de éter etilico, evitando assim muita mobilidade no prato
da balanca. Foram oferecidos 100 g de racdo, verificando-se o consumo por
diferenca entre a oferta e a racdo coletada da gaiola individual e pesada
quando da visita de verificacdo diaria do andamento do experimento. A agua
foi oferecida em bebedouros de 250 mL, com dispositivo conta-gotas
automatico sendo o consumo de agua verificado por diferenca entre a oferta
inicial e a observacéo final, e o volume consumido medido em proveta de 250

mL.



4.7. Dosagem da glicemia casual e hemoglobina glicada

A glicemia casual foi medida no 6° dia apés a inducéo por aloxano, com
sangue retirado de uma veia da face interior da pata posterior do animal e no
25° dia do experimento, no momento da coleta de material histo-patolégico,
com sangue coletado no ventriculo esquerdo do animal. As glicemias casuais
foram determinadas em glicosimetro Prestige 1Q n° série 7994403, usando
fitas cddigo 21-IBR712A1.

A obtencéo de sangue total para a determinacdo de hemoglobina glicada
foi realizada no momento da cirurgia para coleta de pancreas e figado dos
animais. O sangue foi retirado através de seringas descartaveis contendo
EDTA e acondicionado em tubos adequados, identificados e imediatamente
armazenados a 4°C. Foi utilizado o método Liquidirect da Invitro Diagnéstica
S/A .

4.8. Dosagens imunoenzimaticas

O sangue, coletado em seringa banhada em EDTA, foi cuidadosamente
transferido para um tubo de ensaio também com EDTA, ao qual foi
acrescentado sitagliptina na proporcdo de 10 uL/mL de sangue. Em seguida,
foi centrifugado e o plasma separado em aliquotas de 500 uL destinadas aos

ensaios imunoenzimaticos.

Os ensaios imunoenzimaticos foram realizados usando-se kits da Linco
Research (Rat/Mouse insulina ELISA kit, cat. #EZRMI-13K, Human GIP (total)
ELISA kit, cat. #EZHGIP-54K) e da Immuno-Biological Laboratories, Inc. (IBL-
América) para a determinacdo do peptideo C (kit IB79101). A leitora ELISA
utilizada foi a ELx800 da Biotek Instruments Inc, sendo os testes realizados

em duplicata.



4.9. Tratamento estatistico

O método da analise de variancia - ANOVA, com uma fonte de variagao
(grupo de tratamento), foi o utilizado, seguido por multipla comparacéao pelo
teste de Scott-Knott, com nivel de significancia pré-estabelecido de 5%. Os

resultados foram expressos como média * erro padrédo da média (EPM).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Método de inducéo

O rato wistar, por apresentar vantagens em relagédo a outros animais de
maior porte e, principalmente, por se assemelhar clinica, laboratorial e
histopatologicamente ao diabetes humano (Lerco et al. (2003), foi o escolhido

para compor o modelo experimental.

O aloxano foi preferido como droga diabetogénica, em funcao dos efeitos
produzidos pela sua administracdo serem semelhantes aqueles encontrados
na sindrome diabética em humanos: hiperglicemia, polifagia, polidipsia,
polidria, entre outros. O aloxano é um analogo toxico da glicose, que destradi
seletivamente as células produtoras de insulina do pancreas quando
administrado a roedores e a muitas outras espécies animais. Ele causa
Diabetes mellitus insulino-dependente (chamada Diabetes Aloxamica) nesses
animais, com caracteristicas similares a diabetes tipo 1 em humanos. O
aloxano é seletivamente toxico para as células p produtoras de insulina
porgue se acumula nas células através de seu acesso facilitado pelo
transportador de glicose GLUT 2. O aloxano, na presenca de tidis
intracelulares, gera espécies reativas de oxigénio (EROS) em uma reacado
ciclica com o produto de sua reducgédo, o acido dialdrico. A acdo toxica do
aloxano na célula B é iniciada pelos radicais livres formados na reacdo de
redox com os tidis intracelulares. O aloxano ndo causa diabetes em humanos

(Lenzen, 2008).

O aloxano é um dos agentes diabetogénicos mais estudados e
comumente utilizados no meio cientifico para a inducdo de diabetes
experimental. Possui citotoxicidade especifica para as células beta
pancreaticas, causando insuficiéncia insulinica primaria do pancreas e
provocando uma resposta trifasica nos niveis glicémicos durante as primeiras
horas de administracdo, seguida do estabelecimento de diabetes permanente

nas 24 horas subsequentes (Lerco et al., 2003).



Zanoello et al. (2002) concluiu que a citotoxicidade seletiva do aloxano é
funcdo da grande capacidade da célula beta em acumular a droga, aliada a
caracteristica de maior sensibilidade desta célula a espécies reativas de

oxigénio, quando comparada a outros tecidos.

O aloxano administrado por via intraperitoneal, na dose de 75 mg/kg de
peso corporal, produziu nos animais utilizados no presente experimento,
diabetes moderado e severo, com o desenvolvimento de alteracgdes clinicas e
laboratoriais, incluindo, respectivamente, elevacdo da ingestdo alimentar e

hidrica e valores para a glicemia casual situados entre 180 a 590 mg/dL.

No presente estudo, dos 25 animais submetidos a aplicacéo
intraperitoneal de aloxano, 18 ratas (72%) n&o ficaram diabéticas ou
apresentaram diabetes leve, um animal morreu minutos apés a inducéo,
provavelmente por resposta vaso-vagal exagerada e 6 ratas (24%)
desenvolveram diabetes severo. Apés uma nova inducdo com a dose padréo de
aloxano pela mesma via, das 18 ratas reinduzidas, 6 ratas (33%)
desenvolveram diabetes segundo o critério estabelecido (glicemia casual > 180
mg/dL) e dois animais evoluiram ao 6bito. Promoveu-se nova reinducao nas
10 ratas remanescentes obtendo-se agora 3 ratas (30%) diabéticas e 7 ratas

com intolerancia a glicose (glicemia entre 100 mg/dL e 125 mg/dl).

Esses resultados apresentados, ou seja, 60,0% de animais
diabéticos moderados e severos, 28,0% de ratas ndo-diabéticas e 12,0%
de taxa de mortalidade, foram considerados satisfatérios no que diz
respeito a taxa de mortalidade e a taxa de indug¢do bem sucedida. O
resultado satisfatorio € embasado na comparacdo com os trabalhos que
promovem o diabetes experimental por aplicacdo endovenosa do
aloxano a 2% (na dose Unica de 42 mg/kg de peso corporal, ap6s um
jejum de 12 horas), nos quais se relata uma taxa de mortalidade de 33

a 60% e uma taxa de inducgéo bem sucedida de 39 a 50%.

Lukens (1948), revisando o trabalho de varios autores, cita que animais
que ndo respondem a uma primeira administracdo de aloxano, podem ser
refratarios a injecGes posteriores de doses similares. Entretanto, esses mesmos
animais, refratarios as doses subsegiientes, tornam-se diabéticos apods 60

horas de jejum, com uma dose padrdo de aloxano.



O protocolo de inducao foi pela via intraperitoneal e apés um periodo de
jejum sélido de 48 horas, pois, segundo Lukens (1948) apud Lerco et al.
(2003), 0 jejum tem um papel importante na resposta dos animais a injecao de
aloxano. Os autores relatam que, em alguns casos, 95% dos animais que
recebem o aloxano em estado de jejum prolongado de 48 a 60 horas, tornam-
se diabéticos, enquanto que, sem 0 jejum, a administracdo de dose similar de

aloxano, diminui essa resposta para 25%.

Outro fator aplicado foi a diluicdo do aloxano em solucdo de citrato de
sédio 0,05 M, pH 4,5, que mantém o aloxano em sua forma protonada,
evitando a sua rapida hidratacdo quando em solucao, o que, de acordo com

Presta e Pereira (1987), poderia prejudicar o seu efeito indutor de diabetes.

A oferta de glicose a 10% como Unica fonte hidrica por 24 horas e apos
as primeiras 6 horas de inducdo é, segundo Mazzanti et al. (2003),
fundamental para evitar uma hipoglicemia fatal, devido a liberagcdo macica de

insulina decorrente da destruicao das células beta pancreaticas.

Lukens (1948) relata indices muito variaveis de mortalidade podendo
chegar a 100% na mesma espécie. Isso se deve a multiplos fatores capazes de
modificar os efeitos da droga e a sensibilidade do hospedeiro, envolvendo
desde o estado de hidratacdo da droga, a dose administrada, a velocidade de
infusdo, a via de administracdo, a dieta, o tempo de jejum até o peso do

animal.

Os resultados de nosso experimento permitem afirmar que a dose
aplicada, o jejum prolongado antes da inducdo, a administracdo da solucéo de
glicose a 10% nas 24 horas ap0s a inducgédo, o pH acido da solucao de aloxano
e a via intraperitoneal contribuiram significativamente para a obtencdo de um
alto indice (60,0%) de animais diabéticos, associado a um baixo indice (12,0%)

de mortalidade.

5.2. Evolucao clinica



Os parametros clinicos avaliados foram o peso inicial e final dos
animais, o consumo alimentar e hidrico durante o experimento, a diurese e o

estado geral dos animais.

Os animais do Grupo Controle Normal e do Grupo Sadio Tratado com a
infusdo aquosa do pd dos frutos de Momordica charantia ndo mostraram
alteracdes clinicas durante as avaliagbes semanais previstas para o
experimento e os parametros clinicos observados mantiveram-se dentro dos

niveis esperados para ratas sadias da mesma idade.

Os animais integrantes do Grupo Diabético e do Grupo Diabético
Tratado com a infusdo aquosa do pé dos frutos de Momordica charantia
evoluiram com alteracbes clinicas compativeis com a patologia, tais como

polifagia, polidipsia e poliuria.

No Grupo Controle Normal, os animais mantiveram-se em bom estado
geral, ativos, com apetite normal, tonus e reflexos conservados e com um
pequeno ganho de peso. A ingestdo hidrica e alimentar, e também a diurese,
situaram-se dentro dos padrdes de normalidade para a espécie e em

consonancia com outros trabalhos (Brekke et al., 1981).

No Grupo Diabético os animais apresentaram polifagia,
polidipsia e polidria, compativeis com diabetes grave. A
medida da ingestdo alimentar, obtida por diferenca entre a
pesagem do alimento oferecido e o alimento restante na gaiola
ao final de 24 horas, foi maior no Grupo Diabético (22,82
g/dia) e no Grupo Diabético Tratado (23,58 g/dia), quando
comparados com o Grupo Controle Sadio (17,84 g/dia) e o
Grupo Sadio Tratado (16,28 g/dia), com diferencas
significantes (P<0,05) entre os grupos diabéticos e os grupos
sadios.

De igual forma, a ingestdo hidrica dos animais diabéticos mostrou
valores significativamente elevados quando comparados com 0s animais
do grupo sadio, da mesma idade e espécie. A tabela comparativa dos

consumos alimentar e hidrico dos animais € mostrada a seguir.



Tabela 1. Médias de consumo alimentar e hidrico apo6s vinte e cinco
dias de experimento.

Consumo Consumo
Grupos
alimentar (g) hidrico (mL)
Controle Sadio (n=7) 17,84 + 0,95 ¢ (a) 41,54 +4,66 mL (a)
Sadio Tratado (n=7) 16,28 +0,71 g (a) 41,68 £ 2,90 mL (a)
Diabético (n=7) 22,82 +2,10 g (b) 83,49 + 16,81 mL (b)
Diabético tratado (n=8) 23,58 + 2,59 g (b) 107,52 + 19,67 mL (b)

Resultados expressos como média + erro padrao da média (EPM); médias na mesma
coluna seguidas de letras diferentes diferem significativamente (P<0,05) entre si.

A elevacgao da concentracgao de glicose no filtrado glomerular,
ultrapassando a capacidade reabsortiva das células tubulares renais, é
0 que explica a forte diurese dos animais diabéticos. Tal concentracdo
de glicose provoca um efeito osmotico na diregéo do filtrado, sendo
responsavel pela grande producéo de urina, acompanhada de aumento
da osmolaridade sanguinea, agravada pelas altas taxas de glicemia. Isso
provoca a saida de agua do meio intracelular para o meio extracelular
com o objetivo de manter o equilibrio osmaético. A desidratacao
intracelular é entéo percebida pelos osmorreceptores cerebrais,

desencadeando a sede intensa.

A lipdlise provocada pela auséncia da insulina provoca, a médio
prazo, perda de peso, fadiga e fraqueza, induzindo entdo o animal a
ingerir mais alimento, caracterizando entéo a polifagia mostrada na

tabela 1.

Na observacao do valor médio do peso corporal dos animais
(tabela 2), verificou-se um aumento de peso em todos os grupos de

tratamento, com aumento percentual maior (5,72%) no grupo Sadio



Tratado com a infus@o aquosa do p6 dos frutos de Momordica charantia.
A menor variacgéo percentual ocorreu no Grupo Controle Sadio (1,12%).
Nos Grupos Diabético e Diabético Tratado, o Grupo Diabético
apresentou um ganho de peso de 4,14% e no Grupo Diabético Tratado
com a infusdo aquosa do p6 dos frutos de Momordica charantia, o ganho

de peso foi de 3,43%, todos ao longo dos 25 dias do tratamento.

Tabela 2. Médias do peso corporal antes e apds 25 dias de experimento.

Grupos Peso inicial (g) Peso final (g) Variacao(%)
Controle Sadio (n=7) 215,71 +7,51 218,14 + 10,16 1,12
Sadio Tratado (n=7) 222,14 + 4,11 234,85 + 5,61 5,72
Diabético (n=7) 213,71+ 4,12 222,57+7,11 4,14
Diabético tratado (n=8) 214,75 + 7,31 222,12+ 11,81 3,43

Resultados expressos como média + erro padrao da média (EPM).

Constatou-se que a grande variacdo no erro padrédo da meédia
(EPM) relacionada ao peso corporal das ratas diabéticas esté fortemente
ligada aos seus niveis glicémicos mantidos durante o experimento. Os
animais que mantiveram glicemias superiores a 325 mg/dL durante o
experimento perderam peso, enquanto 0s animais que mantiveram
glicemias menores que 325 mg/dL ganharam peso. Essa variagao
glicémica, combinada com o pequeno numero de animais por grupo do
experimento, levou a grande variacdo do EPM e esta em consonéancia
com os resultados de Cavalli et al., (2007). Os grupos de tratamento

nao mostraram diferencas significantes entre si (teste de Scott-Knott).

5.3. Evolucgéo laboratorial



5.3.1. Glicemia e hemoglobina glicada

A glicemia dos animais dos grupos estudados encontra-se
representada na tabela 3. Os resultados indicam aumento significante
(P<0,05) da glicemia casual entre os grupos Controle Sadio/Controle
Tratado e os grupos Diabético/Diabético Tratado, caracterizando o

Diabetes mellitus.

Tabela 3. Médias glicémicas antes e apos 25 dias de experimento.

Glicemia casual Glicemia casual Variacdo da
Grupo /dL licemia (%
(mg/dL) (mg/dL) glicemia (%)
Controle sadio (7) 115,1+ 3,4 (a) 126,6 + 8,7 (a) (+) 10,1
Sadio tratado (7) 115,8+ 2,9 (a) 115,3+ 4,7 (a) (-) 0,38
Diabético (7) 348,1 + 38,3 (b) 317,3+ 57,7 (b) (-) 7,40
Diabético tratado (8) 460,9 + 25,2 (c) 381,0 + 66,3 (b) (12,4

Valores expressos representam as médias + erro padrdo da média (EPM); médias na
mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem significativamente (P<0,05) entre
Si.

Os valores encontrados para a glicemia casual do grupo Controle
Sadio, realizados no 6° e 25° dia do experimento, sdo compativeis com
animais normoglicémicos. Glicemias de jejum em ratos wistar, segundo
Zanoello et al., (2002), variam entre 47,7 a 107 mg/dL. Em humanos, a
glicemia casual (avaliada a qualquer momento) pode assumir valores
até 200 mg/dL, sem que caracterize diabetes mellitus, desde que ndo

esteja acompanhada de sinais clinicos.

Os animais do Grupo Controle Sadio apresentaram um aumento
de 10,1% nos niveis glicémicos casuais, resultados compativeis com a

casualidade das dosagens e da ingestao alimentar.



Em contraste, o Grupo Sadio Tratado apresentou médias
glicémicas menores que o Grupo Controle Sadio e verificou-se uma
reducdo média de 0,38% nos indices de glicemia. Comparando-se 0s
dois grupos, pode-se concluir que o tratamento do grupo sadio com a
infusdo aquosa do p6 dos frutos de Momordica charantia pode ter
interferido na detecc&o de niveis glicémicos médios menores quando
comparado com o Grupo Controle Sadio (aumento de 10,1%),
confirmando o carater hipoglicémico da espécie vegetal, o que esta em
acordo com diversos autores (Miura et al., 2004; Senanayake et al.,
2004; Virdi et al., 2003).

O grupo diabético ndo-tratado mostrou uma reducdo media de
7,4% nos niveis glicémicos casuais, sendo que a glicemia permaneceu
em niveis elevados, acima de 300 mg/dL. Os niveis elevados para as
glicemias dos animais deste grupo permitem concluir que o aloxano foi
capaz de induzir e manter o estado diabético durante o experimento. A
reducdo porcentual média verificada no grupo pode ter sido em fungéo
do estimulo a diferenciacdo de células ductais pancreaticas em células
beta, repondo algumas que foram destruidas pelo aloxano e em
resposta aos estimulos desencadeados pelo peptideo insulinotrépico
glicose-dependente (GIP), um hormonio incretinico que apresentou

valores semelhantes aos do Grupo Controle Sadio.

O Grupo Diabético Tratado foi 0 grupo que expressou a maior
variacdo porcentual média para a glicemia, apresentando uma reducgéo
meédia de 12,4% nos indices glicémicos. Essa reducgéo pode estar
associada aos valores médios encontrados para o horménio incretina
GIP no Grupo Diabético Tratado, que foram superiores em 70%, quando
comparados aos valores médios encontrados para o Grupo Controle
Sadio.

E comumente citado na literatura que uma droga é considerada
eficaz quando reduz os niveis plasmaticos de pardmetros bioquimicos

relacionados a uma determinada patologia, em pelo menos 15% dos



valores iniciais (Martha et al., 2000). No presente trabalho, a
administracdo da infusdo aquosa do p6 dos frutos de Momordica
charantia em ratos diabéticos graves mostrou uma reducédo de 12,4%
nos niveis glicémicos. Pode-se entdo sugerir que um ajuste na dose
administrada da infusdo de Momordica charantia poderia aumentar a
porcentagem de variagéo, ajustando-a aos valores referidos na literatura

e confirmando a sua eficiéncia como agente hipoglicemiante.

A acédo hipoglicemiante da Momordica charantia também ¢
confirmada quando se compara as variagdes percentuais da glicemia
entre os grupos Controle Sadio (aumento de 10,1%) e Sadio Tratado
(diminuicao de 0,38%).

A hemoglobina glicada, HbA:., é o parametro laboratorial utilizado
para a monitorizagdo do diabetes por se tratar de um processo
molecular no qual a glicose se incorpora & hemoglobina A quando a
glicemia é mantida elevada durante os trés meses precedentes
(Watanabe et al., 1998).

No presente trabalho, os niveis de HbA:. foram verificados apds
31 dias de hiperglicemia nos grupos diabéticos e os valores encontrados
sdo proximos aos valores normais e semelhantes aos encontrados por
Mainardes et al., 2007.

Os valores médios para a hemoglobina glicada e a glicemia casual
apos 25 dias da inducao do diabetes encontram-se representados na
tabela 4.

Tabela 4. Médias glicémicas apos 25 dias da inducao do diabetes e

niveis médios de HbA1..

Glicemia casual apds o Hemoglobina

Grupo experimento (mg/dL) glicada (%)

Controle sadio (7) 126,6 + 8,7 (a) 2,65+ 0,07




Sadio tratado (7) 115,3+ 4,7 (a) 2,41 +0,18
Diabético (7) 317,3+ 57,7 (b) 2,63+£0,23

Diabético tratado (8) 381,0 £ 66,3 (b) 2,93+0,31

Valores expressos representam as médias + erro padrao da média (EPM); médias na
mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem significativamente (P<0,05)
entre si.

5.3.2. Peptideo C, insulina e polipeptideo insulinotrépico glicose-

dependente.

O estudo da capacidade das células B em secretar insulina é
ferramenta importante para a compreenséo da historia natural do DM e
do impacto de novas terapias no controle e prevencao da doenca.
Atualmente, a avaliacdo da capacidade de secrec¢do da insulina é
indicada quando se torna dificil diferenciar, apenas com base na
apresentacao clinica, o diabético insulino-dependente do diabético n&o

insulino-dependente (Service et al., 1997).

O conhecido processo de glicagdo aumentada no diabetes, pelo
gual a glicose liga-se de maneira n&o-enzimatica com diversas
proteinas formando produtos glicosilados e habitualmente avaliados
pela presenca de niveis aumentados de hemoglobina glicosilada
(HbA1c), também ocorre no interior da célula beta, nos granulos de
insulina, levando a secrecéo de insulina glicosilada, que apresenta uma
atividade biologica reduzida. Assim, a glicotoxicidade na célula beta
também deve contribuir para a resisténcia a agcédo da insulina (McKillop
et al., 2002).

A mensuracao dos produtos da célula beta disponiveis no sangue
periférico é a forma utilizada para a avaliagdo funcional, por causa da
elevada morbimortalidade associada as bidpsias pancreaticas, sendo
gue estas nao devem ser utilizadas para este fim (Tsai et al., 2006;
Robertson, 2007).



Os resultados do presente trabalho referentes as quantificacées
plasméticas para peptideo C, insulina e GIP, sdo apresentadas na

tabela 5.

Tabela 5. Médias plasmaticas para o peptideo C, insulina e GIP, apos
25 dias de experimento.

Peptideo C Insulina GIP
Grupo
ng/mL (ng/mL) pg/mL
Controle sadio (7) 2,62 +£0,16 2,25+ 0,25 (a) 15,23+ 3,9
Sadio tratado (7) 2,65+0,11 1,26 + 0,12 (b) 7,83+0,5
Diabético (7) 2,32 +0,13 0,79 £ 0,22 (c) 12,71 +2,4
Diabético Tratado (8) 2,34 +0,24 0,61 + 0,10 (c) 25,59 +13,0

Valores expressos representam as médias + erro padrdo da média (EPM); médias na
mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem significativamente (P<0,05) entre
Si.

Verifica-se que os resultados obtidos para a insulina diferem
significativamente (P < 0,05) entre as médias dos grupos Controle Sadio,
Sadio tratado e Diabéticos. Entretanto, tal resultado tem interpretacdo
limitada, pois a insulina apresenta meia vida curta (4minutos), extracdo
hepéatica variavel pelo fenbmeno da primeira passagem (40 a 60%) e
clearence intra e interindividual bastante variavel. Assim, a insulinemia
plasmética geralmente néo reflete fidedignamente a capacidade de

secrecao das células beta pancreéticas (Vendrame et al., 2004).

A tabela 5 mostra também os valores médios encontrados para o
peptideo C, no plasma dos animais dos diversos grupos de tratamento.
O peptideo C tem algumas vantagens em relacdo a dosagem de insulina
plasmética na avaliagdo funcional da célula beta. Além de ter meia vida
mais longa (30 minutos), fato que implica em menor flutuagéo nos
niveis plasmaticos, ndo sofre metabolizagdo hepética significativa e

possui filtracdo renal mais linear entre individuos. O peptideo C conecta



as cadeias A e B na pro-insulina e, apés a clivagem da pro-insulina em
insulina, o peptideo C intacto permanece armazenado junto a insulina

nos granulos e é secretado juntamente com a insulina, em quantidades
equimolares e, portanto, pode ser considerado um marcador

independente da secregao de insulina (Palmer et al., 2004).

O peptideo C pode ser dosado em estado basal, casual ou sob
estimulo com glucagon (Vendrame et al., 2004). Nosso trabalho optou
pela dosagem casual, baseado no estudo de Berger et al. (2000) que
demonstrou que a medida ocasional do peptideo C (em qualquer hora
do dia, sem estimulo e independentemente do horario da ultima

refeicdo) € equivalente a dosagem sob estimulo.

Por ser o peptideo C uma molécula pequena, linear e propensa a
degradacédo por enzimas proteoliticas, o sangue coletado foi separado
imediatamente e o plasma congelado a —-70°C e dosado 10 dias apds a
coleta. Além disto, foi acrescentado ao sangue coletado, na proporc¢éao de
10 uL/mL de sangue total, um inibidor da enzima dipeptidil peptidase-
4, visando a preservar tanto o peptideo C quanto o peptideo

insulinotrépico glicose-dependente (GIP).

O peptideo C é detectavel se > 0,5 ng/mL e considerado dentro da

faixa de normalidade se entre 1,5 e 3,5 ng/mL (Vendrame et al., 2004).

Para o marcador de atividade da célula B pancreética, os
resultados do presente trabalho mostram valores médios nos Grupos
Diabético tratado/nao-tratado, ao final de 25 dias do experimento,
11,57% menores do que os valores médios dos grupos Controle Sadio e
Sadio Tratado, isto €, uma variacdo minima considerando os elevados
valores iniciais da glicemia dos animais com diabetes aloxamica,
permitindo ent&o concluir que o aloxano realmente trouxe danos as
células B, mas que a funcao foi sendo recuperada ao longo dos 25 dias
de tratamento, concluséo reforgada pela queda do nivel glicémico médio

no grupo diabético-tratado.



O peptideo insulinotrépico glicose-dependente (GIP) é um
horménio incretina que é liberado em resposta a ingestdo de nutrientes.
A liberacéo é rapida e niveis elevados desse hormonio sdo observados
15 minutos apds a ingestdo de uma refeicdo. Apoés a sua liberacéo pela
célula K localizada no duodeno e jejuno proximal, é rapidamente
inativado pela dipeptidil peptidase-4 (DPP-4), tendo entdo um tempo de
meia vida curto, estimado em 5,0 + 1,2 minutos. (Melor e Nauck, 2004;
Baggio e Drucker, 2004).

Em nosso trabalho, imediatamente ap6s a coleta do sangue, foi
acrescentado 10 uL/mL de um inibidor de DPP-4, visando a preservar a
incretina GIP presente no sangue. Na sequéncia, o plasma foi separado
e congelado a -70°C sendo a dosagem efetuada por protocolo

imunoenzimatico (ELISA).

A média dos niveis plasmaticos para o GIP nos animais do Grupo
Diabético Tratado foi determinada em 25,59 pg/mL e a dos animais do
Grupo Controle Sadio, 15,23 pg/mL, o que representa 68,02% a mais
na concentracdo do GIP. Comparando a média dos niveis plasméticos
do GIP dos animais do Grupo Diabético Tratado (25,59 pg/mL) com a
meédia dos niveis plasmaticos dos animais do Grupo Diabético n&o-
tratado (12,71 pg/mL), verifica-se um acréscimo de 101,3% a favor dos

animais do Grupo Diabético Tratado.

Estes resultados mostram que a administracéo diaria da infuséo
aquosa do p6 dos frutos de Momordica charantia promoveu um aumento
significativo nos niveis plasmaticos do horménio incretina GIP no Grupo
Diabético Tratado, fato que, associado aos resultados obtidos para os
niveis de peptideo C permite concluir que durante o experimento houve
uma acédo preservadoraZindutora para a secrec¢do insulinica nas ratas

portadoras de diabetes aloxamica.

Menores niveis plasmaticos de insulina alteram todo o
metabolismo protéico, inibindo a sintese e aumentando o catabolismo,

lancando grandes quantidades de aminoacidos no plasma, que sao



usados como substrato para fins energéticos ou para a gliconeogénese
(Guyton e Hall, 1998). Ao término do experimento, no momento do
sacrificio dos animais e subsequiente autopsia, foi possivel visualizar
claramente que a massa muscular dos animais diabéticos tratados, nédo
diferia da massa muscular dos animais do Grupo Controle Sadio,
indicando que o efeito anabdlico da insulina esteve presente durante o
experimento ou que o efeito catabdlico esteve ausente, isto é, existia

uma atividade insulinica adequada.



7. Concluséo e perspectivas.

Os dados apresentados neste estudo mostraram que a infuséo
aquosa do p6 dos frutos de Momordica charantia causa diminui¢cao nos
indices glicémicos em ratas com diabetes aloxamica, elevacdo dos niveis
plasméticos do horménio polipeptideo insulinotrépico glicose-
dependente (GIP) e, provavelmente, exerce efeito semelhante em
humanos, confirmando o descrito pela etnofarmacologia da espécie

vegetal.

Dentro deste contexto, os resultados encontrados neste estudo
servem com referéncia para futuras pesquisas que busquem elucidar
como e qual(is) componente(s) da Momordica charantia promove(m) uma
elevacao significativa dos niveis do hormonio incretina GIP,
contribuindo, desta forma, para o desenvolvimento de uma nova classe

de fArmacos antidiabéticos.
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