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AVALIACAO DOS EFEITOS DE Cenostigma macrophyllum NA NEUROPATIA
DIABETICA. Fernanda Cerqueira Barroso de Carvalho. Orientadora: Profa Dra.
Salete Maria da Rocha Cipriano Brito. Dissertacdo de mestrado. Programa de Pos-
Graduacdo em Farmacologia. Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais “Prof.

Paulo Humberto Moreira Nunes”, Universidade Federal do Piaui, 2009.

Cenostigma macrophyllum (caneleiro) € utilizada para doencas estomacais e
intestinais. Estudos anteriores apontam efeitos inibitérios da glicacdo protéica em
ratos diabéticos (D), atividade antiinflamatoria e antinociceptiva. No presente trabalho,
avaliamos a atividade da Fracdo Hidroalcodlica (FHA) e mistura de biflavonas
(FM22S) obtidas das folhas de Cenostigma macrophyllum na neuropatia diabética.
Utilizou-se ratos Wistar machos normais e diabéticos (induzidos com Estreptozotocina
40 mg/Kg i.v) para avaliar a hiperalgesia diabética medindo o limiar nociceptivo
mecanico (LNM) através dos filamentos de von Frey. O tratamento com a FHA
(125mg/Kg v.o, por 33 dias) ndo controlou a hiperglicemia. Os niveis séricos da uréia
e creatinina dos animais D-FHA e D-veiculo foram significativamente maiores que 0s
do controle. A glicacao in vivo da hemoglobina foi inibida em 16,1% e da frutosamina
em 31,4% em ratos D-FHA. O grupo D-veiculo apresentou reducdo do LNM na
terceira semana apo0s a inducdo do diabetes. Porém, nos ratos D-FHA, o LNM foi
semelhante aos controles por todo periodo experimental. No tratamento agudo dos
grupos diabéticos apds 35 dias da inducdo do DM, observou-se aumento no LNM dos
animais dos grupos D-FHA (500mg/Kg v.0) e D-morfina (5mg/Kg i.p) em relacdo aos
do grupo D-veiculo no tempo de 60 minutos da observacao e se manteve aos 120 e
180 minutos para o D-morfina. A administracdo de dose Unica da fracdo FM22S
(60mg/Kg v.0) aumentou o LNM em relacdo ao grupo D-veiculo, 60 e 120 minutos
apos o tratamento. A atividade da catalase em camundongos tratados com FM22S
(50mg/Kg v.o, 3 dias) e submetidos a lesdo hepatica pelo paracetamol (350mg/Kg v.0)
foi 57,8% maior do que a dos tratados com veiculo e paracetamol. Os dados indicam
qgue a FHA das folhas de Cenostigma macrophyllum apresenta atividade inibidora da
glicacdo protéica, e sugerem protecdo contra o desenvolvimento da neuropatia
dolorosa e efeitos antinociceptivo e antioxidante.

Palavras chaves: Cenostigma macrophyllum, neuropatia diabética, biflavonas
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ASSESSMENT OF THE EFFECTS OF Cenostigma macrophyllum ON DIABETIC
NEUROPATHY. Fernanda Cerqueira Barroso de Carvalho. Tutor: Profa Dra. Salete
Maria da Rocha Cipriano Brito. Master's Dissertation. Post-Graduate Course in
Pharmacology. Centre for Research on Medicinal Plants “Prof. Paulo Humberto

Moreira Nunes”, Federal University of Piaui, 2009.

Cenostigma macrophyllum (caneleiro) is used for stomach and intestinal
diseases. Previous studies have shown the inhibitory effects of protein glycation in
diabetic rats (D), as well as anti-inflammatory and antinociceptive activity. In this study,
we evaluated the activity of the Hydroalcoholic Fraction (HAF) and a mixture of
biflavones (FM22S) obtained from Cenostigma macrophyllum leaves on diabetic
neuropathy. Normal and diabetic male Wistar rats (induced with Streptozotocin 40
mg/kg i.v.) were used to assess diabetic hyperalgesia by measuring the mechanical
nociceptive threshold (MNT) by means of von Frey filaments. Treatment with the HAF
(125mg/Kg v.o., for 33 days) failed to control hyperglycemia. Serum levels of urea and
creatinine in D-HAF and D-vehicle animals were significantly higher than in the control.
The in vivo glycation of hemoglobin was inhibited in 16.1% and fructosamine in 31.4%
in D-HAF rats. Group D-vehicle had decreased MNT in the third week after induction
of diabetes. However, in D-HAF rats, the MNT was similar to the control throughout
the experimental period. Thirty-five days after induction of diabetes in the acute
treatment of diabetic groups, there was an increase in MNT of the animals in groups
D-HAF (500mg/Kg v.0.) and D-morphine (5 mg/kg i.p.) when compared with D-vehicle
group at the time of 60 minutes of observation, and this remained at 120 and 180
minutes for the D-morphine. The administration of a single dose of FM22S fraction
(60mg/kg v.0.) increased MNT when compared with D-vehicle group, 60 and 120
minutes after treatment. The catalase activity in mice treated with FM22S (50mg/Kg
v.0., 3 days) and whose livers were damaged by paracetamol (350mg/Kg v.0.) was
57.8% higher than those treated with vehicle and paracetamol. The data indicate that
the HAF in Cenostigma macrophyllum leaves has protein glycation inhibitory activity,
and indicate protection against the development of painful neuropathy, as well as anti-
nociceptive and antioxidant effects.

Key words: Cenostigma macrophyllum, diabetic neuropathy, biflavones
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) inclui um grupo de doengcas metabdlicas
caracterizadas por hiperglicemia resultante de defeitos na secrecdo de insulina e/ou
em sua acao (THE EXPERT COMMITTEE, 1997). A hiperglicemia manifesta-se por
sinais como polidria, polidipsia, perda de peso, polifagia e visdo turva ou por
complicacBes agudas que podem levar a risco de vida: a cetoacidose diabética e a
sindrome hiperosmolar hiperglicémica ndo cetdtica. A hiperglicemia crbnica esta
associada a dano, disfuncdo e faléncia de varios 6rgaos, especialmente olhos, rins,
nervos, coracdo e vasos sanguineos (UK PROSPECTIVE DIABETES STUDY
GROUP 33, 1998; The Diabetes Control and Complications Trial Research Group,
1993).

O DM acomete cerca de 7,6% da populacao brasileira entre 30 e 69 anos de
idade, segundo estudos realizados em 1992 (MALERBI; FRANCO, 1992). Estudos
mais recentes realizados em Ribeirdo Preto sugerem um aumento nesse indice, visto
que a prevaléncia de diabetes na populacdo dessa cidade € de 12,1% (TORQUATO
et al, 2003). Cerca de 50% dos pacientes desconhecem o diagnéstico e 24% dos
pacientes reconhecidamente portadores de DM néo fazem qualquer tipo de
tratamento. As complicacdes cronicas do DM sdo as principais responsaveis pela
morbidade e mortalidade dos pacientes diabéticos (MALERBI; FRANCO, 1992).

O DM esta associado a complicacdes que comprometem a produtividade, a
qualidade de vida e a sobrevida dos individuos. Além disso, acarreta altos custos para
seu controle metabdlico. No contexto da saude publica, esta doenca aparece como a
sexta causa mais frequente de diagnostico primario para internacdo hospitalar e
contribui de forma significativa (30% a 50%) para outras causas como cardiopatia
iIsquémica, insuficiéncia cardiaca, colecistopatias, acidente vascular cerebral e
hipertensdo arterial (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2002). Os diabéticos
representam cerca de 30% dos pacientes que se internam em unidades coronarianas
intensivas com dor precordial (SILVESTRE, 1997) e cerca de 26% dos que ingressam
em programas de dialise (BRUNO; GROSS, 2000). O que conduz estes pacientes a
hemodialise é a doenca renal cronica causada pelo diabetes. No Brasil, o risco de
desenvolvimento de nefropatia € de cerca de 30% nos diabéticos tipo 1 e de 20% nos
diabéticos tipo 2 (ROMAO JUNIOR, 2004)



A classificacéo atual do DM é baseada na etiologia e ndo no tipo de tratamento.
A classificacdo proposta pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), Associagéo
Americana de Diabetes (ADA) e recomendada pela Sociedade Brasileira de diabetes
(SBD), inclui quatro classes clinicas: DM tipo 1, DM tipo 2, outros tipos especificos de
DM e diabetes mellitus gestacional. Ainda existem duas categorias, referidas como
prédiabetes, que séo a glicemia de jejum alterada e a toleréncia a glicose diminuida.
Essas categorias ndo sdo consideradas como doencas, mas fatores de risco para o
desenvolvimento do DM e de doencas cardiovasculares (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE DIABETES, 2006).

A grande maioria dos casos de diabetes recai em duas -categorias
etiopatogénicas. Na primeira categoria (Diabetes tipo 1), a causa € a absoluta
deficiéncia na secrecdo de insulina. Individuos com propensédo a desenvolver esse
tipo de diabetes podem ser identificados por evidéncias soroldgicas de um processo
patolégico autoimune contra as ilhotas B pancreaticas e por marcadores genéticos.
Por outro lado, na segunda categoria (Diabetes tipo 2), a causa € a associacao entre
resisténcia a acao da insulina e uma resposta secretoria inadequada da mesma.
Nesta ultima classe, o grau de hiperglicemia é suficiente para causar mudancas
patologicas e funcionais nos tecidos alvos, mas sem sintomas clinicos. Estes podem
estar presentes por muito tempo sem que a doenca seja detectada. Durante o periodo
assintomatico, é possivel demonstrar alteraces no metabolismo dos carboidratos
através da dosagem da glicose sérica no estado de jejum ou pelo teste oral de
tolerancia a glicose (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2006).

Entre os tipos de diabetes além dos tipos classicos esta o diabetes mellitus
gestacional que € a intolerancia a glicose observada durante a gravidez. Nesta
modalidade, a detec¢do de intolerancia a glicose ocorre principalmente no terceiro
trimestre da gestacdo. Existem também os demais tipos, aqueles em que a diabetes é
causada por: defeitos genéticos das células 3, MODY - diabetes do adulto de inicio
em jovens, defeitos genéticos na acdo da insulina, doencas do pancreas exaocrino,
endocrinopatias, drogas ou indutores quimicos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2006).

O DM envolve o aparecimento de varios processos patogénicos. A deficiéncia
da acdo da insulina nos tecidos alvos resulta em uma série de anormalidades no

metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas. As alteragbes do metabolismo



celular contribuem para o agravamento da hiperglicemia, pois 0 organismo compensa
a falta de glicose intracelular pela ativacéo da glicogendlise hepética, gliconeogénese
e protedlise muscular. O estado hiperglicémico é acompanhado de alteracbes no
metabolismo lipidico com aumento da lipdlise, da liberacdo de acido graxos livres
(AGL), da velocidade da B-oxidacdo de acidos graxos e em certos casos da
concentracdo de triglicerideos e colesterol séricos (DEVLIN, 2007; NELSON; COX,
2002; BERG; STRYER; TYMOCZKO, 2004).

Dentre as complicacdes crénicas do DM podemos citar a formacéo de catarata
e a retinopatia com perda de visdo associada. A retinopatia diabética (RD) acomete
cerca de 40% dos pacientes diabéticos e € a principal causa de cegueira em
pacientes entre 25 e 74 anos nos Estados Unidos (GROSS; NEHME, 1999). O DM é
também a causa principal de amputacdes de membros inferiores (SPILCHLER;
SPICHLER; MARTINS, 1998).

As alteracdes no coldgeno e nas células epiteliais do endotélio vascular
induzem a angiopatia que compromete a circulagdo sanguinea e consequentemente
predispbe as ulceracdes nos peés, artrite, grangrenas e amputacdes de membros
(PEDROSA, 1997). Outros efeitos crbnicos envolvem a neuropatia periférica
caracterizada pela neuropatia autondmica que gera sintomas gastrintestinais,
genitourinarios e cardiovasculares, além de disfuncbes sexuais (THE DIABETES
CONTROL AND COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH GROUP,1993; UK
PROSPECTIVE DIABETES STUDY GROUP 38,1998; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2006; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2008).

A glicacdo de proteinas teciduais, de outras macromoléculas e a producdo em
excesso dos componentes da via do poliol a partir da glicose estao correlacionados
com os mecanismos de producdo da lesdo tecidual decorrente da hiperglicemia
cronica, com o aumento dos produtos finais de glicacdo avancada, estresse oxidativo
e os efeitos crénicos do DM (COOPER, 2004; AHMED, 2005). Com a elevacao dos
niveis glicémicos ha aumento de atividade desta via. A aldose redutase esta presente
na retina, papilas renais, cristalino, células de Schwann e aorta. O acumulo de sorbitol
nos tecidos, principalmente naqueles cuja entrada de glicose é independente da
insulina, provoca entrada de agua nas células, uma vez que €& molécula
osmoticamente ativa. Ha inibicdo da Na+/K+ ATPase e diminuicdo de mioinositol.

Observa-se entdo, diminuicdo da velocidade de condugdo nervosa seguida por



degeneracdo da mielina da fibra nervosa. Ainda, a frutose também se liga ndo
enzimaticamente as proteinas, com 0os mesmos danos causados pela glicose. Tém
sido sintetizados inibidores da aldose redutase, que, se administrados no inicio da
neuropatia, induzem melhora sintomatica e da funcédo da fibra nervosa. Essa via &
uma das possiveis explicacdes para o fato de pacientes com diabetes terem uma
incidéncia aumentada de aterosclerose, doencas cardiovasculares, vasculares
periféricas e cerebrovasculares. (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2006).

O aumento da glicacdo protéica ocorre em pacientes com DM e também nos
modelos animais, sendo muito estudada em roedores. A hemoglobina glicada (HbA1.)
é formada pela condensacédo da glicose com valina N-terminal de cada cadeia 3 da
HbA formando uma base de Schiff (aldimina, pré-HbAi¢), que sofre um rearranjo para
formar uma cetoamina estavel. A HbA; e HbA;, tem por¢des glicidicas unidas a outros
aminoacidos. Para a HbA1a1 € HbA1.2, as oses unidas sao a frutose-1,6-bifosfato e
frutose-6-fosfato, respectivamente (BEM, 2006). A HbA; ¢é a principal fracdo
correspondendo a 80% da hemoglobina glicosilada total (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE DIABETES, 2004). A formagéo de hemoglobina glicada é irreversivel e seu nivel
sanguineo depende da vida da hemacia, aproximadamente 120 dias e da
concentracdo de glicose no sangue. Deste modo, as medidas de hemoglobina glicada
representam a “memoaria hiperglicémica”, ou seja, uma avaliagao da glicemia de seis a
oito semanas anteriores ao exame em pacientes com hemacias normais. O exame de
determinacao do percentual de HBAlc em relacdo a HbA sem glicacao nao é utilizado
para o diagnéstico de diabetes mellitus, mas € essencial para acompanhar a glicemia
do paciente por absorver o impacto dos valores de glicemia de muitas semanas
anteriores (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2004).

A unido da glicose com a albumina forma uma cetoamina resultante da ligacéo
da glicose com o grupo amino da lisina da albumina (GROSS et al, 2002). O nome
genérico dado a todas as proteinas séricas glicadas foi de frutosamina que é
representada principalmente pela maior fracdo protéica do soro, a albumina. A meia-
vida da albumina € de aproximadamente 20 dias, este parametro representa as
flutuacdes dos niveis glicémicos por um periodo de duas a trés semanas e se eleva
em pacientes com DM mal controlada e também em ratos diabéticos (DEVLIN, 2007;
GROSS et al, 2002).



Para estudos de DM existem modelos animais que mimetizam os sintomas
clinicos do diabetes mellitus em humanos. A maioria desses foi estabelecida
utilizando-se roedores, entretanto, tem sido citado na literatura uma série de modelos
envolvendo outras espécies de mamiferos inclusive primatas. O diabetes
experimental quando induzido por drogas promove similaridade com diabetes tipo 1.
Os modelos que envolvem animais geneticamente modificados podem representar 0s
diversos tipos de diabetes aumentando as possibilidades de avaliagdo dos aspectos
da doenca (REES; ALCOLADO, 2005)

Diabetes pode ser facilmente induzida em animais através da administracdo de
substancias que sao seletivamente téxicas as ilhotas B pancreaticas. A mais
comumente usada € a estreptozotocina, um antibiético derivado de Streptomyces
acromogenes (REES; ALCOLADO, 2005). A administracdo parenteral de uma dose
Unica de estreptozotocina em ratos adultos resulta no diabetes insulino-dependente
de inicio rapido com marcante hiperglicemia e sintomas classicos do DM tipol. A
simplicidade deste modelo tornou-o mais comum para o estudo do diabetes e de suas
complicacBes, incluindo a neuropatia (FEDERIUK et al, 2004). A administracédo
intraperitoneal de doses de estreptozotocina em ratos recém-nascidos pode induzir
DM tipo 2 com resisténcia a insulina caracteristica (CUMAN; BERSANI-AMADO;
FORTES, 2001). A aloxana é outra toxina usada na inducdo do diabetes, com
mecanismo de acdo similar a estreptozotocina e menos seletiva para as célula beta
pancreaticas (FEDERIUK et al, 2004). Um terceiro método de induzir diabetes
consiste na administracdo de uma dieta rica em galactose (MIZISIN, A.P. et al, 2004).

Semelhante a condic¢éo clinica, os modelos induzidos de neuropatia diabética
demonstram a reducédo do fluxo sanguineo para o tecido nervoso periférico, conducao
nervosa lenta, acumulo de metabdlitos da via do poliol (SCHMID, 2007), reducdo do
calibre das fibras nervosas e alteracdo do limiar de dor. Em geral a neuropatia €
semelhante, embora ndo seja idéntica nos diferentes modelos de inducdo de
diabetes. Isso pode ser exemplificado pela menor velocidade de conducdo nervosa
induzida pela administracdo da estreptozotocina quando comparada com a aloxana.
As diferencas entre a indugdo com estreptozotocina e galactose dizem respeito a
conducdo nervosa, fluxo sanguineo do tecido nervoso e calibre do axénio (APFEL,
2006).



Nos modelos animais as alteracdes morfologicas tipicas da neuropatia sao
menos evidentes. Os ratos com diabetes induzida por estreptozotocina ap6s um més
apresentam reducgao na velocidade de condugéo nervosa, com limiar de dor anormal
e aumento dos niveis de polidis no nervo ciatico. Nao foram encontradas diferencas
significativas na area fascicular, na mielinizacdo das fibras e na densidade de
regeneracao de fibras mielinicas e amielinicas entre ratos diabéticos e ndo-diabéticos.
Provavelmente as alteracbes morfologicas aparecam apenas em longo prazo
(WALKER, D. et al., 1999).

No diabetes clinico, os pacientes convivem com a doenca durante muitos anos
até que aparecam as complicacBes caracteristicas. Isso ocorre porque 0 nivel de
glicose pode ser controlado pela insulina e drogas hipoglicemiantes, mantendo assim
um estado de saude tdo bom quanto possivel. Nos modelos animais induzidos por
drogas, a neuropatia deve ser avaliada dentro de poucas semanas ou meses, pois na
auséncia de um tratamento efetivo 0 estado de saude dos animais fica comprometido
devido ao crescimento reduzido, polidria e diarréia. Apdés um tempo maior esses

animais ndo sédo adequados para o estudo da neuropatia diabética (APFEL, 2006).

Dentre as diversas complicac@es clinicas do diabetes, destaca-se a neuropatia
periférica. Essa manifestacdo traz uma perda substancial da qualidade de vida dos
pacientes, pois os tratamentos disponiveis ndo se mostram eficazes em aliviar a dor
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2006). Nesse contexto torna-se
importante conhecer os mecanismos biolégicos da dor neuropética e os métodos
farmacoldgicos de intervencdo, como base para a realizacdo de estudos que visam
descobrir novas abordagens terapéuticas.

As lesdes neuropéticas causadas pelo diabetes podem afetar tanto a inervacao
autondmica quanto a inervagdo sensitiva somatica. No primeiro caso, a doenca
normalmente progride envolvendo a inervagao autondémica do coracéo, o que resulta
no principal fator de mortalidade de pessoas diabéticas. Ja o segundo caso, esta
relacionado a perda da sensibilidade mecénica dos membros, a sensibilidade
dolorosa, ao aparecimento de ulceracfes traumaticas e a necessidade de amputacao.
Os mecanismos desta doenca ainda nao foram totalmente elucidados (DOBRETSOV;
ROMANOVSKY; STIMERS, 2007).

A dor neuropética € distinguida de outros tipos de condi¢bes dolorosas onde o

fator gerador da dor comega com uma doenga num tecido ndo neural. A dor nao-



neuropatica é dita nociceptiva e inclue condi¢cdes tais como, osteoartrite e dor
inflamatdria. Por definicdo, a dor neuropatica origina-se de uma lesdo do sistema
nervoso. Inumeras doengas podem estar relacionadas: autoimunes (esclerose
multipla), metabdlicas (neuropatia diabética), infecciosas (herpes zoster, neuralgia
pos-herpes), vasculares (isquemia), trauma e cancer. Uma regra aparentemente sem
excecao é que a lesdo dolorosa deve envolver diretamente as vias nociceptivas. Por
exemplo, lesbées do lemnisco medial ndo induzem dor (CAMPBELL; RICHARD, 2006).

A neuropatia diabética afeta, sobretudo, a inervacdo periférica. O dano
causado pelo diabetes depende do comprimento dos axdnios afetados, isso explica
porque o nervo isquiatico € o mais lesado. Os pacientes relatam sentir formigamento
nos pés e nas maos. Testes quantitativos de percepg¢do sensorial revelam a
diminuicdo da sensibilidade dolorosa — que pode vir ou ndo acompanhada pela
diminuicdo da sensibilidade ao toque (DYCK, PJ, et al, 2000).

E provavel que o maior problema associado com a neuropatia periférica
diabética (NPD) seja a variedade de manifestacbes clinicas desta doenca,
complicando sua classificagcdo e tratamento. Na NPD, a neuropatia se instala
frequentemente de maneira bilateral, com avanco da regido distal para proximal e
predominando manifestacdes sensitivas sobre as motoras; entretanto dois pacientes
escolhidos ao acaso podem néo ter nada em comum em seu historico, sintomatologia
e progressao etioldgica (DOBRETSOV; ROMANOVSKY; STIMERS, 2007).

Existem duas categorias de distUrbios sensitivos relacionados a NPD, positivos
e negativos. Os sintomas positivos incluem: dor, parestesia e uma sensibilidade
exagerada (hiperalgesia — sensacao de dor exagerada como resultado de exposicéo a
um estimulo nocivo suave) que faz o paciente responder a estimulos leves e
moderados (alodinia — percep¢do de dor em exposi¢do de estimulo tatil indcuo). Os
sintomas negativos consistem em perda de uma ou mais modalidades da percepcéo
sensorial (DOBRETSOV; ROMANOVSKY; STIMERS, 2007; Woolf & Mannion,1999;
Bridges et al., 2001).

Dentre os neurfnios sensitivos envolvidos na nocicepgéo temos as fibras Ad
(dor rapida) - responsaveis pela dor aguda e pungente e bem localizada, as fibras C
(dor lenta) - dor em queimacao, difusamente localizada; de inicio lento e de longa
duracdo. As fibras Ad sdo mielinizadas, insensiveis a capsaicina e respondem a

presenca de PGI, liberando na medula espinhal o neurotransmissor glutamato. As



fioras C podem ser divididas em dois tipos, ambas amielinicas e sensiveis a
capsaicina: o primeiro responde a presenca de ATP liberando na medula o
neurotransmissor glutamato e o segundo responde a presenca de bradicinina,
substancia P e histamina liberando substancia P no corno posterior medular (UEDA,
1999; INOUE; UEDA, 2000; RENBACK et al., 2000; UEDA et al., 2001; TSUDA et al.,
2002; INOUE et al., 2003a; RASHID et al.,2004a).

Do ponto de vista molecular, receptores vanildides, opidides e de bradicinina,
dentre outros, apresentam participacado expressiva tanto nas vias de dor quanto nas
vias de analgesia. Os receptores vanildides sédo canais catidnicos nao-seletivos que,
quando estimulados, por exemplo, por capsaicina — substancia presente na pimenta,
do género Capsicum — iniciam uma excitacdo neuronal através do influxo de cétions.
Dada a presenca desses receptores, prioritariamente, em fibras polimodais C, esses
receptores medeiam a exocitose de mediadores pro-inflamatérios, como a substancia
P. Tem sido demonstrado, também, que a dessensibilizacao de tais receptores exerce
um papel critico nas a¢bes analgésicas dos vanildides — o que pode estar relacionado
a utilidade da capsaicina no alivio da dor (UEDA, 2006).

Os receptores opidides também exercem expressivo papel nas vias da
analgesia. Contudo, a poténcia analgésica da morfina é intensamente diminuida em
modelos de dor neuropética (OSSIPOV et al.,, 1995; IDANPAAN-HEIKKILA et al.,
1997; RASHID et al., 2004a). Estudos recentes tém proposto muitos mecanismos
associados a isso, tais como: expressao reduzida de receptores p-opidides no corno
dorsal da medula espinal, liberacéo intensificada de dinorfina A e colecistocinina, que
contrapbem a analgesia por morfina, expressdo aumentada de receptor
metabotropico de glutamato 1 e ativagdo das vias tonicas de facilitacdo descendente
a partir do cérebro (PORRECA et al., 1998, NICHOLS et al., 1997, NICHOLS et al.,
1996; ZHANG et al., 2000, FUNDYTUS et al., 2001, VANDERAH et al., 2001).

Quanto aos receptores de bradicinina, conhecem-se dois tipos: B1 e B2 — este
altimo expresso constitutivamente, enquanto o primeiro se expressa apos injuria
tissular (STERANKA et al., 1988; PRADO et al., 2002). A bradicinina € um
nonapeptideo produzido pela clivagem de cininogénios por calicreinas, um dos mais
potentes mediadores inflamatérios (BHOOLA et al., 1992). Uma troca fenotipica em

que a expressao de receptores B2 € diminuida enquanto aumenta a expressao de



receptores B1 € descrita diante da lesdo de nervos sensoriais, bem como em
respostas nociceptivas induzidas por bradicinina (UEDA, 2006).

Outros peptideos também participam da neurotransmissdo e da
neuromodulacdo em neurbnios sensoriais primarios. A relacéo de tais neuropeptideos
com a troca fenotipica envolvida nos mecanismos moleculares da neuropatia pode ser
compreendida apds axotomia periférica: os niveis de substancia P, peptideos
relacionados ao gene da calcitonina e somatostatina sao reduzidos, ao passo que se
incrementam o0s niveis de peptideo intestinal vasoativo, galanina, neuropeptideo Y,
colecistocinina, dentre outros (SHEHAB & ATKINSON, 1986; HOKFELT et al., 1987;
NIELSCH et al., 1987; VILLAR et al., 1989; NOGUCHI et al., 1990; DUMOULIN et al.,
1991). A deplecdo da substancia P é um ponto fundamental na perda da transmissao
nervosa através de fibras amielinicas tipo C (RASHID et al., 2003b) — embora, uma
vez que a hiperalgesia se segue a uma injaria parcial do nervo ciatico, sugere-se que
essa perda de transmissdo dolorosa seja superposta pela hipersensibilidade
observada em fibras glutamatérgicas Ad (UEDA, 2006).

Na procura por novas abordagens terapéuticas para o0 tratamento da
neuropatia diabética, uma alternativa bastante racional é buscar novos principios
ativos entre os componentes quimicos da biodiversidade. Isso porque produtos
naturais e seus derivados representam mais de 50% de todas as drogas usadas em
clinica no mundo. Sendo que 25% desse total correspondem a principios retirados
das plantas superiores (GURIB-FAKIM, 2006).

As plantas sempre foram uma fonte indispensavel de alimentos e
medicamentos para o homem, e mesmo hoje continuam um meio promissor de
obtencdo de novas alternativas terapéuticas. Desde as ultimas quatro décadas,
observou-se um notavel ressurgimento do interesse em estudar as plantas medicinais
e é esse desejo global que motiva o isolamento e caracterizacdo de novas moléculas
quimicas com atividade farmacologica. A atual tendéncia mundial de se utilizar
medicamentos derivados de plantas criou a necessidade de informacdes mais
precisas sobre propriedades, usos, eficacia, seguranca e qualidade desses produtos
(OJEWOLE, 2007).

A familia Leguminosae Adams € composta pelas subfamilias Caesalpinioideae,

Faboideae e Mimosoideae totalizando aproximadamente, 650 géneros e 18.000



espécies, distribuidas nas regides tropicais, subtropicais e temperadas do globo
(ZARUCHI, 1994; HEGNAUER; BARKMEIJER, 1993).

O género Cenostigma Tul. (Caesalpinioideae) é formado por quatro espécies
denominadas C. tocantinum, C. gardnerianum, C. macrophyllum e C. sclerophyllum,
as quais apresentam habitos arbdreos e arbustivos, distribuidas nas formacdes de
mata, cerrado e caatinga das regidoes Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do
Brasil (FREIRE, 1994; SOUSA et al., 2007).

A Cenostigma macrophyllum Tul. var. acuminata Teles Freire € conhecida
popularmente por caneleiro, canela-de-velho, maraximbé ou fava-do-campo e ocorre
nos estados de Mato Grosso, Para, Rondbnia, Tocantins, Goias, Minas Gerais,
Maranhdo, Ceard, Pernambuco, Bahia e Piaui (FREIRE, 1994). A beleza, decorrente
das flores amarelas (figuras 1 e 2), a faz ser empregada como planta ornamental. Na
cidade de Teresina, capital do Piaui foi escolhida, através de decreto municipal n°
2.407, de 13.08.93, como a arvore simbolo da cidade.

Em levantamento etnobotéanico, realizado na regido do semi-arido piauiense,
consta que as cascas do caule, folhas e flores da C. macrophyllum s&o usadas
popularmente para o tratamento de doencas estomacais e intestinais. Estudos com
extrato e fracbes das folhas desta espécie revelaram a presenca de atividades
diversas, dentre as quais, antioxidante (SOUSA et al., 2007), inibidora de glicacéo
protéica (PIAUILINO et al., 2008; REIS; MARANHAO; BRITO, 2002), antiinflamatoria,
antinociceptiva, antibacteriana e antiulcerogénica (PEREIRA et al., 2006; SANTOS et
al., 2000; ALMEIDA et al., 2002).

O estudo fitoquimico das folhas de Cenostigma macrophyllum Tul. var.
acuminata Teles Freire, caneleiro (Caesalpiniaceae, Leguminosae) possibilitou a
obtencdo de biflavonas e triterpendides (SANTOS, 2001; COSTA, 2003; COSTA,
2005). A avaliacdo quimica da casca do caule levou ao isolamento e identificagéo da
dilactona do éacido valoneico, acido elagico, lupeol, ferulato de alquila, colesterol,
campesterol, stigmasterol e sitosterol, mostrando uma predominéancia de esterdides e
compostos relacionados a taninos. Outras espécies desta familia sdo ricas em
substancias de outros grupos fitoquimicos, tais como, antraquinonas, polissacarideos,
lipidios, triterpenos, diterpenos, esterdides, taninos, além de flavondides (SILVA et al.,
2007).



Figura 1. Cenostigma macrophyllum Figura 2. Detalhe dos ramos com flores de
Carvalho, F. C. B de, 2009. Fotografia digital Cenostigma macrophyllum. Carvalho, F. C.
B de, 2009. Fotografia digital

Dados da literatura indicam que flavonoides de origem vegetal apresentam in
vitro, efeitos inibitérios potentes da atividade da aldose redutase (AR) do cristalino do
rato (EL-KABBANI et al., 1999; SARGES; PETERSON, 1986; FELICIO et al., 1995;
MATSUDA et al, 1995). Trabalhos recentes apontam flavondides como
hipoglicemiantes (AHMAD et al., 2000), inibidores da glicacdo da hemoglobina
(HbAlc) e antioxidantes (ASGARY et al.,, 1999). Flavondides isolados de Tilia
argéntea e plantas ricas em flavondides como Cistus laurifolius L. apresentaram
atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva em estudos realizados com camundongos
(TOKER, G. et al, 2004, KUPELLI, E; YESILADA, E, 2007).

A escolha da fra¢do hidroalcdlica (FHA) das folhas foi feita com base em dados
anteriores obtidos em estudo quimico que demonstrou o potencial desta fragdo para a
obtencdo de biflavonas (SANTOS, 2001; COSTA, 2003; COSTA, 2005). Dados
preliminares obtidos com extrato etandlico das folhas (EEtOH) de Cenostigma
macrophyllum apontaram para efeitos de reducdo da glicacdo protéica em ratos
diabéticos (REIS; MARANHAQ; BRITO, 2002). Além disso, a FHA e FM22S (fracéo
semi-purificada da FHA contendo a mistura de amentoflavona e agatisflavona (figuras
3 e 4) obtidas da particdo do EEtOH das folhas) promoveu inibicdo da glicacdo da

hemoglobina in vitro (PIAUILINO et al., 2008).



Figura 3. Agatisflavona Figura 4. Amentoflavona

As biflavonas isoladas do extrato etandlico das folhas de Ouratea spectabilis
denominadas de 6,6"-bigencuanina e 7,7"-dimetoxiagatisflavona promoveram a
inibicdo da aldose redutase do cristalino em bovinos (FELICIO et al.,, 1995) o que
aponta esta classe de compostos como promissores no controle das complicacbes
cronicas do diabetes.

Considerando os efeitos de flavonoides no diabetes mellitus e nas
complicacBes desta doenca ja demonstrados na literatura, nos propomos a avaliar a
atividade da FHA e mistura de biflavonas obtidas de Cenostigma macrophyllum na
neuropatia diabética.



Objetivos



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade antinociceptiva e antioxidante de fracdes ricas em

flavondides obtidas de Cenostigma macrophyllum em ratos diabéticos.

2.2 Objetivos especificos

- Identificar o limiar nociceptivo mecéanico semanal em ratos diabéticos tratados
por 33 dias com fracdo hidroalcodlica (FHA) das folhas de Cenostigma
macrophyllum;

- Avaliar o efeito antinociceptivo agudo da fracao hidroalcéolica (FHA) das folhas
e FM22S (fragdo semi-purificada da FHA das folhas contendo a mistura de
biflavonas) em ratos diabéticos, com estimulacdo mecanica;

- Quantificar a glutationa reduzida (GSH) e a atividade da catalase hepéticas em
camundongos submetidos a hepatoxicidade por paracetamol e tratados com a
FM22S;

- Avaliar o efeito da FHA das folhas de Cenostigma macrophyllum na glicagéo da
hemoglobina;

- Avaliar o efeito da FHA sobre as alteracdes metabdlicas desencadeadas pelo
diabetes.



Material e Métodos



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e obteng¢&o do material vegetal:

As folhas de Cenostigma macrophyllum foram coletadas na sede do
Sindicato dos Trabalhadores da Universidade Federal do Piaui (SINTUFPI),
Teresina — Pl, no més de julho. As exsicatas da planta (Cenostigma
macrophyllum) ja foram identificadas e armazenadas no Herbario Graziela
Barroso da UFPI (exsicata 10.374).

As folhas da Cenostigma macrophyllum Tul, secas e moidas (4 Kg), foram
extraidas com etanol 95 % em 5 etapas consecutivas a temperatura ambiente. O
extrato etandlico concentrado, 547 g, foi suspenso em metanol/agua (1:2) e
extraido sucessivamente com acetato de etila rendendo a fase aquosa (F. H20) e
acetato de etila (F. AcOEt). Esta dultima foi concentrada, suspensa em
metanol/agua (9:1) e extraida sucessivamente com hexano produzindo uma fase

hexanica e uma hidroalcodlica (MeOH/H,0).

A fase hidroalcodlica (20 g) foi submetida a um pré-tratamento
cromatografico em coluna de Amberlite XAD-2 (92 g) eluida sucessivamente com
agua destilada; agua/metanol 50 %; metanol; hexano; acetona e acetato de etila,

produzindo fracdes correspondentes a cada solvente

A fracdo MeOH (4,7 g) eluida da coluna de Amberlite XAD-2 com metanol,
foi submetida a separacdo cromatografica em coluna de gel de silica (150 @)
utilizando como eluentes CHCI3/MeOH (98:2, 96:4, 90:10) e metanol. A coluna
rendeu 36 fracdes de 250 mL cada, eluidas como segue: 1-15 (CHCIls/MeOH 98:2),
16-21 (CHCI3/MeOH 96:4), 22-28 (CHCIl3/MeOH 90:10) e 29-36 (MeOH 100%).

ApoOs avaliacdo por cromatografia em camada delgada de gel de silica
utilizando como eluente CHCIl3/MeOH (90:10), as fracdes de FM15 — FM24 foram
reunidas (1,13 g) e denominada de fracao rica em biflavonas (FRB). As fragOes
FM32 - FM36 foram reunidas (1,66 g), pois apresentaram-se constituidas de
abundante material de elevada polaridade, sendo reservada para testes de

atividades biolégicas. Uma amostra da FRB foi analisada por RMN *H e **C.



As subfracbes FRB-10 (177 mg) e FRB-19 (260 mg) foram suspensas em
MeOH gerando precipitados amarelos FRB-10a (88 mg) e FRB-19a (46 mg). Seus
cromatogramas obtidos por CCD, usando como eluente CHCIl3-MeOH (90:10) e
como revelador solucdo de sulfato cérico, mostraram a presenca de manchas
amarelas persistentes. A analise por RMN 'H e *C destas fracées resultou na
identificacdo da  7-metoxiamentoflavona (VI) e amentoflavona (V),
respectivamente.

A subfracdo FRB-8 (78 mg) eluida com CHCIl;-MeOH (95:5) e o
sobrenadante de FRB-19 (204 mg) foram recromatografadas em coluna de
Sephadex LH-20, eluidas isocraticamente com MeOH resultando nas subfracdes
FRB-8a (11 mg) e FRB-19b (150 mg), respectivamente. Estas fracoes,
constituidas de solidos amarelos, apresentaram também manchas amarelas
persistentes, em seus cromatogramas obtidos por CCD, com CHCIl3-MeOH
(90:10) como eluente e solugcédo de sulfato cérico como revelador. A analise por
RMN 'H e C resultou na identificacdo da 7”-metoxiamentoflavona (VII) e

agatisflavona (IV) respectivamente.



Folhas

Extracdo com EtOH 96%

Torta Ext. EtOH

Concentracéo
Suspensdo em MeOH/H0 (1:2)
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Figura 5. Esquema de fracionamento fitoquimico de Cenostigma macrophyllum (COSTA, 2005). .
Ext. EtOH: Extrato etanolico; F. AcOEt: Fracdo Acetato de Etila; Fr. MeOH: Fracdo Metandlica e
FM22S: Fragédo Rica em Biflavonas.



3.2 Tratamento crdénico de ratos diabéticos com a fracdo hidroalcoolica

(FHA) de Cenostigma macrophyllum

3.2.1 — Animais e Inducao do diabetes mellitus (DM)

Foram utilizados ratos Wistar machos (220- 270 g) do biotério do Nucleo de
Pesquisas em Plantas Medicinais - UFPI. Os animais passaram por jejum de 12h
agua ad libitum e foram submetidos a inducdo do diabetes mellitus com
sintomatologia tipo I, por injecéo de estreptozotocina (STZ, 40mg/Kg de peso, i.v.),
em tampao citrato 0,01M, pH 4,5 (PEPATO et al., 2001). A glicemia foi avaliada 48 h
apos a injecao de STZ, em estado de jejum de 12h. Foram considerados
diabéticos os animais que apresentaram glicemia no estado de jejum igual ou
superior a 270 mg/dL ou 15mM. Os animais diabéticos e controles (n&o

diabéticos) foram utilizados os experimentos descritos no item 3.2.2.

3.2.2 — Avaliacao dos efeitos da FHA em animais diabéticos

ApoOs 48h da inducdo do diabetes conforme item 3.2.1, os ratos foram
separados em trés grupos contendo 12 a 15 animais: Controle (normais),
Diabético-Veiculo, e Diabético-Planta (FHA). No grupo Diabético-Veiculo, foi
administrado Veiculo (NaCl 0,9%). Os animais do grupo Diabético - Planta foram
tratados por 33 dias com FHA (125 mg/Kg, v.0). O limiar médio de resposta aos
filamentos de von frey (em g) foi determinado semanalmente pela aplicacéo
destes filamentos na superficie plantar da pata traseira dos animais (CHAPLAN et
al, 1994; RAGHAVENDRA; RUTKOWSKI; DeLEO, 2002). Ao final do tratamento
(completando 35 dias de experimento), os animais foram sacrificados apds a
colheita do sangue. Foram determinados a massa corporea, 0S niveis séricos de
glicemia, uréia, albumina, frutosamina, creatinina e a % de hemoglobina glicada
(Kits de diagndsticos-LABTEST).



3.3. Tratamento agudo de ratos diabéticos com FHA e FM22S (fracdo semi-

purificada da FHA das folhas - biflavonas).

A inducdo de DM tipo 1 com STZ foi realizada conforme descrito no item
3.2.1. Os animais controles e diabéticos foram submetidos ao estimulo mecénico
utilizando-se os filamentos de von Frey para deteccao do limiar nociceptivo antes
e 15, 30 e 35 dias ap6s a inducdo do DM. A determinacdo do limiar de dor no
periodo de 30 dias ap6s a inducdo foi utilizada para selecionar os ratos
neuropaticos que receberam o tratamento com dose Unica de FHA (500mg/Kg,
v.0) ou FM22S (biflavonas- 60mg/Kg, v.0) ou morfina (5mg/Kg. i.p) no 35° dia,
quando os animais foram submetidos ao estimulo mecanico com filamentos de

von Frey nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos.

3.4 Avaliacédo da atividade antioxidante e hepatoprotetora

Camundongos swiss (25-30 g) foram separados em seis grupos. Os grupos
de animais foram tratados por trés dias, sendo eles: Salina (NaCl 0,9% v.0),
Veiculo (NaCl 0,9% + Etanol 0,5% v.0), Salina-Paracetamol (NaCl 0,9% v.0),
Veiculo-Paracetamol (NaCl 0,9% + Etanol 0,5% v.0), NAC-Paracetamol (N-
acetilcisteina 750mg/kg i.p) e FM22S—Paracetamol (mistura de biflavonas
50mg/Kg v.o + NaCl 0,9% + Etanol 0,5% v.0), Paracetamol (Salina v.0). No 3° dia,
apos duas horas do tratamento, foi administrado Paracetamol (350 mg/Kg v.0) aos
grupos Salina-Paracetamol, Veiculo-Paracetamol, NAC-Paracetamol e FM22S-
Paracetamol. Apds a aplicacdo do Paracetamol, os animais foram submetidos a
um jejum de 24 h. Em seguida foi coletado sangue e os animais sacrificados para
a retirada do figado que foi homogeneizado em tampdo especifico para
determinacao da atividade da catalase e quantificacdo da glutationa reduzida.

3.4.1 Atividade da catalase

A catalase catalisa a oxidacao do peroxido de hidrogénio a H,O e Os.

2H202 > 2H20 + O2

Catalase



A metodologia empregada foi descrita por Ching (1975), quantificando a
velocidade de decomposi¢do do peroxido de hidrogénio pela enzima mediante o
decréscimo da densidade 6tica a 230 nm (coeficiente de extincdo molar 0,0071
nM™.cm™) a 37°C. Os resultados foram expressos em U/mg de tecido.

A atividade da catalase foi avaliada no homogenato do tecido hepatico
preparado com 200 mg de tecido/ 2 mL de tampéao fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0.
As amostras do homogenato foram centrifugadas a 5800 rpm por 10 min sob
refrigeracdo (4°C). Os sobrenadantes foram diluidos 50 vezes com tampao Tris
HCI 1 M, EDTA 5 mM, pH 8,0, 10 pL desse foram submetidos a 2 ml do ensaio
espectrofotométrico com tampéo de ensaio Tris HCI 1 M, EDTA 5 mM, pH 8,0
contendo H,O, A reducdo da absorbancia do H,O, foi acompanhada no
espectrofotdbmetro durante 6 minutos a 230 nm e a atividade da enzima calculada
com base no coeficiente de extingdo molar do peroxido de hidrogénio (BEERS;
SIZER, 1951).

3.4.2 Determinagéo da Glutationa Reduzida

A Glutationa Reduzida (GSH) participa da reducdo da Glutationa oxidada
atraveés da oxidagdo do NADPH, conforme esquema abaixo:

Glutationa peroxidase

H.02 ' /’ ‘\VM

2 GSH GSSG

Véutatlona redutase

NADP +

. 2H,0

NADPH + H*



O figado foi homogeneizado com EDTA (500 mg de tecido/5 ml de EDTA
0,02M). A 4 mL do homogenato foram adicionados 3,2 mL de &gua destilada e 0,8
mL de TCA (acido tricloroacético) 50%, sendo essa mistura centrifugada a 3000
rom por 15 minutos. Removeram-se 2mL do sobrenadante e a esse adicionou-se
4mL de Tris 0,4M EDTA 0,2M pH 8,9 e 0,1 mL de DTNB 0,01M. Fez-se a leitura
em 412 nm no tempo de 5 minutos (FRANZONI et al.,2004).

3.5 Andlise estatistica

As médias com o erro padrdo foram avaliados pelo Teste t de Student e
ANOVA One-way (teste Tukey) significancia: p < 0,05.



Resultados



4. RESULTADOS

4.1 Efeitos da Fracdo Hidroalcodlica (FHA) das folhas de Cenostigma

macrophyllum em animais diabéticos.

4.1.1 Glicemia, massa corporal, uréia, creatinina, frutosamina, alboumina e
hemoglobina glicada (HbAlc) de ratos diabéticos tratados com a FHA
(125mg/Kg v.0) por 33 dias.

Na tabela 1 sdo apresentadas as glicemias dos animais controles,
diabéticos tratados com veiculo ou com FHA 125 mg/Kg, v.o. Os dados
demonstram que 48 horas apoés a inducdo com estreptozotocina (40 mg/Kg, i.v),
0os animais dos grupos Diabético-Veiculo e Diabético-FHA estavam com a
glicemia capilar acima de 15 mM ou 270 mg/dL, caracterizando o estado
diabético. Os resultados mostram que ao término do periodo experimental, o

tratamento com a FHA n&o promoveu controle da hiperglicemia.

Tabela 1 - Glicemia de jejum de ratos controles e diabéticos antes e apés o
tratamento com FHA 125 mg/Kg,v.o das folhas de Cenostigma macrophyllum por
33 dias. Os dados expressam a média + erro padrdo, ‘p <0,05 vs Controle (Teste t
de Student).

GRUPOS Glicemia capilar 48h Glicemia sérica ap6s 33
apos ainducao (mg/dL) dias
(mg/dL)
Controle (n=15) 123,6 £+4,8 1444 +5,5
Diabético-Veiculo (n=12) 321,8*+ 10,7 473,5*+5,5
Diabético-FHA (n=14) 341,7*+8,4 449,6* + 5,2

Na Tabela 2 os dados mostram que ndo houve crescimento ponderal nos
ratos diabéticos durante os 35 dias do periodo experimental, enquanto que no

grupo controle (néo diabético) houve ganho de massa significativo.



Tabela 2 — Massa corporal (g) de ratos controles e diabéticos antes e apds o
tratamento com Veiculo (NaCl 0,9%) ou FHA 125 mg/Kg, v.0o das folhas de
Cenostigma macrophyllum por 33 dias. Os dados expressam a média + erro
padrao, a (p <0,05 vs Peso inicial) , b (p< 0,05 vs controle) (Teste t de Student).

Peso Peso corporeo Ganho de Peso
GRUPOS corporeo apos 33 dias (g) durante o
inicial (g) tratamento
Controle (n=15) 234 +£8,7 287%+8,9 529474
Diabético -Veiculo (n=12) | 244,1°+6,4 2455°+ 52 NS
Diabético-FHA (n=14) 2486°+77 2467°+84 NS

Nas Tabelas 3, 4, e 5. pode-se observar os resultados das dosagens

séricas de uréia, creatinina e albumina, respectivamente. Os grupos diabético-

veiculo e diabético-FHA apresentaram niveis séricos da uréia significativamente

maiores que os do controle. O discreto aumento da creatinina ocorreu N0S grupos

diabético-veiculo e diabético-FHA e ndo foi acompanhado por alteracdes da

albumina.

Tabela 3 - Uréia sérica de ratos normais, diabéticos tratados com Veiculo ou FHA
125 mg/Kg, v.o das folhas de Cenostigma macrophyllum por 33 dias. Os dados
expressam a média + erro padréo, *p <0,05 vs Controle (Teste t de Student).



GRUPOS UREIA (mg/dL)

Controle (n=15) 50,9+ 2,6
Diabético-Veiculo (n=12) 86,3+55%
Diabético-FHA (n=13) 858+7,4°%

Tabela 4 - Creatinina sérica de ratos machos normais, diabéticos tratados com
veiculo ou FHA 125 mg/Kg, v.o das folhas de Cenostigma macrophyllum por 33

dias. Os dados expressam a média * erro padréo, ® p <0,05 vs Controle (Teste t
de Student).

GRUPOS Creatinina (mg/dL)
Controle (n=12) 0,52+ 0,03
Diabético-Veiculo (n=11) 0,69 + 0,042

Diabético-FHA (n=9) 0,67 + 0,08 @

Tabela 5 - Albumina sérica de ratos normais, diabéticos tratados com Veiculo
(solucéo fisiologica NaCl 0,9%) ou FHA 125 mg/Kg das folhas de Cenostigma

macrophylum por 33 dias. Os dados expressam a média + erro padréo (Teste t de
Student).



GRUPOS ALBUMINA (g/dL)

Controle (n=15) 2,25+0,12
Diabético-Veiculo (n=12) 2,19 £ 0,09
Diabético-FHA (n=13) 2,10+ 0,09

A glicacdo da hemoglobina in vivo foi inibida em 16,1% em ratos diabéticos
tratados com a FHA das folhas de Cenostigma macrophyllum em relacdo aos
animais que receberam o veiculo, conforme a Tabela 6 e Figura 7. A frutosamina
que representa a glicacdo de proteinas plasméaticas (principalmente a albumina)
também foi reduzida em 31,4% pelo tratamento prolongado com FHA em relacéo
ao grupo D-Veiculo, atingindo valores similares aos animais controles (normais),

conforme Tabela 6 e Figura 7.

Tabela 6 — Frutosamina sérica e % Hemoglobina Glicada (HbAj;) de ratos
normais, diabéticos tratados com Veiculo ou FHA 125 mg/Kg, v.o das folhas de
Cenostigma macrophylum por 33 dias. Os dados expressam a média + erro
padrdo, #p <0,05 vs Controle,®p <0,05 vs D-Veiculo (Teste t de Student).

HbA1c Frutosamina (mmol/L)
GRUPOS (% da Hb total)
Controle 4,05 £ 0,44 n=15 165,7 + 15,6 n=12
Diabético- Veiculo 8,21 + 0,40% n=12 2028 + 18,73 n=12
Diabético-FHA 6,89 + 0,182° n=13 200,8 + 20,8° n=11
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Figura 6. Percentual da Hemoglobina Glicada (HbA1;) de ratos machos normais
(Controle), diabéticos tratados com Veiculo (D-Veiculo) ou FHA 125 mg/Kg v.o(D-
FHA), das folhas de Cenostigma macrophylum por 33 dias. Os dados expressam
a média + erro padrdo, @ p <0,05 vs Controle, ® p <0,05 vs D-Veiculo (Teste t de
Student).
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Figura 7. Frutosamina sérica de ratos machos normais (Controle), diabéticos
tratados com Veiculo (NaCl 0,9%) (D-Veiculo) e diabéticos tratados FHA 125
mg/Kg v.o (D-FHA), das folhas de Cenostigma macrophylum por 33 dias. Os
dados expressam a média + erro padréo, ® p <0,05 vs Controle, ® p <0,05 vs D-
Veiculo (Teste t de Student).



4.1.2. Avaliacdo da neuropatia diabética e determinacdo do limiar
nociceptivo mecanico

A reducdo do limiar nociceptivo mecanico foi observada nos ratos
diabéticos que receberam somente o veiculo na terceira semana apos a inducao
do diabetes. O grupo diabético-FHA quando comparado ao grupo diabético-
veiculo apresentou maior limiar de sensibilidade & dor. Além disso, os ratos
diabéticos tratados com a FHA apresentaram valores de limiar nociceptivo
semelhantes aos ratos controles ndo diabéticos, como mostra a Figura 8. No
grupo Diabético-veiculo, os limiares determinados na terceira, quarta e quinta
semanas foram significativamente menores do que aqueles avaliados na primeira
e segunda semanas com estabilizacdo antes do final de todo periodo
experimental (35 dias, o tratamento iniciou 48h apo6s a inducdo e prosseguiu por
33 dias).

—e— Controle
--n-- Diabético-Veiculo

e --o-- Diabético-FHA 125 mg/Kg

Limiar nociceptivo mecanico (g)
I
[ 1

Semanas

Figura 8. Limiar nociceptivo mecéanico de ratos controles e diabéticos tratados
com Veiculo (NaCl 0,9%) ou FHA por 33 dias. n=11-15, ? p<0,05 vs Controle; °
p<0,05 vs Diabético-Veiculo; ¢ p<0,05 vs 1% semana ¢ p<0,05 vs 2% semana
(ANOVA One Way /Tukey).



4.2 Avaliacao do efeito antinociceptivo agudo da Fracdo Hidroalcodlica das
folhas (FHA) 500 mg/Kg de Cenostigma macrophyllum em animais
diabéticos

Na tabela 7 sdo apresentados os niveis de glicemia capilar dos animais
controles e diabéticos ap6s 48 horas da indugdo com Estreptozotocina 40 mg/Kg
(STZ).

Tabela 7 — Glicemia sérica de ratos ndo-diabéticos (controles) e diabéticos apds
48 horas da inducdo do Diabetes e ap6s 35 dias da indugéo. Os dados expressam
a média + erro padrdo, p <0,05 vs Controle (Teste t de Student ndo-pareado).

GRUPOS | GLICEMIA INICIAL (mg/dL) GLICEMIA FINAL (mg/dL)
APOS 48 h APOS 35 DIAS

Controle 115,6 £5,0 156,5 + 8,3

(n=9)

Diabético 497,6* + 13,2 497,8 + 9,4*

(n=10)

4.2.1. Efeito antinociceptivo agudo da FHA ap6s 35 dias da inducéo do
diabetes.

Foi realizada a determinacao do limiar nociceptivo mecéanico e avaliacdo da
neuropatia diabética apds a inducdo do DM. Os animais diabéticos apresentaram
menor limiar nociceptivo diante do estimulo por compressdo mecanica a partir da
2% quinzena da inducéo de diabetes conforme a figura 9. Os ratos diabéticos com
limiar menor do que 2g no periodo de 30 dias ap0s a indugéo foram selecionados

para avaliagéo do efeito antinociceptivo da FHA que foi realizada no 35° dia.
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Figura 9. Limiar nociceptivo mecanico (g) quinzenal de ratos controles e diabéticos
N=6-16, # p<0,05 vs Controle (ANOVA One Way/ Tukey).

Observou-se um aumento no limiar nociceptivo mecéanico dos animais dos
grupos D-FHA e D-Morfina em relacdo ao dos animais do grupo D-Veiculo no
tempo de 60 e 120 minutos ap6s a administracdo de tais substancias. Esse efeito
manteve-se no tempo de 180 minutos para os animais do grupo morfina, conforme
apresentado na figura 10. No grupo D-FHA observou-se um aumento no limiar

nociceptivo nos tempos de 60 e 120 minutos quando comparado ao tempo 0.
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Figura 10. Limiar nociceptivo mecanico (g) de ratos diabéticos tratados com dose
tnica de Morfina (5 mg/Kg, i.p.) ou FHA-folhas (500 mg/Kg, v.0) no 35° dia da
instalacdo do diabetes, n=5-9, @ p<0,05 vs Controle, P n<0,05 vs Diabético-Veiculo,
¢ p<0,05 vs tempo zero (ANOVA One Way/ Tukey).



4.3 Avaliacao do efeito antinociceptivo agudo da FM22S 60 mg/Kg das folhas

de Cenostigma macrophyllum em animais diabéticos.

Os dados da tabela 8 mostram os niveis séricos glicémicos dos ratos
controles e diabéticos nos tempos de 48 h e 35 dias apo6s a indugéo do diabetes
com STZ.

Tabela 8 — Glicemia sérica de ratos nao-diabéticos (controles) e diabéticos apds
48 horas da inducdo do Diabetes e apés 35 dias da inducdo. Os dados expressam
a média + erro padrdo, p <0,05 vs Controle (Teste t de Student ndo pareado).

GRUPOS | GLICEMIA INICIAL (mg/dL) | GLICEMIA FINAL (mg/dL)

Controle 109,44 +5,14 n=12 139,88 + 8,36 n=12

Diabético 377,98 + 10,84 n=12 410,62 + 16,49 n=12

4.3.1. Determinagcdo do limiar nociceptivo mecénico em ratos diabéticos
tratados com morfina ou FM22S

De forma semelhante aos dados obtidos anteriormente no item 4.2.2 e
Figura 10, os ratos diabéticos apresentaram menor limiar nociceptivo diante do
estimulo por compressdo mecanica a partir da 2% quinzena da inducéo de diabetes
(Figura 11) e aqueles considerados neuropaticos foram submetidos a dose unica
de morfina ou FM22S (mistura de biflavonas). A figura 12 mostra o0 aumento do
limiar nociceptivo mecanico no grupo D-FM22S em relacdo ao D-Veiculo nos
tempos de 60 minutos e de 120 minutos apdés a administracdo da FM22S. A
elevacdo observada no grupo D-morfina se manteve durante as 3 horas de

observacéao.
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Figurall. Limiar nociceptivo mecanico (g) quinzenal de ratos controles e
diabéticos n=6-13, a p<0,05 vs Controle (ANOVA One Way/ Tukey).
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Figura 12. Limiar nociceptivo mecanico (g) de grupos diabéticos tratados com
dose unica de Morfina (5 mg/Kg, i.p.) ou FM22S (60 mg/Kg, v.0) no 35° dia da
instalacdo do diabetes, sendo observados os limiares de inicio e apos 60, 120 e
180 min do tratamento. n=5-9, @ p<0,05 vs Controle, ® p<0,05 vs Diabético-Veiculo,
¢ p<0,05 vs tempo zero (ANOVA One Way/Tukey).



4.4 Avaliacdo da atividade antioxidante e hepatoprotetora da mistura de
biflavonas (50 mg/Kg) das folhas de Cenostigma macrophyllum em Mus

muscullus

4.4.1. Relacéo entre os grupos de animais e as mortes ocorridas
Os dados apresentados na tabela 9 mostram que houve mortes em todos 0s

grupos tratados com o paracetamol. O grupo veiculo-paracetamol apresentou um
maior percentual de mortes do que os demais grupos. O grupo biflavonas-
paracetamol apresentou um percentual alto em relacdo ao grupo controle positivo,

mas demonstrou uma reducao em relacao ao grupo veiculo-paracetamol.

Tabela 9. Numero de mortes em relacdo ao numero de animais e porcentagem de
animais mortos nos grupos salina, veiculo, salina-paracetamol, veiculo-
paracetamol, NAC-paracetamol e biflavonas-paracetamol apds os trés dias de

tratamento e a administracdo do paracetamol 350 mg/Kg. v.o no ultimo dia.

GRUPOS N° DE MORTES/ N° DE % DAS MORTES
ANIMAIS
Salina 0/10 0
Veiculo 0/10 0
Salina-Paracetamol 2/11 18
Veiculo-Paracetamol 5/11 46
NAC-Paracetamol 5/18 28
Biflavonas-Paracetamol 6/19 32




4.4.2. Atividade da Catalase e quantificacdo da Glutationa reduzida (GSH) no

figado

A atividade da catalase dos animais do grupo Biflavonas-Paracetamol foi

aumentada em 57,8% ao grupo veiculo-paracetamol, conforme Figura 13.
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Figura 13: Niveis de catalase em animais controles e tratados com N-
Acetilcisteina (NAC) 750mg/kg i.p e Biflavonas 50 mg/Kg das folhas de
Cenostigma macrophyllum durante 3 dias e com Paracetamol 350 mg/Kg v.o no
altimo dia. n=7-10, a p<0,05 vs Veiculo-Paracetamol (Teste t de Student).

N&o houve diferencas nos niveis de GSH (Glutationa Reduzida) entre os

grupos de animais, como mostrado na Figura 14.
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Figura 14: Niveis de GSH em animais controles e tratados com N- Acetilcisteina
(NAC) 750mg/kg i.p e Biflavonas 50 mg/Kg das folhas de Cenostigma
macrophyllum durante 3 dias e com Paracetamol 350 mg/Kg v.o no ultimo dia. n=6-
13 p>0,05 (Teste t de Student).



Discussao



5. DISCUSSAO

Os ratos com diabetes induzido com STZ 40mg/Kg apresentaram um quadro
tipico de Diabetes mellitus tipo I. A destruicdo das células beta do pancreas pela STZ
mimetizou o estado diabético dependente de insulina, que se caracterizou por um
quadro hiperglicémico e sem ganho significativo de peso corpéreo, confirmando
dados da literatura (PEPATO et al., 2001; REES; ALCOLADO, 2005; APFEL, 2006).

Os valores mais elevados da glicemia no grupo diabético podem ser explicados
pela insuficiéncia insulinica que ocasiona uma diminuicdo da sintese e translocacéo
dos transportadores de glicose, responséaveis pela captacdo de glicose nos tecidos
insulino-dependentes (SCHMITZ-PEIFFER, 2000), ativacédo da glicogendlise hepatica,
protedlise muscular e gliconeogénese (BERG; STRYER; TYMOCZKO, 2004).

Os ratos com diabetes induzido com STZ apresentaram quadro tipico de
Diabetes mellitus tipo I. A destruicdo das células beta do pancreas pela STZ
mimetizou o estado diabético dependente de insulina, que se caracterizou por um
quadro hiperglicémico, com perda de peso corporeo, polidipsia e com aumento de
uréia seérica.

A baixa relacdo insulina/glucagon induziu ao aumento da uréia sérica
conforme previsto, devido a inibicdo da glicolise e concomitante ativacdo das enzimas
chaves da gliconeogénese hepatica (DEVLIN, 2007; NELSON; COX, 2002; BERG;
STRYER; TYMOCZKO, 2004). A maior velocidade da gliconeogénese induziu ao
elevado consumo de aminoacidos de protedlise com sobrecarga de nitrogénio para a
sintese da uréia (BERG; STRYER; TYMOCZKO, 2004).

Neste trabalho, ndo foi observado efeito hipoglicémico da fracéo
hidroalcodlica (FHA) das folhas de Cenostigma macrophyllum nos ratos tratados por
33 dias apos a inducao do diabetes. A falta de controle na glicemia e a alta producéao
de uréia nos grupos tratados sugerem que a FHA né&o influencia a secrecédo de
insulina. Entretanto, os animais diabéticos tratados com a FHA por 33 dias
apresentaram reducdo de 16,1% da hemoglobina glicada quando comparados com
animais diabéticos tratados com veiculo. A HBAlc é um excelente indice de avaliagéo
da glicacédo de proteinas em ratos e também em pacientes diabéticos. O aumento de
50,6% na glicagdo da hemoglobina no grupo DM tratados somente com veiculo
corroboram dados ja descritos por Trejo-Gonzfilez, et al. (1996) que demonstram o



aumento da glicacdo da hemoglobina em ratos diabéticos. Reis, Maranhdo e Brito
(2002) demonstraram que ratos diabéticos apresentaram aumento da glicacao
protéica apos 15 dias da indu¢do de DM com estreptozotocina (STZ). A reducgéo da
HBA1c no grupo DM tratado com a FHA é consistente com os resultados anteriores
obtidos por Reis, Maranhdo e Brito (2002) que indicavam um menor percentual de
glicacdo da hemoglobina em ratos com DM tratados com o EEtOH das folhas de
Cenostigma macrophyllum por 15 dias. Entretanto, a inibicdo da glicacdo protéica foi
parcial, ndo sendo atingidos os percentuais observados nos ratos controles (normais).

A frutosamina elevou-se drasticamente nos ratos diabéticos (43,4%) apos 35
dias da inducédo da doenca, conforme o esperado. No entanto, o tratamento com a
fracdo hidroalcodlica (FHA) da planta por 33 dias inibiu a formac¢do de frutosamina em
31,4%. Como as proteinas do soro se renovam mais rapidamente do que a
hemoglobina, este parametro representa as flutuacfes dos niveis glicémicos por um
periodo de duas a trés semanas e eleva-se nos ratos e em pacientes com DM mal
controlada, conforme j& mostrado anteriormente (Sociedade Brasileira de Diabetes,
2004; GROSS; NEHME,2001). O discreto aumento da creatinina sérica observada no
grupo diabético-veiculo pode sinalizar o inicio das complica¢cfes tardias do diabetes,
como a nefropatia. Entretanto, os animais deste grupo apresentaram niveis normais
de albumina sérica apds 33 dias de tratamento do diabetes, o que valida os
resultados obtidos nas dosagens de frutosamina.

As medidas de hemoglobina glicada representam a “memdria hiperglicémica”
por um periodo mais longo do que a frutosamina devido a meia-vida da hemacia. O
exame de determinacdo do percentual de HBAlc em relacdo a HbA sem glicacdo €
essencial para acompanhar a glicemia do paciente por absorver o impacto dos
valores de glicemia de muitas semanas anteriores, mas também € o indicativo do
nivel de glicagdo protéica nos tecidos insulino-independentes, lipoproteinas séricas
como LDL (lipoproteina de baixa densidade) e colageno (AHMED, 2005) . O aumento
dos produtos finais de glicagdo avancada (AGEs), do estresse oxidativo e da
formacdo de produtos finais de lipoperoxidagcdo avancada (ALEs) em animais e
pacientes com DM tem estreita correlacdo com os efeitos cronicos da doenca
(AHMED, 2005; LAPOLLA;TRALDI; FEDELE, 2005). O estudo realizado pelo
Diabetes Control and Complications Trial (1993) descreveu os percentuais de riscos

para varios efeitos crénicos do DM tipo 2 correlacionados com o percentual de



hemoglobina glicada (HBA1c), como também determinou o percentual de reducéo dos
riscos, considerando a reducao de 1% da HBAlc de pacientes com DM tipo 2 (UK
PROSPECTIVE DIABETES STUDY GROUP, 1998; Sociedade Brasileira de
Diabetes,2004).

De acordo com os resultados da glicemia, a FHA ndo apresentou efeitos
hipoglicemiantes, isto indica que os efeitos observados na inibicdo da glicacao
protéica sejam devidos ao possivel efeito antioxidante da FHA. As reacgfes de
glicacdo protéica com posterior arranjo de Amadori sdo de oxidacdo. Além disso, a
glicose pode se auto-oxidar na presenca de metal de transi¢cao para formar um radical
enediol que induz a formacgdo do anion superéxido a partir do oxigénio molecular, ou
ser reduzida a sorbitol pela aldose redutase gerando glioxal e metilglioxal que sao
também considerados AGEs. Substancias antioxidantes sdo descritas como inibidoras
de glicacao proteica, tais como, a vitamina E ou tocoferol, glutationa reduzida (GSH) e
flavondides como quercetina, rutina e camferol (AHMED, 2005; SENA et al.2008;
JAIN,1998; BAE; LEE, 2004; ASGARY et al., 1999; PIAUILINO et al., 2008). Neste
contexto, a FHA que apresenta riqueza de biflavonas e a fracdo semi-purificada desta
contendo amentoflavona e agatisflavona apresentaram efeitos inibitorios da glicacéao
in vitro da hemoglobina diante de alta concentracdo de glicose no meio de incubacao
(PIAUILINO et al.,, 2008). Esses achados reforcam a idéia de que os efeitos
observados in vivo sdo devidos a atividade antioxidante das biflavonas e ndo do
controle glicémico dos ratos diabéticos. Por outro lado, os flavondides sdo também
descritos como inibidores da aldose redutase que reduz a glicose a sorbitol, sendo
importantes inibidores da via dos polidis e dos efeitos crénicos do DM (FELICIO et al.,
1995). As biflavonas 6,6"-bigencuanina e 7,7"-dimetoxi-agatisflavona isoladas do
EEtOH das folhas de Ouratea spectabilis promoveram a inibicdo da aldose redutase
do cristalino em bovinos (FELICIO et al., 1995). Deste modo, a riqueza de biflavonas
nas folhas de Cenostigma macrophyllum e a inibicAo da glicacdo in vitro da
hemoglobina pela FHA e pela FM22S (fragcdo semi-purificada obtida da FHA)
corroboram os dados obtidos in vivo em ratos diabéticos e sugerem que o efeito
observado in vivo pode ser devido as biflavonas.

A fracdo FM22S obtida a partir da FHA de Cenostigma macrophyllum e que
contem as biflavonas amentoflavona e agatisflavona promoveu aumento da atividade

da catalase hepatica em camundongos submetidos a administracdo de paracetamol
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em relacdo aos animais que receberam paracetamol e foram tratados somente com o
veiculo. Como o veiculo de dissolugdo das biflavonas contém etanol que pode
influenciar na hepatotoxicidade do paracetamol de forma positiva ou negativa
dependendo se o periodo observado é de curto ou longo prazo (DEVLIN, 2007), foi
feita a comparacdo dos grupos tratados com salina 0,9% - sem paracetamol com o
veiculo-paracetamol e este com o grupo salina 0,9%-paracetamol para compreensao
dos possiveis efeitos do etanol. A presenca do etanol no grupo veiculo-paracetamol
nao induziu alteracdes na atividade da catalase dosada em condi¢des otimizadas. Os
grupos que nao receberam paracetamol, mas salina ou veiculo ndo apresentaram
alteracdes na atividade da enzima, indicando que o etanol 0,5% n&o influenciou na
concentragcdo da enzima. O maior percentual de mortes no grupo veiculo-paracetamol
em relacdo ao salina-paracetamol e a todos os demais grupos avaliados é sugestivo
de efeitos hepatdxicos adicionais do etanol. A dose de N-acetil-cisteina (NAC)
empregada ndo promoveu melhorias na atividade da catalase nem na concentragéo
de glutationa reduzida (GSH) diante da hepatotoxicidade do paracetamol. Além disso,
a NAC ndo evitou a perda de animais por mortes, pois o0 percentual de mortes do
grupo tratado com NAC foi maior do que no grupo salina-paracetamol. A maior
atividade da catalase em animais tratados com a mistura de biflavonas indicativa de
protecdo antioxidante ndo foi acompanhada pelo aumento de GSH, mas por
percentual de mortes menor do que aquele detectado no grupo veiculo-paracetamol.
Os efeitos protetores da mistura de biflavonas sdo sugestivos de protecéo
contra efeitos cronicos do DM. Neste estudo, foram avaliados os efeitos da FHA e da
mistura de biflavonas (FM22S) obtidas das folhas de Cenostigma macrophyllum na
neuropatia diabética caracterizada por maior sensibilidade a dor (hiperalgesia e
alodinia). O quadro de neuropatia diabética observado pelas medidas do limiar de dor
induzido por estimulo mecanico ao longo do periodo de tratamento dos animais foi
instalado entre a segunda e terceira semana apos inducdo do diabetes. A partir da
terceira semana, a reducgdo do limiar de dor nos ratos diabéticos ndo tratados foi mais
drastica e estabilizou-se ao longo dos 35 dias de DM. Esses resultados séo
concordantes com os descritos na literatura, que relatam a manifestagcdo da
hiperalgesia mecéanica em animais com redugéo de 20 a 40% do limiar de dor, sendo
um dos mais consistentes sinais da neuropatia periférica em modelos de DM em

animais (DOBRETSOV, et al., 2003). A hipersensibilidade ao estimulo mecéanico foi



relatada por alguns autores como sendo detectavel apés uma semana da inducéo de
DM (CHEN; PAN.,1998; FOX., et al., 1999) e completamente desenvolvida entre 2 e
8 semanas de DM, sendo influenciada por efeitos diretos e indiretos da hiperglicemia
(CHEN; PAN.,1998; Fox., et al., 1999; COURTEIX; ESCHALIER;LAVARENNE,1993;
COURTEIX, et al., 1996; SASAKI, et al., 1998; ZHANG; SONG; LAMOTTE, 1999).

Devido a heterogeneidade da polineuropatia humana, é razoavel que o0s
modelos de DM induzidos em roedores apresentem diferencas na neuropatia
instalada. Nesse sentido, os modelos com STZ demonstram reducfes na velocidade
de conducédo nervosa, no fluxo sanguineo, no calibre das fibras nervosas e no limiar
de dor, como também tem sido observado acumulo de metabdlitos da via dos polidis
(APFEL, 2006).

Os ratos com DM que receberam tratamento crénico com a FHA das folhas de
Cenostigma macrophyllum, apresentaram limiar de dor semelhantes aqueles
determinados nos animais ndo diabéticos durante o periodo experimental (5
semanas). Estes dados sao indicativos de efeitos protetores da FHA contra o
desenvolvimento da neuropatia diabética dolorosa em ratos, que podem estar
correlacionados com a atividade antioxidante e inibicdo da formacdo de produtos
finais de glicagdo avancada. Por outro lado, € possivel que a FHA apresente atividade
antinociceptiva quando avaliada em modelos de dor neuropética. Neste sentido, as
respostas de ratos- STZ neuropaticos a dose Unica da FHA e da FM22S (mistura de
biflavonas) sé@o de reducado da nocicepcao apés 60 minutos da administracdo da FHA
e por 2h da FM22S. Esses resultados ndo excluem os possiveis efeitos protetores da
FHA na NPD, visto que promoveu inibicdo da glicacdo protéica in vivo e in vitro

possivelmente mediado pela mistura de biflavonas.

Os ratos neuropaticos tratados com morfina apresentaram aumento de limiar
nociceptivo por todo o periodo de deteccdo (3 horas). Em geral, acredita-se que o0s
estados de dor neuropatica humana séo resistentes aos opioides, entretanto, existem
dados mostrando efeito analgésico de altas doses de opidides em modelos animais
de dor neuropética, provavelmente devido a algumas ag¢fes adicionais, como o
antagonismo de receptores de glutamato tipo NMDA (HWANG; WILCOX,1987) e
inibicdo da recaptacdo de aminas biogénicas (DWORKIN, 2003) .

A patogénese do DM induzido com STZ envolve a perda sensorial

correlacionada com a retracdo das células do ganglio da raiz dorsal, edema axonal da



raiz neural e encurtamento dos axoénios de neurbnios periféricos, induzidos pelo
estresse oxidativo e atividade apoptotica com possivel envolvimento do receptor de
neurotrofina p75 (JIANG; JAKOBSEN, 2004).

A NPD é uma das mais comuns complicacbes do DM, cuja etiologia nédo foi
ainda bem esclarecida e existem limitacdes para o tratamento de seus sintomas. Uma
possivel alternativa corresponde ao uso de antioxidantes, a eficacia dessas
substancias na correcdo da NPD em animais e humanos suportam a hipétese de que
a hiperglicemia aumenta as espécies reativas de oxigénio (ROS) que sobrecarregam
0S mecanismos antioxidantes das células e levam ao desenvolvimento de estresse
oxidativo/nitroativo e condi¢cdes pro-inflamatérias nos tecidos. As alteragdes na
producdo de O6xido nitrico no endotélio dos vasos sanguineos epi- e endoneurais
resultam em disturbios da circulacdo e hipéxia endoneuriais que ampliam e aceleram
os efeitos da hiperglicema nas células gliais e em neurdnios. Os danos as células
gliais levam a desmielinizacdo e menor velocidade de condugdo nervosa
(DOBRETSOV et al, 2003).

A hiperglicemia ndo consiste no uUnico fator desencadeador de NPD, pois 0s
estudos da patogénese de NPD sugerem gue seja multifatorial. No que diz respeito a
sinalizacdo da insulina, os receptores de insulina (IR) sdo também expressos no
sistema nervoso central e periférico. Enquanto que no figado, musculos esqueléticos
e adipdcitos ha abundamente expressdo dos receptores do tipo IR-B, no sistema
nervoso a maioria € do tipo IR-A com afinidade semelhante ao IR-B. E possivel que a
correcdo dos niveis de insulina plasmatica em tratamentos de DM tipo 1 ou terapia
sensibilizante em DM tipo 2 ndo apenas controle a glicemia, mas tenha efeitos no
sistema nervoso periférico o que pode explicar o desenvolvimento de NDP em
pacientes pré-diabéticos (FRASCA et al., 1999). Estudos do Diabetes Control and
Complications Trial demonstram que a neuropatia € menos prevalente em pacientes
gue se mantiveram em intensiva terapia insulinica (MARTIN et al., 2006). Além disso,
a administragdo intratecal de insulina em ratos-STZ hiperglicémicos resultou na
correcdo da velocidade de condugédo nervosa motora e sensorial sem alteragdes
efetivas na hiperglicemia (BRUSSEE; CUNNINGHAM; ZOCHODNE, 2004). Segundo,
Dobretsov, Romanovsky e Stimers (2007), a reducéo no limiar de dor por compressao

€ proporcional ao grau de insulinopenia, sendo de notavel aspecto o fato da terapia



com insulina melhorar a conducdo nervosa e aumentar o limiar de dor sem
concomitante controle da hiperglicemia.

Estudos demontram que o IR no sistema nervoso central (SNC) esta envolvido
no controle pela insulina do comportamento alimentar, funcdes reprodutivas e
cognitivas e neuromodulacdo (SUGIMOTO; MURAKAWA; SIMA, 2000;FREYCHET,
2000). J& estdo descritos os efeitos neurotroficos da insulina, estimulando a
regeneracao de nervos periféricos. Entretanto, em longo prazo os efeitos da insulina
na NDP sdo suprimidos. Para curtos prazos de DM, a insulina € importante para
regular a relacdo axbnio-glia, permeabilidade capilar, fluxo sanguineo endoneurial e
funcdo dos neurdnios aferentes primarios nociceptivos (SUGIMOTO et al.,
2000;SUGIMOTO; MURAKAWA; SIMA, 2002;KIHARA, 1994) A insulina regula
diretamente os potenciais de membrana mitocondriais, afeta a fosforilacdo oxidativa,
suprime a expressdo da NADPH oxidase, controla a expressdo do NF-kB com efeitos
anti-inflamatorios, regulacdo da Na, K-ATPAse e producdo de NO endotelial. Neste
contexto, a insulinopenia tem potencial para promover efeitos neuropaticos, tais como,
0os previamente atribuidos somente a hiperglicemia (DANDONA et al,
2005;NEDREBO et al, 2004;DAVEL; ROSSONI; VASSALLO, 2000; SWEENEY, 1998;
STEINBERG, 1994).

Outros fatores tém sido relatados como significantes no estudo da NDP. Os
fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF | e IGF Il), que apresentam
funcdes neurotroficas ativando a expressao de genes, codificam as proteinas do
citoesqueleto axonal e controlam a sobrevida e regeneracdo neuronal. O peptideo C
também apresenta efeitos neurotréficos por aumentar a autofosforilacdo do IR e
reverter a expressao reduzida dos receptores de IGF I, NGF e neurotrofina-3 em ratos
com DM espontédnea (DOBRETSOV; ROMANOVSKY, STIMERS, 2007).

A complexidade dos multiplos fatores da neuropatia diabética dificulta a
compreensao de seus mecanismos e aplicacdo de alternativas terapéuticas para a
prevencao e tratamento. A busca de antinociceptivos, inibidores de glicacao protéica e
antioxidantes, pode levar ao desenvolvimento de medicamentos para retardar a
progresséo dos efeitos crénicos do DM e/ou tratamento da doencga, contribuindo para

melhoria da qualidade e da expectativa de vida dos pacientes.



Conclusodes



6. CONCLUSOES

Os animais utilizados (ratos Wistar machos) apresentaram-se diabéticos segundo
0S parametros avaliados e com limiar nociceptivo mecanico reduzido. Os dados sugerem
que a fracdo hidroacodlica (FHA) obtida das folhas de Cenostigma macrophyllum
apresenta efeito inibidor da glicacdo protéica, efeito protetor no desenvolvimento da
neuropatia dolorosa e efeito antinociceptivo no tratamento agudo. A fracdo semi-

purificada FM22S apresentou efeitos antioxidantes e antinociceptivo.
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