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Resumo

Nos Uultimos anos o Diabetes vem ganhando grandes propor¢des, devido a
mudancas nos habitos de vida das pessoas, ma alimentacdo e sedentarismo, que
sdo fatores centrais no desenvolvimento da doenca. Para tanto, varias espécies de
plantas vém sendo utilizadas etnofarmacologicamente ou em ensaios clinicos para
tratar e ou combater os sintomas do Diabetes Mellitus. O presente estudo utilizou o
extrato metandlico da planta Bracharis dracunculifolia (alecrim do campo),
pertencente a familia Asteraceae, com o0 objetivo de avaliar o efeito de sua
administracdo na obesidade hipotalamica em modelo de animais MSG. A
metodologia se baseou na preparacdo do extrato metabodlico de B. dracunculifolia,
por meio de processos de secagem, pulverizacdo, agitacdo orbital do extrato em
metanol, filtragem e rotaevaporacdo além do teste de toxicidade do extrato frente a
Artemia salina. Para a obtencdo de animais MSG, foram aplicados nos animais
ainda neonatos injecdo de glutamato monossodico (MSG), durante cinco dias
consecutivos, na dose de 4mg/g de peso corporal, para inducdo da obesidade. O
tratamento com o extrato metandlico foi realizado nos animais aos 180 dias de vida,
durante 30 dias. Foi avaliado o peso, consumo de agua e racdo durante todo o
experimento. E ap6s os animais terem sido sacrificados realizou-se o isolamento de
ilhotas pancreéticas, que foram incubadas em concentracdes crescentes de glicose
(5,6mM; 8,3mM; 16,7mM). Os resultados obtidos no estudo demonstraram baixa
toxicidade do extrato de B. dracunculifolia. Os animais MSG obtiveram inducao da
obesidade comprovada pelo aumento do indice de Lee, e maior teor de gorduras
viscerais e subcutanea em relacdo aos controles. Os animais MSG apresentaram
menor peso, consumiram menos agua e menos racao e apresentaram intolerancia a
glicose. Os parametros bioquimicos ndo obtiveram diferencas significativas, com
excecao dos triglicerideos que apresentou-se maior nos animais MSG, néo tendo o
extrato conseguido restaurar este parametro. No isolamento de ilhotas pancreaticas,
0s animais MSG que receberam o extrato de B. dracunculifolia apresentaram uma
secrecdo significativa de insulina pelas ilhotas isoladas, ressaltando que na
concentracéo de 8,3mM e 16,7mM foi obtida maior secrecao de insulina. Conclui-se
que o extrato metandlico de B. dracunculifolia obteve efeito significativo da secrecao
de insulina, no isolamento de ilhotas pancreaticas, ressaltando os resultados obtidos
no grupo MSG (MP), que se apresentaram hiperinsulinémicos, devido a uma
possivel melhora do stress oxidativo, destacando-se o alto teor antioxidante
presente no extrato de B. dracunculifolia utilizado no estudo.

Palavras-chave: B. dracunculifolia, glutamato monossaodico, ilhotas pancreaticas.



Abstract

In recent years diabetes has been gaining huge proportions, due to changes in the
habits of life, poor diet and physical inactivity are key factors in disease development.
To this end, various species of plants have been used etnofarmacologicamente or in
clinical trials or to treat and combat the symptoms of Diabetes Mellitus. The present
study used the methanol extract of the plant Bracharis dracunculifolia (rosemary
field) belonging to the Asteraceae family, with the objective of evaluating the effect of
his administration on hypothalamic obesity in animal model of MSG. The
methodology was based on the preparation of the extract metabolic B. dracunculifolia
by means of drying processes, spraying, orbital agitation of the extract in methanol,
filtration and addition of rotaevaporacéo toxicity test of the extract in the brine shrimp.
To obtain MSG animals, were used in newborn animals still injection of monosodium
glutamate (MSG) for five consecutive days at a dose of 4 mg / g body weight to
induce obesity. Treatment with methanol extract was carried out on animals at 180
days of life, for 30 days. Weight was evaluated, consumption of water and feed
throughout the experiment. And after the animals have been sacrificed held in the
isolation of pancreatic islets which were incubated with increasing concentrations of
glucose (5.6 mM, 8.3 mM, 16.7 mM). The results obtained in the study demonstrated
low toxicity of the extract of B. dracunculifolia. The MSG animals had proven by
induction of obesity increased Lee index, and higher levels of visceral and
subcutaneous fat compared to controls. The MSG animals weighed less, consumed
less water and less food and had impaired glucose tolerance. The biochemical
parameters did not obtain significant differences, except for triglycerides which
showed to be higher in MSG animals, not having succeeded in restoring the extract
this parameter. In the isolation of pancreatic islets, MSG animals that received the
extract of B. dracunculifolia showed a significant secretion of insulin by the islets
isolated, noting that the concentration of 8.3 mM and 16.7 mM was obtained
increased secretion of insulin. It is concluded that the methanol extract of B.
dracunculifolia obtained significant effect on insulin secretion in pancreatic islet cell
isolation, noting the results obtained in the group MSG (MP), which were
hyperinsulinemia because of a possible enhancement of oxidative stress, especially
the high antioxidant content present in the extract B. dracunculifolia used in the
study.

Kew words: B. dracunculifolia, monosodium glutamate, pancreatic islet
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos o Diabetes vem ganhando grandes proporcoes,
destacando-se como uma epidemia mundial (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2011). A mudanca nos héabitos de vida das pessoas, com o advento
de uma alimentacdo mais calérica e a falta da préatica de exercicios fisicos, sao
fatores centrais no desenvolvimento de estados patoldgicos dentre os quais destaca-

se o Diabetes.

Dados demonstram que o Diabetes é uma doenca fatal, com mortalidade
em torno de 3 milhdes de pessoas a cada ano em todo o mundo, e grande
morbidade, devido a maior propensdo que o0s pacientes diabéticos tem em
desenvolver complicacbes cronicas, como cardiopatias, nefropatias, neuropatias e
retinopatias (PETERSEN; SHULMAN, 2006; OMS, 2011). Evidéncias experimentais
e clinicas, demonstram que as complicagBes advindas dos distirbios metabdlicos,

provém principalmente da hiperglicemia (RANG et al., 2004).

Existem no mundo cerca de 285 milhdes de pessoas diabéticas.
Aproximadamente 90% destas sdo acometidas pelo Diabetes Mellitus nao-insulino
dependente ou Diabetes tipo 2, estando o Brasil entre os 10 paises com mais casos
da doenca, em torno de 10 milhdes de pacientes. Estima-se que se a progressao da
doenca se mantiver, em 2030 havera uma prevaléncia de 435 milhdes de individuos
diabéticos, sendo a maioria localizada em paises em desenvolvimento (WILD et al.,
2004; SBD, 2011;).

Devido ao grande numero de casos, a doenca pode ser vista como um
problema de saude publica mundial, uma vez que causa um enorme 6nus aos cofres
publicos, em torno de 400 milh6es de dolares, advindos dos gastos com tratamento.
Conforme observaram Pinheiro et al. (2006) ressaltando que a incidéncia de
Diabetes Mellitus na atualidade atinge grandes proporcdes, demandando um alto
custo tanto econdmico quanto social. Nesse sentido, atencdo especial tem sido
dispensada aos diferentes niveis preventivos da doenca. Para tanto, varias espécies
de plantas vém sendo utilizadas etnofarmacologicamente ou em ensaios clinicos

para tratar e ou combater os sintomas do Diabetes Mellitus (IVORRA, 1989).



Segundo Albuguerque (2002) o objetivo da etnofarmacologia € pesquisar
e verificar para qual propdsito as plantas medicinais sé@o utilizadas com a finalidade
de fornecer ferramentas que possam auxiliar na descoberta de novos farmacos,
podendo ainda contribuir com a melhoria da qualidade de vida da populacao,
auxiliando na busca de alternativas cada vez mais eficazes e promissoras para 0s
tratamentos de patologias que mais assolam a populacdo atualmente, como € o

caso do Diabetes.

A utilizacdo das plantas medicinais, para tratamentos de doencas, € uma
pratica muito antiga, sendo encontrada ao longo da histéria em todas as populagfes
mundiais e em diferentes grupos étnicos conhecidos. A partir deste uso popular é
que foram descobertos diversos medicamentos utilizados na medicina tradicional,
constituindo-se um importante recurso para a descoberta de novos farmacos
(MARTINS, 2000; BUSSMANN, 2009).

Com o passar do tempo tem ocorrido um enorme avango no ramo
cientifico envolvendo estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais na
busca de compostos com propriedades terapéuticas, visto que grande parte do
arsenal de vegetais disponivel para a descoberta de possivel utlizacdo medicinal,
ainda nao foi explorado (CHECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

No Brasil a populagdo tem um importante conhecimento etnobotanico e
etnofarmacologico em decorréncia da miscigenacdo do povo, decorrente dos
colonizadores e escravos vindos do oriente somados ao conhecimento indigena
local (FERREIRA, 2002). Tais observa¢fes populares em relacdo ao uso e a eficacia
de plantas medicinais contribuem de forma relevante para a divulgacdo das
propriedades terapéuticas dos vegetais, principalmente em virtude dos efeitos
medicinais que produzem (MACIEL et al., 2002).

Portanto, o contexto apresentado demonstra e reforca a importancia de
estudos com plantas medicinais com o objetivo de identificar substancias ativas,
ressaltando que o uso indiscriminado das plantas pela populacdo pode trazer riscos,
por isso € importante a realizacdo de testes de toxicidade na busca de uma
terapéutica eficaz, trazendo assim um maior conforto e melhor qualidade de vida aos

pacientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da administracdo do extrato metandlico de Baccharis

dracunculifolia  em modelo de obesidade animal, induzido por glutamato

monossodico (MSG).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a evolucdo do peso, consumo de agua e consumo de racao entre 0s

animais obesos e controles;

Verificar a toxicidade do extrato metandlico de Baccharis dracunculifolia frente

a Artemia salina;

Analisar os efeitos do extrato metanodlico de Baccharis dracunculifolia nos
parametros bioquimicos (colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL,

colesterol VLDL, triglicérides, glicemia, insulinemia);

Verificar a acado do extrato de Baccharis dracunculifolia em relacdo ao

acumulo de gorduras corporais, em animais obesos e controles; e

Analisar a secrecao de insulina por meio do isolamento de ilhotas

pancreaticas submetidas a dosagens crescentes de glicose.
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3 JUSTIFICATIVA

Atualmente o Diabetes é tido como um mal que atinge milhdes de
pessoas em todo o mundo, trazendo inimeras complicacdes a saude dos pacientes
e gerando enormes gastos para 0os governos com saude. Neste contexto diferentes
pesquisas podem auxiliar na busca de novas alternativas de tratamento para

melhoria da qualidade de vida e tratamento dos diabéticos.

Ressalta-se a busca de farmacos visando novos medicamentos
hipoglicemiantes com base na fitoterapia, devido a grande diversidade da flora
natural brasileira, que possam auxiliar com eficdcia terapéutica os pacientes

acometidos pelo Diabetes Mellitus tipo 2.

A etnofarmacologia vem de encontro com esse objetivo, tendo por
finalidade a realizac&o de estudos experimentais, buscando na natureza plantas que
apresentem uma opc¢ao para formulacdo de novos medicamentos, para o tratamento
de doencas que assolam a populacdo, como o Diabetes, além de fornecer dados
para a obtencdo de farmacos mais eficazes, especificos e economicamente mais
acessiveis a populacdo (LORENZI; MATOS, 2002; SIMOES et al., 2002).

Os resultados de pesquisas com plantas medicinais podem ter
desdobramentos em varios niveis da sociedade. No nivel individual, a descoberta de
principios ativos eficientes podem determinar a melhoria da qualidade de vida em
patologias crbnicas ou a propria sobrevivéncia do paciente afetado. No nivel social,
a descoberta de fontes naturais pode estar atrelada ao desenvolvimento de
fitoterapicos. No setor empresarial, a indUstria farmacéutica a procura de novas
drogas que gerem grande rentabilidade. Por fim, no nivel ecologico, o crescimento
do interesse medicinal aumenta a importancia da conservagao da biodiversidade e
diversidade cultural do ecossistema, salvaguardando e perpetuando nossa
interdependéncia de plantas como fonte de medicamentos de origem vegetal
(ELISABETSKY; COSTA-CAMPOS, 1996).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o uso de plantas
medicinais seria uma importante alternativa para tratamento de doencas,

principalmente nos paises em desenvolvimento (OMS, 2002).
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Hoje em dia a maior parte das plantas utilizadas como hipoglicemiantes,
ao serem experimentalmente avaliadas, tém comprovada a sua atividade
hipoglicemiante. O mecanismo de acdo pelos quais as plantas baixam a taxa de
glicose do sangue pode ser atribuido ao aumento da liberagédo de insulina através da
estimulacdo das células B-pancreéticas; resisténcia aos horménios que aumentam a
taxa de glicose; aumento do numero e da sensibilidade do sitio receptor de insulina;
diminuicdo da perda de glicogénio; aumento do consumo de glicose nos tecidos e
orgaos; eliminacéo de radicais livres (MARLES; FARNSWORTH, 1995; VOLPATO et
al., 2002; HUO et al., 2003). Algumas, com efeito, comprovadamente testado, fazem
parte do género Baccharis, que possuem grande dispersédo pelo Sudeste e Sul do

Brasil, sendo de facil acesso a populacao (LEITE, 2009).

Em funcdo da necessidade de comprovacado cientifica do uso desta
espécie de planta para tratamento de animais obesos, com resistencia a insulina,
fatores relacionados com o risco de Diabetes. O presente estudo utilizou a planta
Bracharis dracunculifolia (alecrim do campo), pertencente a familia Asteraceae,
tendo em vista que em estudos realizados por Marles e Farnsworth (1995),
demonstraram que a maior parte das plantas que obtiveram comprovada atividade
hipogliceminate pertenciam a esta familia. Além da mesma pertencer ao género
Baccharis, onde ja foram constatadas propriedades terapéuticas hipoglicemiantes

em outra espécie do mesmo género, Bacharis trimera (carqueja) (NEGRI, 2005).

Destaca-se que em estudos anteriores ja foram descobertos centenas de
principios ativos em Baccharis dracunculifolia, como metabdlitos secundarios
diterpenos, triterpenos e compostos antioxidantes como acidos fendlicos,
flavondides e acido cumarico, sendo estes alguns dos principais constituintes
encontrados nas plantas que possuem um importante efeito hipoglicemiante
(NEGRI, 2005). Aspecto este que permite confirmar a relevancia e a importancia
deste estudo para o ambito do meio cientifico, além de seus alcances sdcio-
econdbmicos, visando a contribuicdo para a reducdo dos impactos negativos da

Diabetes Mellitus na sociedade.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 HISTORICO DO DIABETES

O Diabetes € uma doenca antiga, datando seus primeiros indicios da era
egipcia. Contudo, somente a mais de 2000 mil anos que o0 médico Areteu, na Grécia,
descreveu o Diabetes. Ainda que tenha sido identificada, sua existéncia era
considerado um mal misterioso, pois ndo se tinha conhecimento claro de suas
verdadeiras causas metabolicas (OLIVEIRA, 2002; SBD, 2011).

Porém, desde a descoberta de Areteu, os estudos sobre o Diabetes ndo
evoluiram. Somente no século XVII, mais precisamente em 1670, que o médico
inglés Thomas Willis experimentando a urina de individuos que apresentavam 0s
mesmos sintomas, observou o “gosto adocicado” (OLIVEIRA, 2002; SBD, 2011).
Posteriormente, em meados do século XIX, o Dr. Chevreul demonstrou que o agucar
presente na urina dos individuos diabéticos era proveniente da glicose. Desse modo,
0s medicos passaram a provar a urina dos pacientes que tinham suspeita de
Diabetes, passando a doenga a ser chamada de "diabetes agucarada” ou "Diabetes
Mellitus" ("Mellitus" € latina e quer dizer "mel ou adocicado") (SATTLEY, 1996;
OLIVEIRA, 2002; SBD, 2011).

No final do século XIX, os cientistas alemaes, Von Mering e Minkowski,
descobriram que o péancreas produzia uma substancia, ou hormdnio, capaz de
controlar o aglcar no sangue e evitar os sintomas do Diabetes (OLIVEIRA, 2002;
SBD, 2011). Claude Bernard realizou trabalhos experimentais comprovando a
existéncia de glicose na urina, excitando os centros bulbares, e usou pela primeira
vez o termo “secrecéo interna”. Anos anteriores, na metade do século XIX, o médico
francés Bouchaedat havia ressaltado a importancia da obesidade e da vida
sedentaria na origem do Diabetes (OLIVEIRA, 2002; SBD, 2011).

No ano de 1869, Paul Langerhans, cientista alemao, descobriu que o
pancreas era uma glandula com milhdes de pequenas divisdes ou ilhas, atualmente
com a designacéao de “llhas de Langerhans”, e em 1893 o cientista francés Gustave

Laguesse sugeriu que essas ilhas seriam o local onde se produziria a substancia
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anti-diabética para controlar o aclcar no sangue, a insulina, palavra que deriva do
termo latim para ilha (insula) (OLIVEIRA; MILECH, 2004).

A mais importante descoberta acerca do Diabetes foi realizada em 1921,
quando dois investigadores canadenses, Frederick Banting e Charles Best,
conseguiram extrair insulina do pancreas de um cao normal e injeta-la em outro cao,
no qual havia sido retirado o pancreas, e que se manifestava todos os sintomas da
doenca. Esta experiéncia confirmou que a insulina realmente era a responsavel pelo
controle do agucar no sangue. Desse modo, alguns anos depois, em 1936, surgiu a
insulina de absorcéo lenta, que passou a ser utilizada no tratamento do Diabetes.
Com o passar do tempo e a evolugéo das pesquisas foram purificando a insulina, até
a obtencdo da sintese da insulina humana. Concomitantemente o campo dos
hipoglicemiantes orais também se desenvolveu, sendo a primeira sulfoniluréia
(farmaco que promove a liberacdo de insulina a partir das células p-pancreaticas)
utilizada em 1955 (OLIVEIRA; MILECH, 2004).

No decorrer das décadas do século XX, varios outros farmacos foram
desenvolvidos para o controle do Diabetes Mellitus. No entanto, mesmo sendo uma
doenca descoberta na antiguidade, ap0s séculos continua fazendo milhares de
vitimas na atualidade, sendo objeto de pesquisa em diferentes estudos na busca por
alternativas que possam prevenir ou tratar a enfermidade acarretando em melhor

qualidade de vida aos pacientes.

4.2 EPIDEMIOLOGIA DO DIABETES

O Diabetes Mellitus é considerado uma doencga cronica que nado faz
distincdo de classe social, etnia e sexo, pois atinge populacdes diversas em todo o
mundo. Sua incidéncia tem aumentado a cada ano, podendo ser considerada uma
epidemia mundial, tornado-se atualmente um grande desafio e problema de saude
publica (FRANCO, 1998; ZIMMET, 2001).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude — OMS existem milhdes de
pessoas diabéticas em todo o mundo. Segundo estimativas em 2010 seriam 18
milhdes de diabéticos na América Latina. Acredita-se que aproximadamente 29,6
milhdes de pessoas serdo diabéticas em 2030, caracterizando um aumento de 65%

na incidéncia da doenca ao longo de 20 anos (BOGALHO, 2010).
15



Segundo dados publicados pelo Ministério da Saude (2010), a estimativa
prevé que quase 6% dos brasileiros com mais de 18 anos tém Diabetes tipo 2, o
equivalente a 7,6 milhdes de pessoas. Mas, segundo associacfes de portadores de
Diabetes, o niumero ultrapassa 12 milh6es de pessoas, se considerarmos 0S casos
ndo diagnosticados. No final de 2010, o Ministério da Saude divulgou que o Diabetes
atualmente é a terceira causa de morte no pais, tendo aumentado a sua incidéncia
em 10% entre os anos de 1996 a 2007.

Dados demonstram que o Brasil perde cerca de 40 mil pessoas ao ano
devido ao Diabetes. Comparando a taxa de mortalidade referente ao Diabetes entre
as regides do Brasil, observa-se que mesmo com o crescente aumento nos ultimos
anos da mortalidade da doenca tendo sido registradas nas regifes Norte e Nordeste,
a maior prevaléncia de morte se encontra nas regides Sul e Sudeste (MARTINS et
al., 2008).

Com base em dados da OMS percebe-se que a mortalidade mundial em
decorréncia dos varios tipos de Diabetes, tende a aumentar mais de 50% em 2030
(OMS, 2011).

Os determinantes epidemioldgicos e 0s riscos para o desenvolvimento do
Diabetes tipo 2 incluem além de fatores genéticos e fatores metabdlicos como
intolerdncia a glicose, resisténcia a insulina e causas relacionados a gravidez, ao
estilo de vida inadequado, estresse, urbanizacdo, sedentarismo, dieta inadequada e
obesidade (ZIMMET, 2001; CADERNOS DE ATENCAO BASICA, 2006). Desse
modo, destaca-se que a busca por habitos saudaveis trazem beneficios a salude na

prevencao de doencas, visando uma maior e melhor sobrevida & populacéo.

4.3 CAUSAS E FISIOPATOLOGIA DO DIABETES MELLITUS TIPO 2

O Diabetes é considerado uma doenca crénico degenerativa, de etiologia
multipla, devido a anormalidades enddcrinas ocorridas no pancreas, podendo ser
ocasionado pela secre¢cdo inadequada de insulina pelas células B-pancreaticas ou
devido a defeitos da acdo da insulina, o0 que ocasiona resisténcia de insulina no
organismo ou mesmo pela associacao destes dois fatores (ENGELGAU et al., 2000;
LOPES, 2009).
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O péncreas enddécrino consiste nas ilhotas de Langerhans que sé&o
compostas por células B, produtoras de insulina, células alfa que produzem o
glucagon, varios clones de células gama que secretam somatostatina ou
neuropeptideo PIV (polipeptidio intestinal vasoativo) e outras substancias. No
Diabetes tipo 2 as ilhotas pancreéticas mostram depdsitos amiloide, atrofia celular e
fibrose progressiva. Disturbios metabdlicos, especialmente hiperglicemia, como
ocorre no Diabetes, causam varias complicacdes e doencas secundarias, incluindo a
microangiopatia progressiva, com retinopatia diabética, nefrosclerose glomerular,
neuropatia periférica, muitos também apresentam doenca cardiaca hipertensiva
grave (BUJA; KRUEGER, 2007).

O Diabetes constitui-se em uma doenca enddcrina caracterizada por um
grupo de desordens metabodlicas, incluindo elevada glicemia de jejum (hiperglicemia)
e elevacdo das concentracdes de glicose sanguinea poés-prandial (concentracdo de
glicose apos refeicdo), devido a uma menor sensibilidade insulinica em tecidos alvo
e/ou por reduzida secrecdo de insulina (ADA, 2010). Diagnosticado por meio de
glicemia em jejum > 126 mg/dL ou glicemia pos-prandial > 200 mg/dL (GOLDMAN;
AUSIELLO, 2009; LOPES, 2009; NATIONAL DIABETES EDUCATION, 2011).
Algumas vezes o diagnoéstico pode ser realizado a partir de complicacdes crbénicas
da doenca (CADERNOS DE ATENCAO BASICA, 2006; ADA, 2010), além disso,
procura-se a possivel causa de sintomas como o aumento da sede, da miccéo ou do
apetite, ou quando o individuo apresenta fatores de risco tipicos, como historia
familiar de Diabetes, obesidade, infec¢cdes frequentes ou qualquer uma das

complicagbes associadas ao Diabetes (GROSS et al., 2002).

Os sintomas classicos do Diabetes sdo: poliaria (urinar muito), polidipsia
(sede), polifagia (fome) e perda involuntaria de peso (os “4 Ps”). Outros sintomas
gue levantam a suspeita clinica sado: fadiga, fraqueza, letargia, prurido cutaneo e
vulvar, balanopostite (inflamagé&o da glande e prepucio do 6rgédo genital masculino) e
infecgOes de repeticdo. As consequéncias fatais do Diabetes ndo controlado séo a
hiperglicemia com cetoacidose, que ocorre no Diabetes tipo 1 (OLIVEIRA; MILECH,
2004; CADERNOS DE ATENCAO BASICA, 2006; ADA, 2010).

A cetoacidose é rara no Diabetes tipo 2, mas quando a concentracao
sérica de acucar torna-se muito elevada (freqiientemente excedendo 1000mg/dL),

normalmente decorrente da sobreposicdo de algum estresse (infecgcdo) ou de
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drogas, o individuo pode apresentar uma desidratacdo grave, a qual pode acarretar
confusdo mental, sonoléncia, convulsbes e uma condicdo denominada coma
hiperglicémico hiperosmolar ndo-cetético. Este ocorre apenas no Diabetes tipo 2,
porque um minimo de acado insulinica preservada nesse tipo de Diabetes pode
prevenir a cetogénese (NEGRI, 2005; CADERNOS DE ATENCAO BASICA, 2006).

O Diabetes atinge diversas pessoas em faixa etaria variada, podendo ser
acometidas por qualquer variagdo da doenca. A classificacdo atual engloba o
Diabetes tipo 1, Diabetes tipo 2, outros tipos especificos de Diabetes e Diabetes
gestacional. Caracteriza-se como o tipo 2 a forma mais comum, predominada por
disturbios na acéo e secregdo da insulina (LOPES, 2009). A combinagéo destes dois
fatores é a forma mais comum de Diabetes tipo 2. Neste tipo de Diabetes o grau de
hiperglicemia suficiente para causar alteracdes patoldgicas e funcionais em varios
tecidos-alvo, pode estar presente por um longo periodo, sem que seja detectada a
doenca. Durante este periodo assintomatico, é possivel demonstrar uma
anormalidade no metabolismo de carboidratos pela medi¢cdo da glicemia em jejum
ou depois da ingestdo de uma carga de glicose oral, sendo critério eficiente para o

diagnaostico precoce da doenca e inicio do tratamento (ADA, 2010).

4.3.1 Diabetes Mellitus tipo 2

O Diabetes tipo 2 é também influenciado geneticamente, e atualmente é
reconhecido como doenca poligénica, significando que a presenca de varios pares
de genes alterados em um Unico individuo é necessaria para o desenvolvimento da
doenca. Provavelmente é multigénico, isto €, diferentes combinacbes de genes
podem existir em pacientes portadores desta doenca, contudo o Diabetes tipo 2 é
uma doenca multifatorial, com contribuicdo genética, associada aos fatores
ambientais e ao estilo de vida, elementos relevantes para o desencadeamento da
doenca. O sedentarismo e as dietas com alta proporcao de carboidratos refinados e
gorduras saturadas sao os principais fatores ambientais responsaveis pelo aumento
do sobrepeso e da obesidade e, consequentemente, do Diabetes tipo 2, sendo que a
gordura corporal, principalmente a gordura visceral, localizada na regido abdominal,
€ o principal fator de risco para o Diabetes tipo 2 (FUJIMOTO, 2000; LEAHY, 2005).

Portanto, defeitos genéticos associados a fatores ambientais e estilo de vida séo
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responsaveis pela resisténcia e deficiéncia da ac@o de insulina observada no
Diabetes tipo 2 (GOLDMAN; AUSIELLO, 2009; LOPES, 2009).

Inicialmente, a fisiopatologia do Diabetes tipo 2 envolve distlrbios na
sensibilidade a insulina, ou resisténcia a acdo da insulina, nos tecidos periféricos,
especialmente no figado, tecido adiposo e muscular, desencadeadas por alteracdes
intracelulares, seguidos de uma reducdo na secrecao de insulina, resultado da
disfuncéo progressiva do pancreas, resultando em hiperglicemia e glicotoxidade.
Esta ultima é responsavel por um estresse oxidativo cronico a nivel tecidual, tendo
um importante papel na génese das complicagcbes crénicas do Diabetes (FORD et
al., 2002; POITOUT, 2002; PETERSEN; SHULMAN, 2002).

A insulina exerce seus efeitos metabolicos mediante ligacéo e ativacao de
um receptor especifico de membrana, uma proteina heterotetramérica com atividade
guinase, composta por duas subunidades alfa e duas subunidades beta, que atua
como uma enzima alostérica na qual a subunidade alfa inibe a atividade tirosina
quinase da subunidade beta. A ligacdo da insulina a subunidade alfa permite que a
subunidade beta adquira atividade quinase, levando a alteracdo conformacional e a
autofosforilagéo do receptor nas subunidades beta em multiplos residuos de tirosina,
0 que aumenta ainda mais sua atividade quinase. Uma vez ativado, o receptor de
insulina fosforila varios substratos protéicos em tirosina, induzindo a cascata de
transmissao de sinal insulinico (WITHE, 1998; LOPES, 2009).

Nos estados de resisténcia em oposicédo ao efeito positivo da fosforilacéo
em tirosina, é caracterizada por alteracdes em diversos pontos, com reducdo da
concentracdo e da atividade quinase do receptor, ocorre a desfosforilsacdo por
proteinas — tirosinas fosfatases e fosforilacdo em residuos serina e treonina, assim
como a degradacédo acelerada do receptor (CARVALHEIRA, 2002; LOPES, 2009).
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Figura 01 — Via de sinalizacdo da insulina na captacao de glicose.
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O receptor de insulina € uma tirosina quinase que se autofosforila e catalisa a fosforilagcdo de
proteinas intracelulares como as proteinas IRS, Shc. Apos a fosforilacdo essas proteinas se ligam a
outras moléculas de sinalizacdo através de seus dominios, resultando na ativacdo de vias de
sinalizacao intracelular. Essas vias regulam o transporte de glicose.

Fonte: Pauli et al. (2009).

A resisténcia a insulina é um estado metabdlico no qual concentractes
fisiologicas de insulina produzem menor resposta biolégica, reduzindo drasticamente
a captacdo de glicose em tecidos periféricos, 0 que resulta em aumento da
gliconeogénese hepatica, podendo induzir a quadros de hiperglicemia. A reducédo na
sensibilidade a insulina em hepatdcitos, fibora muscular e adipdcito representa um
estimulo para aumento na producdo e secrecdo pancredatica de insulina com
finalidade de manter o nivel normal de glicemia. Cronicamente isto gera uma
hiperinsulinemia e até descompensacédo pancreatica total (exaustao das células B), o

gue contribui para o aparecimento de Diabetes tipo 2 (SERAPHIM, 2001).

Disfuncgéo nas células B-pancreaticas ocasionada devido a anormalidades
genéticas pré-programadas, podem também desencadear processos de resisténcia
(MARCHETTI et al., 2008).

Em sua fungdo normal as células B-pancreéticas secretam insulina em
resposta a glicose, sendo que 0s mecanismos envolvidos incluem: transporte da
glicose para o interior das células pelo transportador GLUT-2; metabolizacdo
intracelular da glicose Via Glicdlise, Ciclo de Krebs e fosforilacdo oxidativa gerando

ATP; aumento intracelular da razdo ATP/ADP; fechamento dos canais de potassio
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dependentes de ATP; aumento de K (potassio) intracelular; despolarizacdo da
membrana da célula beta; abertura do canal de Ca* (célcio) voltagem dependente;
influxo de Ca™ e aumento da sua concentracdo citoplasmatica; exocitose dos
granulos secretores contendo insulina (ASHCROFT, 2006; SMITH, 2007).

No caso do Diabetes tipo 2 a resisténcia a acao da insulina é definida pelo
comprometimento da liberagdo de glicose mediado pela insulina, como uma
resposta biolégica subnormal a insulina, respondendo e manifestando-se por
diminuicdo do transporte de glicose estimulado pela insulina em tecido adiposo e
musculos esqueléticos e pela supressdo inadequada da producdo hepatica de
glicose e de gliconeogénese nos estados de jejum e pés-prandial (GOLDMAN;
AUSIELLO, 2009; LOPES, 2009). Do mesmo modo, 0 aumento na massa
armazenada de triglicerideos em tecidos adiposos visceral e subcutaneo, préprio da
obesidade e sobrepeso, permite que existam adipdcitos de tamanho aumentado,
com menor expressao de receptores para insulina, sendo resistentes a insulina. Isso
resulta numa inabilidade de insulina em suprimir a lipdlise e tem como consequéncia
um aumento na concentracdo plasmatica de acidos graxos e glicerol (STUMVOLL,
2005).

A medida que a doenga progride e a hiperglicemia se torna mais grave, 0s
niveis basais de insulina ndo conseguem mais se manter, podendo até diminuir.
Estudos demonstram que a massa de células B podem chegar a reduzir em 50%
nesses pacientes diabéticos (GOLDMAN; AUSIELLO, 2009).

As complicacdes cronicas do Diabetes tipo 2 variam entre os pacientes
acometidos, apresentando riscos maiores com a idade, a obesidade e o
sedentarismo. Ressalta-se que pessoas com Diabetes tipo 2 tém maior propensao
ao Obito em virtude de doenca cardiovascular, doenca vascular cerebral (AVC),
doenca vascular periférica (DPV), se comparados aos ndo diabéticos. O Diabetes
tipo 2 é considerado uma das principais causas de cegueira entre adultos, além de
outras complicacbes como: a retinopatia diabética, neuropatia diabética,
hiperglicemia, hipertenséo arterial sistémica, dislipidemias que contribuem para o
aparecimento de ateromas e lesfes do musculo liso dos vasos sanguineos e
disfuncbes endoteliais desencadeadas pela resisténcia a insulina. Além de outros
fatores de risco n&do convencionais que tém sido descritos: disfuncdo endotelial,

estado pré-trombdético e inflamacdo. Desse modo tais conjuntos de fatores de risco
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que inclui: elevada glicose sanguinea, pressao arterial elevada, triglicérides elevados
e baixos niveis de colesterol HDL, elevacdo da gordura visceral, caracterizando-se
por Sindrome Metabdlica condicionam e contribuem para o desenvolvimento do (EL-
ATAT et al.,, 2004; SCHEFFEL et al.,, 2004; SKYLER, 2004; SAVAGE, 2005;
CADERNOS DE ATENQAO BASICA, 2006; MARTINEZ; LATORRE, 2006; ADA,
2010).

Salienta-se que ndo € possivel alterar a predisposicdo genética dos
pacientes, mas iniameros estudos tém demonstrado que o Diabetes pode ser
retardado ou prevenido por mudancas nos habitos de vida, como alimentagcéo e
programas de atividade fisica, melhorando assim o controle metabdlico,
proporcionando alivio dos sintomas e prevencdo de complicacfes agudas e crbnicas
(CONSELHO BRASILEIRO SOBRE DIABETES, 2003; KATSER, 2007; LOPES,
2009).

Inimeras alternativas e estratégias farmacoldgicas vém sendo utilizadas
no tratamento do Diabetes tipo 2 auxiliando no controle da doenca na busca de uma
melhor qualidade de vida para os pacientes. Dentre os medicamentos utilizados
atualmente destacam-se: antidiabéticos orais: (Inibidores da a-glicosidase,
Biguanidas, Tiazolidinediona, Sulfoniluréias, Glinidas); Sensibilizadores da A¢édo da
Insulina (Metformina; Tiazolidinedionas); Estimulantes da Secrecdo de Insulina
(Sulfoniluréias: clorpropamida, glibenclamida, glipizida, gliclazida, glimepirida);
Inibidores da absorcao Intestinal de Glicose (acarbose e miglitol). Salvaguardando
que tais farmacos devem estar associados a uma dieta nutricional adequada, além
da pratica regular de exercicios fisicos (GOLDMAN; AUSIELLO, 2009; LOPES,
2009).

4.3.2 Diabetes Mellitus tipo 2 e Obesidade

A obesidade é considerada um dos mais graves problemas de salde
publica na atualidade. Sua prevaléncia vem crescendo acentuadamente nas ultimas
décadas, em taxas alarmantes, tanto em paises desenvolvidos quanto em
desenvolvimento. Nos paises da América Latina, constata-se um aumento marcante

da prevaléncia de obesidade, principalmente na populacdo de baixo nivel sécio-
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econdmico levando-a a condi¢ao de epidemia global (PHILIP et al., 2001; KAIN; VIO;
ALBALA, 2003; PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA-JUNIOR, 2003).

A obesidade é considerada uma doenca cronica multifatorial definida
como o excesso de massa de tecido adiposo (KOLPEMAN, 2000). Responsavel por
desencadear um conjunto de desordens metabdlicas com complicacdes vasculares,
denominada de Sindrome Metabdlica (IVKOVIC-LAZAR et al., 1992).

A obesidade aumenta o risco para doencas cronicas e € causa de mortes
precoces. Estudos evidenciam que a obesidade esta associada com maior risco de
desenvolvimento de varias doencas como: Diabetes Mellitus tipo 2, cancer, doencas
cardiovasculares (GUH et al., 2009). A relacdo entre obesidade e Diabetes Mellitus
tipo 2 € bem estabelecida (CNOP et al., 2002). Foi demonstrado em estudo sobre a
obesidade e desenvolvimento de doencas, que seu maior risco esta relacionado ao
Diabetes (WHITLOCK et al., 2009). Individuos com sobrepeso ou obesidade tém um
aumento significativo no risco de desenvolver Diabetes, cerca de 3 vezes superior

ao da populacéo com peso considerado normal (CNOP et al., 2002).

Os danos causados pela obesidade nos diversos orgaos, séo atribuidos a
liberacdo de fatores na circulacdo sanguinea, com acdo intra e inter celular e
tecidual (SCHMIDT et al., 2005). Estes incluem diversas proteinas conhecidas como
adipocinas, que exercem diferentes fun¢des no controle fisioldgico do organismo. H&
liberacdo de peptideos hormonais como leptina, adiponectina e resistina, citocinas
inflamatorias produzidas pelo tecido adiposo (adipocitocinas) como fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e fator transformador de crescimento
(TGF), além de outras proteinas como o inibidor do ativador de plasminogénio e o
fator de crescimento endotelial vascular — VEGF (BODEN, 1997; FORMIGUEIRA;
CANTON, 2004; SCHERER, 2006). O tecido adiposo constitui um 6rgéo endocrino e
metabdlico que pode alterar a fisiologia de outros tecidos (RAJALA, 2003). Nesse
contexto obesidade tem sido reconhecida como um estado pro-inflamatorio
(SCHMIDT et al., 2005).

A resisténcia a insulina associada a obesidade é uma desordem
complexa, onde diversas vias estao envolvidas, como vias enddcrinas, inflamatdrias
e neurais, sendo prejudicadas e podendo modular a sinalizacao celular em diversos

tecidos. Na obesidade, encontra-se resisténcia a acao da insulina em nivel de
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transporte de glicose, tanto em musculo esquelético quanto em tecido adiposo O
aumento da liberacdo de acidos graxos livres, resistina, IL-6 e TNF-a pelo tecido
adiposo e a reducdo da liberacdo de adiponectina contribuem para o surgimento da
resisténcia a insulina na obesidade (PAPA; SERAPHIM; MACHADO, 1997; CALLE,
2004; GREENFIELD; CAMPBELL, 2004; QATANANI; LAZAR, 2007).

O que determina as alteracbes metabdlicas com o desencadeamento de
resisténcia a insulina € o local de acumulo da adiposidade corporal, sendo a
deposicdo de gordura visceral um dos principais responsaveis por esse processo
(WEISS et al., 2007).

A adiposidade central parece estar associada mais freqlentemente a
resisténcia a insulina, do que a distribuicdo centrifuga de gordura (obesidade
periférica). O mecanismo pelo qual o acimulo de gordura intra-abdominal (visceral)
desencadeia o processo de resisténcia a insulina ndo esta claro, embora existam
hipoteses de que elevadas concentracdes de acidos graxos livres possam estar
associadas ao processo (CNOP et al., 2002; GRECCO et al.,, 2002). Para Ashok
(2002), o acumulo de acidos graxos livres poderia iniciar uma cascata metabdlica,
que resultaria na inibicdo da enzima fosfofrutoquinase, e no acumulo de glicose-6-

fosfato dentro das células musculares, o que desregularia o transporte de glicose.

Constatou-se que individuos que apresentam maior adiposidade central
possuem maior quantidade de insulina circulante, em resposta a um estimulo de
glicose. Possuem maior resisténcia a insulina e requerem maior quantidade de
insulina (MUSCELLI et al., 1997).

Em geral, é o aumento excessivo de gordura que conduz ao estado de
resisténcia a insulina, muitas vezes desencadeando um quadro de Diabetes Mellitus
tipo 2. Isto ocorre porque, no individuo obeso, o tecido adiposo, principalmente o
visceral, apresenta uma taxa metabdlica muito elevada, com atividade de
lipoproteina lipase e atividade lipogénica elevadas, favorecendo o acumulo de
gordura. Com o aumento da massa adiposa, sinais hormonais e inflamatorios
proprios do adipdcito diminuem a acao da insulina, o que favorece o aumento da
atividade da lipase horménio sensivel. Consequentemente, a lipdlise aumenta,
elevando o turnover lipidico deste tecido, o que gera um aumento dos acidos graxos
livres (AGL) (TRIPATHI; SRIVASTAVA, 2006).
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A preferéncia de utilizacdo de acidos graxos livres (AGL), derivado dos
estoques de triglicérides como substrato energético, seria responsavel pela
diminuicdo da mobilizag&o de glicose via glicogénio. Isto levaria a feedback negativo
do glicogénio muscular e hepatico sobre a atividade da glicogénio sintase e,
consequentemente, no estoque de glicogénio. O resultado é a resisténcia periférica
a acdo da insulina e intolerancia a glicose. O quadro de Diabetes desenvolve-se em
obesos, apds longo periodo de intolerancia a glicose, quando a glicemia ndo mais
retorna ao estado basal e ha resisténcia a acdo da insulina (FELBER; GOLAY,
1995).

Estudos também demonstraram que os &cidos graxos livres néo
esterificados podem ter papel importante ha modulacdo da sensibilidade a insulina,
sendo considerados como importante elo entre obesidade, resisténcia a insulina e
Diabetes Mellitus tipo 2 (BODEN, 1997). Na maioria dos pacientes obesos as
concentracbes plasmaticas de acidos graxos livres estdo elevadas, inicialmente
devido ao aumento na lipdlise promovida pela expansao da massa de tecido adiposo
associada a perda do balanco energético, produzindo resisténcia a insulina hepatica
e periférica (DELARUE; MAGNAN, 2007).

A elevagdo dos AGL (acidos graxos livres) estimula a neoglicogénese,
aumentando a producdo hepatica de glicose, além de prejudicar a captacdo de
glicose nos musculos esqueléticos (PETERSEN; SHULMAN, 2002). Esses efeitos,
em conjunto, resultam em aumento da glicemia. Conseqlientemente, o pancreas
tende a responder secretando mais insulina, mas conforme a fungéo das células [3-
pancreaticas evolui para a exaustdo, a insulinemia tende a decair, e o individuo
obeso passa a necessitar de tratamento medicamentoso para 0 combate aos

sintomas causados pelo Diabetes (MORI, 2007).

4.3.2.1 Agéo de Leptina e Adiponectina no Quadro de  Obesidade

A sintese e secrecdo da leptina pelos adipdcitos sao influenciadas pelo
estoque energético e € proporcional ao tamanho e numero de adipdcitos
(SINDELAR et al., 1999). Outros fatores podem regular a sintese e secre¢do da
leptina. E conhecido que a insulina, glicocorticdides e TNF-a estimulam sua
liberacdo nos adipdcitos, enquanto acidos graxos livres, atividade p-adrenérgica e
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PPAR-y (receptor proliferador ativado de peroxissoma) inibem a liberagéo da leptina.
A distribuicdo regional da massa adiposa corporal € outro fator importante na

determinacao da expressédo da leptina nos adipdcitos (LONNQVIST et al., 1997).

A acdo da leptina sobre a homeostase energética ocorre atravées da
modulacdo da ingestdo caldrica e gasto energético (BJORBAEK et al., 2004). A
leptina funciona como um mecanismo de "retroalimentacao negativa" proveniente do
tecido adiposo agindo em areas hipotalamicas responsaveis pelo controle da
ingestao alimentar (CAMPFIELD et al., 1995; FREDERICH et al., 1995; MAFFEI et
al., 1995; AHIMA et al., 2000; KERSHAW et al., 2004), modulando o comportamento
alimentar e aumentando o gasto energético (AHIMA et al., 2000; GIMENO et al.,
2005) para reduzir o peso corporal (HALAAS et al., 1995). Esta acdo pode ocorrer
por modulacdo direta em duas populacdes de neuropeptideos hipotalamicos os
orexigénicos e anorexigénicos (PELLYMOUNTER et al., 1995), reduzindo e

aumentando sua expresséao, respectivamente.

A addiponectina € uma citocina secretada pelos adipécitos e sua
expressao € maior no tecido adiposo subcutaneo do que no tecido visceral (FAIN et
al., 2004) e sua concentracdo seérica é inversamente proporcional a quantidade de
massa de tecido adiposo, indice de massa corporal, concentragdo de insulina e
triacilglicerol plasmatico (COMUZZIE et al.,, 2001; WEYER et al.,, 2001). Em
humanos e roedores, sua concentracdo no sangue € diminuida em condi¢cdes de
obesidade, resisténcia a insulina e Diabetes Mellitus do tipo 2 (OUCHI et al., 1999;
HOTTA et al., 2000; TSAO et al., 2002). Quando a concentracdo de ADP esta

elevada apresenta efeitos anti-inflamatérios (KOPP et al., 2005).

4.4 MODELO DE OBESIDADE COM GLUTAMATO MONOSSODICO — MSG

O Glutamato monossédico é um aminoacido neuroexcitatério que,
administrado em altas doses, torna-se tdxico ao sistema nervoso central por
aumentar, de forma persistente, a condutancia ibnica da membrana, alterando o
potencial de repouso normal. Na tentativa de restauracdo dos gradientes ioGnico e
osmoético, ha exaustdo dos estoques energéticos e morte celular (COYLE et al.,
1981).
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A acdo do Glutamato monossodico resulta em uma degeneragdo aguda
do nucleo arqueado do hipotdlamo levando, além da obesidade, a disfuncéo sexual,
disfuncdo comportamental em roedores e déficit no crescimento (baixos niveis de
GH- hormdnio do crescimento. O hormonio GH é liberado pela hipésfise, mas para
que isto ocorra precisa ocorrer um estimulo do fator liberador do horménio de
crescimento, que € produzido no nucleo arqueado, mas devido a lesdo causada pelo
glutamato monossaédico nesta regido a acao do GH fica prejudica. Essa regido é um
potente local de ac&o da leptina. A leptina atravessa a barreira hemato-encefélica e
inibe a acdo dos peptidios orexigenos e estimula a agdo dos peptidios que inibem o
apetite (DAWSON, 1983; FAN et al., 1997; LU, 2001). Uma vez que essa regido esta
lesada passa a ocorrer um desbalanco da ingestdo alimentar, implicando em

animais de menor porte e com menor apetite se comparado aos animais controle.

Foi demonstrado, em outros estudos, que a administracado subcutanea de
glutamato monossédico, é mais sensivel, em animais no periodo neonatal, quando a
barreira hematoencefalica ndo esta totalmente desenvolvida (KIZER et al., 1977). As
doses de MSG que levam ao desenvolvimento de obesidade visceral variam de 2 a
4 mg/g de peso do rato e podem ser administradas de 4 a 10 doses (DE MELLO et
al., 2001).

Entretanto, as diferentes anormalidades enddcrinas dos animais tratados
com MSG acabam por determinar certo grau de aumento da eficiéncia metabdlica e
deficiéncia na ingestdo alimentar (hipofagia) induzida pela toxicidade do MSG
(HIRATA, 1997) e, deste modo, sdo animais normo ou hipofagicos, apesar do
acumulo de gordura visceral, que pode estar associado a atividade simpatica e
resposta termogénica reduzidas no tecido adiposo marrom, com menor gasto de
energia, a qual se estoca sob a forma de gordura (MORRIS et al., 1998; VOLTERA
et al., 2007). Este aumento de deposi¢édo de gordura no tecido adiposo branco esta

associado ao aumento no tamanho dos adipdcitos (MACHO et al., 2000).

As atividades lipogénicas do figado e tecido adiposo encontram-se
elevadas, bem como a atividade da lipase lipoprotéica dos tecidos adiposos
epididimal e retroperitoneal (NASCIMENTO CURI et al., 1991). Estes animais
apresentam também altos niveis séricos de leptina, o que esta associado a elevada
quantidade de gordura, pois este hormdnio, que atua de forma importante no

controle da homeostase energética, diminuindo a ingestdo alimentar e aumentando
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0 gasto de energia, € produzido pelos adipdcitos, sendo tanto maiores as taxas de
leptina circulante, quanto maior a adiposidade (AHIMA; FLIER, 2000).

As lesbes geradas pelo MSG produzem a denominada obesidade
hipotalamica por meio de diversas alteracdes neuroenddcrinas e metabdlicas que
contribuem para o desenvolvimento de hiperinsulinemia e resisténcia a insulina
(HIRATA, 1997; PEREIRA, 2003). Além de hiperleptinemia, menor atividade da
proteina traslocadora de glicose (GLUT-4) e menor atividade do tecido adiposo
marrom (HIRATA, 1997).

4.5 PLANTAS MEDICINAIS

“[...] e o seu fruto servira de alimento e a sua folha de remédio”.

Velho Testamento — Ezequiel, 47: 12.

A utilizacdo de plantas como medicamentos é tdo antiga quanto a historia
da humanidade (MORS, 1982). Desde o inicio dos tempos, baseado em descobertas
ao acaso, de forma empirica, 0 homem buscava na natureza uma maneira de tentar

amenizar os males da saude.

A aplicacdo de plantas medicinais como fonte de alivio para doencas
pode ser percebida em documentos de civilizagdes primitivas na China, India e
Europa. Acredita-se, portanto, que as farmacopéias tradicionais foram elaboradas ao
longo de muitos séculos de experimentacdo onde 0 conhecimento empirico
acumulado foi preservado e transmitido a geragbes futuras (ELISABETSKY;
SETZER, 1985).

Os povos primitivos propiciaram a identificacdo de espécies, géneros,
bem como das partes dos vegetais que se adequavam ao uso medicinal (LEVI-
STRAUSS, 1989).

Em virtude de eventos historicos, o estudo das plantas medicinais na
Idade Média ficou estagnado por um longo periodo. Muitos escritos gregos foram
esquecidos ou até perdidos e posteriormente recuperados em parte no inicio do
século XVI (MARTINS et al., 2000).

Durante o século XIX, o uso das ervas ficou mais restrito, com o advento
de medicamentos obtidos por meio de processos quimicos industriais. No século XX,
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nas guerras mundiais, o interesse pelas plantas medicinais voltou devido a
necessidade de obter remédios eficazes e de baixo custo para mudltiplas
enfermidades (HOTESTTMANN et al., 2003).

No Brasil, o uso das plantas como medicamento teve influéncia das
culturas indigena, africana e européia. A flora brasileira foi descoberta por cientistas
estrangeiros, especialmente os naturalistas, que realizavam grandes expedi¢cdes
cientificas no Brasil desde o descobrimento pelos portugueses até ao final do século
XIX (DI STASI, 1996; SILVA, 2004).

As primeiras notificages fitolégicas brasileiras sdo atribuidas ao padre
José de Anchieta e a outros jesuitas. A influéncia européia teve inicio no Brasil com
a vinda dos primeiros padres, em 1579. Informes sobre a medicina jesuitica, nos
primeiros séculos da nossa colonizacdo, mostram a importancia das plantas como
medicamento (MARTINS et al., 2000; SILVA, 2004). A cultura e o uso das plantas
medicinais no Brasil pela populacdo ocorreram em geral no decorrer de geracoes,

por meio da passagem de conhecimentos adquiridos pelos antepassados.

Ha grande quantidade de plantas medicinais, em todas as partes do
mundo, em especial no Brasil, devido a grande biodiversidade existente, vém sendo
utilizada a milhares de anos para tratamento de inUmeras doencas, contudo, 0s
mecanismos na maioria das vezes sao desconhecidos. Assim o0 estudo desses
mecanismos e dos principios ativos (substancia ou conjunto delas que é responsavel
pelos efeitos terapéuticos) presentes nas plantas € uma das principais prioridades

na busca de novas alternativas terapéuticas para diversas patologias existentes.

4.6 PLANTAS MEDICINAIS E DIABETES

Vérias plantas e compostos derivados de plantas tém sido utilizados ha
muito tempo no tratamento do Diabetes, basicamente para controlar a glicemia dos
pacientes. Diferentes plantas tém sido a origem para o desenvolvimento de
medicamentos. E muitos farmacos disponiveis sao derivados direta ou indiretamente
destas fontes naturais (BONGIOLO, 2008).

Muito antes da descoberta da insulina, medicamentos tradicionais

extraidos de plantas ja eram utilizados para o controle do Diabetes (KEDAR;
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CHAKRABARTI, 1983). Alguns medicamentos atualmente utilizados, como a
metformina, no combate ao Diabetes tiveram como precursores produtos naturais.
As biguaninas foram introduzidas em 1957 para o tratamento do Diabetes tipo 2,
mas seu ancestral, Galega officinalis, rica em guanidina, a qual tem propriedades
antidiabéticas e significativos efeitos adversos, ja era utilizada desde a ldade Média
(BAILEY, 1992).

A investigacdo destes conhecimentos seculares, com o uso de plantas
com finalidades medicinais, por determinados grupos étnicos com o proposito de
oferecer elementos que possam favorecer a descoberta de novos medicamentos é,
entre outros, um dos objetivos da etnobotanica (ALBUQUERQUE, 2002), a qual
pode ser entendida como uma disciplina cientifica que se ocupa da inter-relacao
entre plantas e populacées humanas (ALBUQUERQUE, 1997).

4.7 GENERO Baccharis

O género Baccharis foi descrito por Linné em 1753, composto por mais de
400 espécies, com grande dispersao pela América Latina, principalmente no Brasil,
destacando os estados do Parana, Santa Catarina, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul
(BREMER, 1994). Cerca de 98% dos géneros sdo constituidos por plantas de
pequeno porte, sendo encontradas em todos os tipos de habitat, mas principalmente

nas regides tropicais montanhosas (JOLY, 1998).

No Brasil estdo descritas pelo menos 120 espécies de Baccharis, onde ja
foram realizados estudos quimicos e algumas ja obtiveram estudos com ensaios
bioldgicos (BARROSO et al., 2002; VERDI et al., 2005).

O género é tido como fonte de varios compostos, tais como:
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e flavondides (JARVIS et al., 1991). Os
flavondides juntamente com os diterpenos sdo 0s constituintes mais encontrados no
género Baccharis (EMERENCIANO, 2001). Sendo utilizados para varios males como
fonte terapéutica (JAKUPOVIC et al., 1990).

O estudo de espécies do género Baccharis tem mostrado grandes
avancos, devido ao seu elevado valor soOcio-econbmico e seu grande uso na

medicina caseira para o controle e tratamento de doencas. Utilizadas principalmente
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na forma de chas com indicacdes para males do estdmago, figado, anemias,
inflamacdes, diabetes, doencas na préstata, sendo também descritas como remédio
para o processo de desintoxicacdo do organismo (CORREIA, 1984; VERDI et al.,
2005).

Entre as espécies mais pesquisadas dentro do género Baccharis, quanto
a sua composicado quimica e atividade bioldgica, destacam-se: B. dracunculifolia, B.
megapotamica, B. incarum, B. trimera, B. trinervis, B. salicifolia, B. crispa, B.
coridifolia, B. grisebachii e B. tricuneata (VERDI et al., 2005).

4.7.1 Baccharis dracunculifolia

A planta medicinal Baccharis dracunculifolia, pertence a familia
Asteraceae que € 0 grupo sistematico mais numeroso dentro das Angiospermas,
compreendendo cerca de 1.100 géneros e 25.000 espécies, distribuidas em regides
tropicais, subtropicais e temperadas (BREMER, 1994; BARROSO et al., 2002). No
Brasil a familia estad representada por cerca de 180 géneros e 1.900 espécies
(BARROSO et al., 2002).

Sé&o plantas de aspecto extremamente variado, incluindo principalmente
pequenas ervas ou arbustos e raramente arvores. E uma planta didica com as
inflorescéncias masculinas e femininas, cujo arbusto cresce em quase todo o Brasil
(JOLY, 1998). As folhas apresentam formato lanceolado, com apice agudo, base
atenuada e nervura mediana aparente na face abaxial, caracterizadas como simples,
inteiras, alternas, sésseis, uninérveas, verdes e membranéceas, medindo de 1-2 cm
de comprimento e 3-4 mm de largura. O caule apresenta aspecto lenhoso e mede

aproximadamente 2 m de altura e 5 mm de diametro (BUDEL, 2004).

A espécie Baccharis dracunculifolia denominada coletivamente de
cargueja, é também popularmente conhecida como alecrim-do-campo, alecrim-de-
vassoura, vassourinha, vassoureira, vassoura, erva-de-sdo-jodo-maria, chilca, cilca e
suncho thola (TAKEDA; FARAGO, 2001). A B. dracunculifolia tem sido a fonte
botanica mais importante para producdo de prépolis verde, além de seus diferentes
extratos (MIDORIKAWA et al., 2001; PARK et al., 2002; KUMAZAWA et al., 2003)
para 0S quais, extratos e propolis, tém sido atribuidas inUmeras atividades

bioldgicas.
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4.7.2 Compostos de Baccharis dracunculifolia

Os diferentes extratos de Baccharis dracunculifolia j& estudados
apresentaram importantes tipos de compostos que foram utilizados em variados

ensaios biolégicos, buscando uma acao terapéutica eficaz.

Nos compostos fendlicos de B. dracunculifolia foi encontrada alta
proporcdo de Artepillin C e outros derivados do acido cinamico (ALENCAR et al.,
2005). A Artepillin C (acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico) foi também identificado em
extratos etanolicos, que continham concentracfes mais elevadas deste composto

em comparacao a outros constituintes quimicos (PARK et al., 2004).

A andlise do extrato mostrou ainda a presenca de germacreno-D,
biciclogermacreno, assim como derivados prenilados do acido coumarinico (LOAYZA
et al., 1995). Nos extratos aquosos da propolis de B. dracunculifolia e de partes da
planta observou-se a presenca do acido 3,4-di-O-4cido-cafeoilquinico, acido-3.5-di-
O-cafeoilquinico e o acido clorogénico. Além disso, 27 compostos incluindo os
diterpenos labdanicos, compostos prenilatedos, flavondides e outros fendlicos
isolados previamente da propolis, foram identificados também no extrato metandlico
de B. dracunculifolia (TEZUKA et al., 2003).

O diagnoéstico do extrato feito por Rezende (2007), por cromatografia
liguida de alta eficiéncia, permitiu a identificacdo dos compostos fendlicos: acido
cafeico, acido p-coumarico, éter de aromadendrina-4'-O-metil, acido 3-prenil-p-

coumarico, 3,5-diprenil-p-coumarico (artepilin C) e baccharina.

Silva Filho et al. (2004) por meio do fracionamento cromatografico das
folnas, usando diversas técnicas, isolou 0s compostos isosakuranetina,
aromadendrin-4'-metileter, acido feralico, acido diidrocinamico, 3-prenil-4-
(diidrocinnamoiloxi)-acido cinamico e friedelanol. Um sesquiterpeno novo,
baccharisketona, e um monoterpeno novo, acetato de p-metoxitimol, foram isolados

das folhas de B. dracunculifolia junto com dezessete compostos conhecidos.

A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia da composicao
quimica do extrato de B. dracunculifolia revelou a presenca principalmente de

derivados acidos e de flavondides cinamicos (LEMOS et al., 2007).
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Estudo realizado com espécies da familia Asteraceae, foram analisados a

presenca de variados constituintes quimicos, destacando os compostos encontrados

no extrato metandlico de Baccharis dracunculifolia (conforme Tabela 01).

Tabela 01 — Nome popular, parte usada, rendimento (p/p) e prospeccao quimica dos

extratos da familia Asteraceae.

Nome cientifico

Nome popular

Partes Rendimento

Classes de constituintes

qguimicos
usadas * (p/p)
Al Tr Es Sa Cu Fe Ta FI An
et S0, F L
Achillea millefolium Mil folhas F 9% + - + - - + -+ -
Sf;ccuhnaéts” folia Alecrim-do- mato F 11% - + - + o+ + o+ o+ -
Baccharis trimera Carqueja F 8% - - + - + o+ o+ -
Bidens segetum Picdo do mato F 10% - - + - - + o+ +
Bidens segetum Picdo do mato | 8% + o+ - - - + o+ +
Eupatorium laevigatum Camara F 13% - + - - + o+ o+ -
Galinsoga ciliata Picdo-branco F 12% - - - + o+ o+ -
Matricaria chamomilla Camomila F 8% - - - - + o+ o+ -
Vernonia condensata Boldo-da-Bahia F 18% - - + o+ - -
Taraxacum officinale Dente-de-ledo F 7% + - - + -+ -
3Partes usadas: F: folhas; I: inflorescéncias. "Classes de constituintes quimicos: Al - Alcaloides; Tr - Triterpenoides; Es -

Esteroides; Sa - Saponinas; Cu - Cumarinas; Fe - Fenois; Ta - Taninos; Fl - Flavonéides; An - Antraquinonas.

Fonte: Fabri et al. (2011, p. 185).

Sendo assim, observa-se, nos estudos realizados, que os diferentes e

inUmeros compostos ja identificados e descritos em pesquisas com B. dracunculifolia

corroboram para crescentes estudos de extratos da planta direcionados para a

busca de componentes ativos presentes na mesma que possam auxiliar no

tratamento de doencas cronicas.
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5 ESTUDOS REALIZADOS SOBRE O TEMA - ESTADO DA ARTE

A construcdo deste topico teve como propdésito central apresentar a
configuracdo do campo de pesquisa sobre estudos que se dedicaram a investigacao

da aplicacdo de plantas medicinais no tratamento de diferentes patologias.

Para tanto, as pesquisas cientificas descritas na sequéncia estdo
organizadas de acordo com os diversos aspectos abordados neste estudo,
distribuidas em dois eixos especificos, que séo: i) B. dracunculifolia na terapéutica

de doencas; e ii) Plantas medicinais como hipoglicemiantes.

5.1 ESTUDOS DE B. dracunculifolia NA TERAPEUTICA DE DOENCAS

Fabri et al. (2011) teve por objetivo averiguar a atividade antimicrobiana e
antioxidante in vitro de extratos metandlicos de plantas pertencentes a Asteraceae, a
maioria comumente utilizada na medicina tradicional. A prospec¢do quimica dos
extratos também foi realizada. Foi avaliada a atividade antimicrobiana e a atividade

antioxidante.

O resultados obtidos destacaram que o extrato da folha de Baccharis
dracunculifolia apresentou significativa atividade antimicrobiana para Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus cereus e Cryptococcus neoformans. Os extratos das folhas de
Bidens segetum e Matricaria chamomilla foram seletivos para Shigella sonnei e P.
aeruginosa. Ja as folhas de Acanthospermun australe e Baccharis trimera
apresentaram atividade significativa apenas para Candida albicans, enquanto as
folhas de Taraxacum officinale foram ativos contra ambas leveduras (FABRI et al.,
2011).

Em relagcdo a atividade antioxidante, os extratos das folhas de B.
dracunculifolia, T. officinale e das inflorescéncias de B. segetum apresentaram
significativa atividade antioxidante. A prospeccdo quimica dos extratos identificou
presenca de compostos como flavondides, terpenos e outros que podem ser
responsaveis pelas atividades observadas (FABRI et al., 2011).

Leitdo et al. (2004), realizou um estudo que teve por objetivo a utilizacdo

do extrato da folha de B. dracunculifolia e o extrato verde da prépolis, contra culturas
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de Streptococcus mutans. Ambos os extratos produziram efeito bacteriostatico em

culturas de Streptococcus mutans na concentracao de 0,40mg/mL.

Os resultados demonstraram que o extrato da folha de B. dracunculifolia e
0s extratos verdes da propolis tém efeitos inibitdrios similares nos fatores
cariogénicos de S. mutans, e permite sugerir que as folhas de B. dracunculifolia
pode ser uma fonte potencial de produtos farmacéuticos empregados para esta
finalidade (LEITAO et al., 2004).

Em outro estudo, Da Silva Filho et al. (2004) teve por objetivo a analise da
bioatividade da substancia tripanocida extraida de Baccharis dracunculifolia
(Asteraceae). O extrato de B. dracunculifolia, na concentracdo de 3,0mg/mL,
apresentou 100% de lise de formas tripomastigotas da cepa Y de Trypanosoma

cruzi.

O fracionamento cromatografico da folha, utilizando diversas técnicas,
proporcionando o isolamento dos compostos isosakuranetin (1), aromadendrin-4'-
methylether (2), Baccharis 6xido (3), acido ferualico (4), acido dihydrocinnamic (5), 3-
prenil-4-(dihydrocinnamoyloxy)-acido cinamico (6), e friedelanol (7). Compostos 1 e 3
foram os mais ativos no ensaio tripanocida, mostrando os valores CI50
(concentragdo inibitéria requerida para a inibicdo de 50%) de 247,6 e 249,8microM,
respectivamente. Compostos 2, 4, e 6 exibiram atividade moderada, enquanto os
compostos 5 e 7 foram inativos (DA SILVA FILHO et al., 2004).

Menezes (2005) avaliou a atividade anti-inflamatéria do extrato aquoso de
B. dracunculifolia, utilizando o modelo de pleurisia (inflamacdo das pleuras
pulmonares) induzida por zimozan em camundongos. O extrato bruto foi preparado a
partir de folhas secas e administrado na dose de 200mg/Kg por sonda gastrica em
camundongos fémea Balb/c, nos tempos de 1h e 5min antes da injecdo de 500ug de
zimosan na cavidade peritoneal. Apos 4h da inoculacdo do zimosan 0s animais
foram sacrificados e avaliados os leucécitos totais, diferenciais e extravasamento de

azul de Evans no liquido peritoneal.

De acordo com o autor o tratamento 5min antes da inoculacdo de
zimosan, foi capaz de inibir o acumulo de linfGcitos totais, e o acumulo especifico de
mononucleares, neutréfilos e eosindfilos, mas ndo foi capaz de inibir o

extravasamento de azul de Evans. Ja o tratamento de 1h antes do in6culo de
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zimosan foi capaz de inibir somente o acumulo de leucdcitos totais e o acumulo
especifico de neutroéfilos; ndo havendo inibicdo no acumulo de mononucleares,

eosinofilos e no extravasamento de azul de Evans (MENEZES, 2005).

Menezes (2005), conclui que o extrato bruto aquoso de B. dracunculifolia
possui atividade anti-inflamatéria, e € mais potente quando, concomitantemente,

administrado ao estimulo da inflamacé&o.

O estudo realizado por Fukuda et al. (2006), teve por objetivo analisar
compostos isolados do extrato etandlico de B. dracunculifolia na inativacdo da
atividade do crescimento dos compostos isolados contra células de leucemia (L
1210). Os resultados concluiram que trés terpenos fendlicos e cinco alcoois

sesquiterpénicos exibiram forte atividade citotoxica frente as células de leucemia.

Lemos et al. (2007), testou a propriedade anti-ulcerogénica do extrato
hidroalcoolico de partes aéreas B. dracunculifolia. A analise por HPLC da
composicdo quimica do extrato de B. dracunculifolia utilizada neste estudo
revelaram a presenca principalmente de derivados de &cido cinamico e de

flavonoides.

Doses de 50, 250 e 500mg/Kg de B. dracunculifolia extrato bruto e
controles positivos (omeprazol ou cimetidina) diminuiram significativamente o indice
de lesdo, a area total da lesdo e a porcentagem da lesdo em comparagdo com
grupos controle negativos. A porcentagem de inibicio da Ulcera foi
significativamente maior nos grupos tratados com B. dracunculifolia, cimetidina ou
omeprazol, com todos os protocolos utilizados, em comparagdo com grupos controle
negativos (LEMOS et al., 2007).

Em relacdo ao modelo de secrecao gastrica, as reducdes no volume de
suco gastrico e a acidez total foram observados, bem como um aumento no pH
géastrico. Embora mais investigagcfes sejam necessarias, 0s resultados sugerem que
B. dracunculifolia tem potencial para ser usado como fitoterapico para o tratamento
de Ulcera gastrica (LEMOS et al., 2007).
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5.2 ESTUDOS DE PLANTAS MEDICINAIS COMO HIPOGLICEMIANTES

O estudo de Lino et al. (2004), teve por objetivo o estudo dos extratos
aquoso, etandlico e hexanico de Bauhinia forficata em modelos de animais
diabéticos, induzidos por aloxano. Na inducdo do Diabetes a aloxana foi
administrada via peniana, na dose de 60mg/Kg. Apos 48h foi medido o nivel de
glicose sanguinea dos animais, e indice superior a 200mg/dL foram colocados no
grupo diabético. Os tratamentos foram realizados por 7 dias nas doses de 200mg/Kg

e 400mg/Kg, via gavagem.

Os resultados obtidos apontaram que o0 uso dos extratos aquoso,
etandlico e hexanico reduziram glicose, triglicérides, colesterol total e niveis de HDL-
colesterol. Demonstrando a validade do uso clinico de Bauhinia forficata no
tratamento de Diabetes Mellitus tipo 2 (LINO et al., 2004).

Kiss et al. (2005) objetivou no presente trabalho estudar a influéncia do
tratamento com Allium sativum, planta conhecida popularmente como alho, sobre
parametros bioquimicos em ratas com Diabetes grave, induzido por streptozotocina.
Para a inducdo do Diabetes nas ratas foi utilizado a streptozotocina intravenosa na
veia caudal, na dose de 4mg/Kg. Ap6s 8 dias mediu-se a glicemia dos animais,
quando o indice glicémico foi superior a 200mg/dL foram iniciados os tratamentos
com o extrato. Na preparacdo do extrato foram utilizados 40g de bulbos triturados
em 200mL de agua. O tratamento com a planta durou 28 dias, na dose de 200mg/Kg
e 400mg/Kg, via gavagem.

O extrato aquoso de Allium sativum (alho) em animais diabéticos tratados
na dose de 200mg/Kg ndo mostrou reducéo significativa da glicemia ao longo do
experimento. No entanto os animais tratados na dose de 400mg/Kg apresentaram
reducdo de 13% na glicemia. Ambas as dosagens apresentaram melhoras nos perfis
lipidicos, especialmente colesterol e LDL. O alho mostrou-se eficiente nas condi¢cfes
experimentais analisadas, podendo ser utilizado como terapia complementar em
pacientes diabéticos (KISS et al., 2005).

O estudo realizado por Oliveira (2005) teve por objetivo a analise dos

efeitos dos extratos e fragbes de Baccharis trimera e Syzygium cumini na glicemia
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de ratos diabéticos e ndo diabéticos. Extratos aquoso, etandlico e butandlico foram
avaliados.

A pesquisa demonstrou que nenhum dos extratos e fracdes nas doses de
(200 ou 2000mg/Kg) induziu qualquer efeito em administracdo aguda. No entanto os
extratos administrados durante sete dias diminuiram a glicemia de ratos nédo
diabéticos. Porém, este efeito estava associado com uma reducdo de entrada de
comida e peso de corpo e indica que este pode ndo ser um efeito hipoglicemiante
genuino (OLIVEIRA, 2005).

O tratamento com o extrato aquoso (2000mg/Kg) de B. trimera, durante
sete dias, reduziu a glicemia de animais diabéticos. Os resultados sugerem que
Baccharis trimera apresenta uma atividade antidiabética potencial (OLIVEIRA,
2005).

Em seu estudo Cavalli et al. (2007) teve como objetivo avaliar o potencial
hipoglicemiante, de extratos obtidos da raiz e folha de bardana, Arctium minus
(Asteraceae), em animais Diabéticos induzidos por aloxana. A inducdo do Diabetes
nos animais foi realizada por aloxana na dose de 42mg/Kg por via intravenosa na
veia caudal. Apds sete dias a glicemia foi mensurada, e animais que apresentaram
glicemia superior a 190mg/dL foram considerados diabéticos. O tratamento com o
extrato foi realizado nas doses de 200mg/Kg e 500mg/Kg, durante 21 dias, via

gavagem.

O estudo demonstrou que o extrato bruto de Arctium minus (bardana),
principalmente da raiz, diminuiu os niveis plasmaticos de glicose, com poténcia
semelhante ao medicamento sintético glibenclamida. Comprovando assim o

principio hipoglicemiante da planta (CAVALLI et al., 2007).
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6 MATERIAL E METODOS
6.1 ANIMAIS

Para o desenvolvimento da pesquisa foram utilizados 32 ratos machos,
albinos da linhagem Wistar. A formacao dos grupos ocorreu a partir da aquisicéo de
ratas prenhas no biotério da empresa TECPAR. Das ninhadas oriundas das ratas
foram separados os machos para serem utilizados no experimento. Os animais
foram acondicionados em local apropriado desde o nascimento até completarem 180
dias de vida, momento em que se iniciaram os tratamentos, com a administragéo do

extrato da planta em estudo.

Os animais foram mantidos em local com temperatura controlada, em
torno de 21 +/- 2°C, com fotoperiodo de 12 claro/1l 2 escuro, acondicionados em
gaiolas plasticas, com bebedouro de 800mL, sendo tratados com racdo Purina®
para roedores. A agua e a racdo foram fornecidas ad libitum durante todo o
experimento. No decorrer do estudo, semanalmente, medidas da evolucdo do peso
corporal, consumo de 4gua e consumo de racéo, foram realizadas para a verificacao

e acompanhamento do desenvolvimento dos animais.

6.2 INDUCAO DA OBESIDADE COM MSG

Os animais neonatos, pesando em torno de 7-8g, receberam injecéo de
glutamato monossaddico (MSG), durante cinco dias consecutivos (2°, 3°, 4°, 5° e 6°
dias), no dorso, via subcutanea, na dose de 4mg/g de peso corporal, para inducao
da obesidade (OLNEY, 1969).

Os Controles salina receberam injecdo de NaCl no dorso via subcutanea,
guando neonatos, na dose equimolar do MSG, durante 5 dias consecutivos (2°, 3°,
40, 5° e 6° dias).
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Figura 02 — Aplicagédo de MSG em ratos neonatos e Kit para administragdo MSG.

Fonte: A autora.

Figura 03 — Aplicacdo de SALINA em ratos neonatos e Kit para administracao
SALINA.

Fonte: A autora.

6.3 MATERIAL BOTANICO

A selecdo de espécies medicinais para investigacdo farmacologica pode
ser realizada por trés critérios de abordagem: randémica, a qual consiste em nao
utilizar quaisquer critérios para a selecédo de plantas, ou seja, elas sao investigadas
aleatoriamente sempre que houver disponibilidade de espécies; etnofarmacoldgica,
gue seleciona plantas de acordo com o uso terapéutico alegado por um determinado
grupo étnico; e quimiotaxondbmicamente ou filogenética, na qual sdo selecionadas
espécies de acordo com a ocorréncia de uma dada classe quimica de substancias
em um género ou familia, o que favorece a obtengcdo de substancias quimicas
conhecidas a partir de novas fontes ou de outras ainda ndo exploradas
(ELISABETSKY; MORAES, 1988).
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A escolha da planta selecionada para o estudo foi do tipo
guimiotaxondmica, em virtude de espécies do mesmo género ja terem sido

estudadas como hipoglicemiantes e terem apresentado resultados positivos.

A planta Baccharis dracunculifolia foi coletada durante o més de abril de
2011, na Universidade Estadual do Centro-Oeste — UNICENTRO, Campus Irati, nas
coordenadas 25°32°07.24” de latitude sul e 50°39'42.39” de longitude oeste. Foram
levadas para o Laboratorio de Bioquimica do Exercicio, localizado no mesmo

Campus, para iniciar o processo de preparacao do extrato.

A exsicata da planta foi depositada no Herbéario da Universidade Estadual
de Ponta Grossa — HUPG e registrada com o nimero 18173.

Figura 04 — Exemplares de Baccharis dracunculifolia.

Fonte: A autora.
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6.4 PREPARACAO DO EXTRATO

O processo de secagem da planta ocorreu de forma natural, em varais,
durante 10 dias. O emprego de material vegetal seco, devido a sua maior
estabilidade quimica, exige cuidados especiais, a fim de interromper 0s processos
metabdlicos que ocorrem mesmo apds a coleta da planta. A secagem tem por
finalidade a retirada de agua e com isso impedir reacdes de hidrélise e de
crescimento microbiano (MARTINS et al., 2000; SIMOES et al., 2010).

Na sequéncia, as plantas secas foram desfolhadas, moidas
(pulverizadas), peneiradas e acondicionadas em recipientes plasticos, para posterior

preparacdo do extrato.

A moagem tem por finalidade reduzir, mecanicamente o material vegetal
em fragmentos de pequenas dimensdes, preparando-o assim para a proxima etapa,
a extracdo. O aumento da area de contato entre o material sélido e o liquido extrator

torna mais eficiente a operacdo (SIMOES et al., 2010).

Concomitantemente, foi realizado o teste de umidade, que indica o teor de
umidade residual da amostra, e, por conseguinte, a concentracao de solvente a ser
adicionada. O método empregando foi de dessecacdo, descrito na Farmacopéia
Brasileira (1988), partindo de 4g de amostra pesada em placa de petri. A amostra foi
aguecida a 100°C durante 3 dias, apés este periodo pesou-se novamente. O valor
obtido entre a diferenca das pesagens foi considerado o teor de umidade residual da

amostra, neste caso foi em torno de 10%. O teste foi realizado em triplicata.

Apés este teste a planta foi submetida ao processo de extracdo por
agitacdo orbital. Foram feitas amostras utilizando 50g das folhas moidas para cada
220mL de metanol, que permaneceram por uma semana no agitador, totalizando
1100g de planta pulverizada. Posteriormente, a solugéo foi filtrada. O filtrado foi
entdo evaporado inicialmente em rotaevaporador a uma temperatura controlada (60°
C) e, em seguida, em banho maria (durante 3 dias) com temperatura de 37°C, para
retirada do solvente (metanol). Depois o extrato foi diluido em solucdo de "Tween
80" (veiculo) e agua destilada, na proporgédo 1/8. A diluicdo do extrato teve que ser
realizado com solucédo de “Tween” uma vez que o0 mesmo nao se diluiu em agua, tal

procedimento visa facilitar a administragdo nos animais via gavagem.
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Figura 05 — Exemplares de Baccharis dracunculifolia em processo de secagem e

pulverizacao.

Fonte: A autora.

Figura 06 — Teste de umidade da planta B. dracunculifolia.

Fonte: A autora.

Figura 07 — Agitacao orbital do extrato da planta B. dracunculifolia.

Fonte: A autora.



Figura 08 — Processo de filtragem do extrato da planta B. dracunculifolia.

Fonte: A autora.
6.5 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em 4 grupos compostos por 8 animais, com
acondicionamento de 4 animais por caixa. Os grupos foram divididos da seguinte
maneira: grupos CONTROLE (CS - Controle Salina e CP — Controle Planta) e
grupos MSG (MS — MSG Salina e MP — MSG Planta).

* CONTROLE (CS) — composto por 8 animais, com 180 dias de vida,
tratados com solucdo de “Tween 80" e agua destilada;

* CONTROLE (CP) — composto por 8 animais, com 180 dias de vida,
tratados com o extrato de B. dracunculifolia;

« MSG (MP) — composto por 7* animais, com 180 dias de vida, tratados

com o extrato de B. dracunculifolia; e

« MSG (MS) — composto por 6% animais, com 180 dias de vida, tratados

com solucéo de “Tween 80” e agua destilada.

Os animais foram mantidos em condicfes ideais no laboratério desde o
nascimento até o final dos experimentos. Quando atingiram 180 dias de vida foram
iniciados os tratamentos. Os grupos Controle (CS) e MSG (MS) receberam uma
solucdo com “Tween 80” em dose Unica diaria, por gavagem durante 30 dias. E os
animais dos grupos Controle (CP) e MSG (MP) receberam o extrato metandlico em

1 01 animal morreu durante o processo de gavagem.
2 2 animais morreram ainda neonatos, durante a aplicacao de MSG.



dose Unica diéria na dosagem de 400mg/Kg de peso corpoéreo, diluida em solucao
de “Tween 80” e agua destilada, por gavagem durante 30 dias.

O controle de peso dos animais foi realizado semanalmente, durante todo
0 experimento, com o auxilio de uma balanca digital. Foram oferecidos diariamente
em cada gaiola, 300g de racao, sendo verificado o consumo a partir da diferenca
entre a oferta inicial e a oferta final, do mesmo modo os animais recebiam 700mL de
agua diariamente, sendo o consumo verificado pela diferenca entre a oferta inicial e

a final.

Ao final dos tratamentos os animais, com 210 dias, foram sacrificados
sendo realizada coleta de sangue para andlise dos parametros bioquimicos, coleta
de rim e figado, retirada das gorduras (mesentérica, retroperitonial, periepididimal e
inguinal), além do isolamento de ilhotas pancreaticas.

Figura 09 — Esquema do protocolo experimental.

5 primeiros dias Adultos com Tratamento
Pés-nascimento 180 dias (30 dias)

Fonte: A autora.

6.6 ISOLAMENTO DE ILHOTAS PANCREATICAS

Apds o sacrificio realizou-se a laparotomia (abertura da cavidade
abdominal). Em seguida a porc¢ao final do ducto pancreatico foi fechada e a porcao
inicial canulada, para infusdo de 10mL de solugcéo tampao Hanks, pH7,4, contendo
colagenase (1lmg/mL) e albumina bovina fragéo V (0,1%). O pancreas perfundido foi

transferido para tubos falcon e incubados por 15 minutos em banho-maria a 37°C. A
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suspensao obtida foi filtrada e submetida a sucessivas lavagens e centrifugacdes
(1000rpm) em tamp&o Hanks, descartando-se o sobrenadante. Em seguida, as
ilhotas foram transferidas para placas de Petri e com auxilio de lupa e pipeta

realizou-se a contagem para posterior incubacéao.

6.7 INCUBACAO DAS ILHOTAS E SECRECAO DE INSULINA

As ilhotas previamente selecionadas foram transferidas em grupos de 4,
para poc¢os contendo 1mL de solucdo tampao Krebs Normal pH7,4, albumina (0,1%)
e glicose 5,6mM por 60 minutos, e mantidas, em pré-incubacgéo, em estufa contendo
mistura gasosa de O,/CO, (95/5%). Posteriormente, a solucdo de pré-incubacgéo foi
descartada e substituida pelas solucfes testes. A incubacao final consistiu de mais
60min onde foram analisados 4 grupos de animais, sendo controle salina (CS),
controle planta (CP), MSG salina (MS) e MSG planta (MP). Cada grupo foi testado
com trés concentracbes crescentes de glicose (5,6mM, 83mM e 16,7mM). As
aliquotas da incubacdo foram utilizadas para dosagem de insulina por

radioimunoensaio (RIE).

Figura 10 — Contagem das ilhotas pancreaticas feita em microscépio 6tico para
incubagéo em placas de cultura.

Fonte: A autora.
6.8 CARACTERIZAQAO DA OBESIDADE

Para a confirmacdo da eficacia do tratamento com MSG, foi avaliada a
obesidade através da determinacdo do indice de Lee — peso corporal*?

(g)/comprimento naso-anal (cm) e do peso relativo (g/100g de peso corporal) das
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gorduras mesentérica, retroperitonial, periepididimal e inguinal para avaliagdo do

acumulo de gorduras.

6.9 EVOLUCAO PONDERAL

Os animais foram pesados semanalmente, desde o 30° dia de vida até
completarem 210 dias, para avaliacdo da evolucao ponderal.

6.10 PERFIL LIPIDICO

Para a determinacdo do perfil lipidico os animais foram submetidos a
jejum de 12 horas e em seguida foram sacrificados para coleta de amostras de 2,0
mL de sangue, centrifugadas a 1000rpm. O soro foi separado e utilizado para as
determinacdes descritas a seguir, que foram realizadas pelo Kit Labtest diagndstica
S.A®

6.10.1 Determinacédo do Colesterol Sérico

A determinacdo do colesterol total foi realizada por método enzimatico,
utilizando-se aliquotas de 10uL de soro. Neste método o colesterol-oxidase catalisa
a oxidagcdo do colesterol produzindo o peroxido de hidrogénio. Este, por meio de
uma reacao oxidativa catalisada pela peroxidase, reage com a 4-aminoantipirina e
fenol produzindo a antipiriiguinonimina vermelha, cuja intensidade de cor é
proporcional a concentragdo de colesterol na amostra. Os resultados foram

expressos em mg/dL.

6.10.2 Determinagéo Sérica de HDL Colesterol

A determinacao foi realizada por método enzimatico, com aliquotas de

500uL de soro. Os resultados foram expressos em mg/dL.

6.10.3 Determinacao Sérica de LDL Colesterol

A partir das concentracdes séricas de HDL colesterol, determinadas
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utilizando-se método enzimatico e VLDL, foram calculadas as concentra¢fes de LDL
colesterol.

6.10.4 Determinacao Sérica de VLDL Colesterol

A partir da concentragdo sérica de triglicérides, determinada pelo método
enzimatico da glicerol-3-fosfato-oxidase, foram calculadas as concentragbes de
VLDL colesterol.

6.10.5 Determinacao de Triglicerideo Sérico

Os triglicerideos foram determinados pelo método enzimatico da glicerol-
3-fosfato-oxidase, utilizando-se aliquotas de 10uL de soro coletado. Neste método
os triglicerideos sofrem acao de lipases resultando na molécula de glicerol, e este &
posteriormente convertido a glicerol-3-fosfato. A glicerol-3-fosfato-oxidase catalisa a
oxidacdo do glicerol-3-fosfato produzindo o perdxido de hidrogénio. Este, por meio
de uma reacédo oxidativa catalisada pela peroxidase, reage com a 4-aminoantipirina
e fenol produzindo a antipirilguinonimina vermelha, cuja intensidade de cor é
proporcional a concentracdo de triglicerideos na amostra. Os resultados foram

expressos em mg/dL.

6.10.6 Determinagdo das Concentragfes Séricas de Glicose e Insulina

Apés centrifugacdo as aliquotas de soro foram utilizadas para dosagem
de glicose e insulina. A concentracdo de glicose sanguinea foi determinada pelo
método enzimatico-colorimétrico glicose-oxidase (Kit glicose E enziméatica). A

concentragéo de insulina foi determinada por radioimunoensaio (RIE).

6.11 COLETA DE RIM E FIGADO

Apoés o sacrificio foram realizadas coleta e pesagem do rim direito e do
figado de todos os animais, visando a analise comparativa das pesagens de tais
orgdos entre 0s grupos de animais obesos e controle.
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6.12 TESTE DE TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina (CL50)

A CL50 é obtida por analise de regressao linear e pode ser definida como
0 nivel de dose na qual morrem 50% dos tratados. A determinacdo da CL50, por
qualguer que seja a via selecionada para administracéo, servira de subsidio para a
escolha da dose eficaz 50% (DI STASI, 1996).

Para a realizacdo do teste de toxicidade da planta utilizada no estudo,
visando a seguranca da dose para os animais, foi realizado o teste com Artemia
salina. O ensaio com um microcrustaceo foi proposto como um substituto mais
barato e simples, para ensaios citotoxicolégicos com células (HOSTETTMANN;
QUEIROZ; VIEIRA, 2003).

O extrato bruto de B. dracunculifolia foram testados segundo a
metodologia de Meyer et al. (1982). Foram utilizadas 60mg do extrato bruto
dissolvidos em 30mL de metanol. As solugbes foram homogeneizadas e para o
volume final foram adicionados 5mL de solucao salina, obtendo-se concentracdes de
25, 50, 100, 150, 250, 500, 750 e 1000ug/mL (Figura 11).

As larvas de A. salina foram incubadas durante 24h sob iluminacao
artificial e temperatura controlada para eclodirem. Posteriormente foram transferidas
10 larvas para tubos de ensaio contendo solucdo salina (controle negativo),
dicromato de potassio 0,1% (controle positivo) e o0 extrato nas diferentes
concentracbes. Apds 24 e 48h contou-se 0s microcrustaceos mortos. A CL50 foi
obtida por meio do grafico da % de animais mortos em funcdo do logaritmo da dose

testada. O teste foi realizado em triplicata.

Para obtencdo dos valores de CL50 foi utilizada a analise PROBIT por
meio do software STATPLUS © 2007 (MELO, 2008).
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Figura 11 - Teste de toxicidade com Artemia salina. 1 — extrato de B.
dracunculifolia; 2 — pesagem extrato; 3 — solucdo de extrato e metanol; 4 — tubos de
ensaios com as concentracdes testadas; 5 — ovos de Artemia salina em processo de

eclosdo; 6 — ovos do microcustaceo Artemia Salina.

Fonte: A autora.
6.13 TESTE DE TOLERANCIA

Para a realizacdo do Teste de Tolerancia os animais foram mantidos em
jejum de 12 horas, posteriormente foi realizada a primeira coleta de uma gota de
sangue via veia caudal, correspondendo ao tempo (T0). Em seguida foi administrada
uma dose Unica de maltodextrina (1mg/Kg de peso corporal) por gavagem, sendo
coletadas amostras nos tempos 15, 30 e 60 minutos apds a administracao,
correspondendo a T15, T30 e T60. A glicemia foi determinada por meio do
glicosimetro de fitas (Accu chek-Advantage ©).
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Figura 12 — Caixa de contenc¢ao para animais, produzida para coleta de sangue.

Fonte: A autora.

6.14 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como meédia e erro padrdo da média
(epm), com a utilizacdo do programa estatistico Graphpad Prism na versédo 5.0 para
Windows. As andlises foram realizadas utilizando o teste ‘t” student, no caso de
comparacao de duas médias, ou analise de variancia (ANOVA) seguido do post test
de Bonferroni. O nivel de significancia aceitavel foi de p < 0,05.

51



7 ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados estédo organizados em um capitulo correspondente ao artigo cientifico:

Capitulo |

Andlise do extrato metandlico de Baccharis dracunculifolia em modelo de
animais obesos MSG
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Resumo

Nos ultimos anos o Diabetes vem ganhando grandes propor¢cdes, devido a
mudancas nos habitos de vida das pessoas, ma alimentacdo e sedentarismo, que
sao fatores centrais no desenvolvimento da doenca. Para tanto, varias espécies de
plantas vém sendo utilizadas etnofarmacologicamente ou em ensaios clinicos para
tratar e ou combater os sintomas do Diabetes Mellitus. O presente estudo utilizou o
extrato metandlico da planta Bracharis dracunculifolia (alecrim do campo),
pertencente a familia Asteraceae, com o0 objetivo de avaliar o efeito de sua
administracdo na obesidade hipotalamica em modelo de animais MSG. A
metodologia se baseou na preparagdo do extrato metabdlico de B. dracunculifolia,
por meio de processos de secagem, pulverizacdo, agitacdo orbital do extrato em
metanol, filtragem e rotaevaporacédo além do teste de toxicidade do extrato frente a
Artemia salina. Para a obtencdo de animais MSG, foram aplicados nos animais
ainda neonatos injecdo de glutamato monossodico (MSG), durante cinco dias
consecutivos, na dose de 4mg/g de peso corporal, para inducdo da obesidade. O
tratamento com o extrato metanolico foi realizado nos animais aos 180 dias de vida,
durante 30 dias. Foi avaliado o peso, consumo de 4gua e racdo durante todo o
experimento. E apds os animais terem sido sacrificados realizou-se o isolamento de
ilhotas pancreaticas, que foram incubadas em concentracdes crescentes de glicose
(5,6mM; 8,3mM; 16,7mM). Os resultados obtidos no estudo demonstraram baixa
toxicidade do extrato de B. dracunculifolia. Os animais MSG obtiveram inducdo da
obesidade comprovada pelo aumento do indice de Lee, e maior teor de gorduras
viscerais e subcutanea em relacdo aos controles. Os animais MSG apresentaram
menor peso, consumiram menos agua e menos racao e apresentaram intolerancia a
glicose. Os parametros bioquimicos ndo obtiveram diferencas significativas, com
excecao dos triglicerideos que apresentou-se maior nos animais MSG, néo tendo o
extrato conseguido restaurar este parametro. No isolamento de ilhotas pancreaticas,
0s animais MSG que receberam o extrato de B. dracunculifolia apresentaram uma
secrecdo significativa de insulina pelas ilhotas isoladas, ressaltando que na
concentracéo de 8,3mM e 16,7mM foi obtida maior secre¢ao de insulina. Conclui-se
que o extrato metandlico de B. dracunculifolia obteve efeito significativo da secrecao
de insulina, no isolamento de ilhotas pancreaticas, ressaltando os resultados obtidos
no grupo MSG (MP), que se apresentaram hiperinsulinémicos, devido a uma
possivel melhora do stress oxidativo, destacando-se o alto teor antioxidante
presente no extrato de B. dracunculifolia utilizado no estudo.

Palavras-chave: B. dracunculifolia, glutamato monossadico, ilhotas pancreaticas.
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Introducao

Nos Ultimos anos o Diabetes vem ganhando grandes proporgoes,
destacando-se como uma epidemia mundial (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2011). A mudanca nos héabitos de vida das pessoas, com o advento
de uma alimentacdo mais calérica e a falta da préatica de exercicios fisicos, sao
fatores centrais no desenvolvimento de estados patoldgicos dentre os quais destaca-

se o Diabetes.

Dados demonstram que o Diabetes € uma doenca fatal, mortalidade em
torno de 3 milhBes de pessoas a cada ano em todo o mundo, e grande morbidade,
devido a maior propensdo que o0s pacientes diabéticos tem em desenvolver
complicacbBes crbnicas, como cardiopatias, nefropatias, neuropatias e retinopatias
(PETERSEN; SHULMAN, 2006; OMS, 2011). Evidéncias experimentais e clinicas,
demonstram que as complicacdes advindas dos disturbios metabdlicos, provém

principalmente da hiperglicemia (RANG et al., 2004).

Existem no mundo cerca de 285 milhdes de pessoas diabéticas.
Aproximadamente 90% destas sdo acometidas pelo Diabetes Mellitus nao-insulino
dependente ou Diabetes tipo 2, estando o Brasil entre os 10 paises com mais casos
da doenca, em torno de 10 milhdes de pacientes. Estima-se que se a progressao da
doenca se mantiver, em 2030 havera uma prevaléncia de 435 milhdes de individuos
diabéticos, sendo a maioria localizada em paises em desenvolvimento (WILD et al.,
2004; SBD, 2011;).

Devido ao grande numero de casos, a doenca pode ser vista como um
problema de saude publica mundial, uma vez que causa um enorme 6nus aos cofres
publicos, em torno de 400 milh6es de dolares, advindos dos gastos com tratamento.
Conforme observaram Pinheiro et al. (2006) ressaltando que a incidéncia de
Diabetes Mellitus na atualidade atinge grandes proporc¢des, demandando um alto
custo tanto econdmico quanto social. Nesse sentido, atencdo especial tem sido
dispensada aos diferentes niveis preventivos da doenca. Para tanto, varias espécies
de plantas vém sendo utilizadas etnofarmacologicamente ou em ensaios clinicos

para tratar e ou combater os sintomas do Diabetes Mellitus (IVORRA, 1989).



Segundo Albuguerque (2002) o objetivo da etnofarmacologia € pesquisar
e verificar para qual propdsito as plantas medicinais sé@o utilizadas com a finalidade
de fornecer ferramentas que possam auxiliar na descoberta de novos farmacos,
podendo ainda contribuir com a melhoria da qualidade de vida da populacao,
auxiliando na busca de alternativas cada vez mais eficazes e promissoras para 0s
tratamentos de patologias que mais assolam a populacdo atualmente, como € o

caso do Diabetes.

A utilizacdo das plantas medicinais, para tratamentos de doencas, € uma
pratica muito antiga, sendo encontrada ao longo da histéria em todas as populagfes
mundiais e em diferentes grupos étnicos conhecidos. A partir deste uso popular é
que foram descobertos diversos medicamentos utilizados na medicina tradicional,
constituindo-se um importante recurso para a descoberta de novos farmacos
(MARTINS, 2000; BUSSMANN, 2009).

Com o passar do tempo tem ocorrido um enorme avango no ramo
cientifico envolvendo estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais na
busca de compostos com propriedades terapéuticas, visto que grande parte do
arsenal de vegetais disponivel para a descoberta de possivel utlizacdo medicinal,
ainda nao foi explorado (CHECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

No Brasil a populagdo tem um importante conhecimento etnobotanico e
etnofarmacologico em decorréncia da miscigenacdo do povo, decorrente dos
colonizadores e escravos vindos do oriente somados ao conhecimento indigena
local (FERREIRA, 2002). Tais observa¢fes populares em relacdo ao uso e a eficacia
de plantas medicinais contribuem de forma relevante para a divulgacdo das
propriedades terapéuticas dos vegetais, principalmente em virtude dos efeitos
medicinais que produzem (MACIEL et al., 2002).

Portanto, o contexto apresentado demonstra e reforca a importancia de
estudos com plantas medicinais com o objetivo de identificar substancias ativas,
ressaltando que o uso indiscriminado das plantas pela populacdo pode trazer riscos,
por isso € importante a realizacdo de testes de toxicidade na busca de uma
terapéutica eficaz, trazendo assim um maior conforto e melhor qualidade de vida aos

pacientes.
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Material e Métodos

Animais

Para o desenvolvimento da pesquisa foram utilizados 32 ratos machos,
albinos da linhagem Wistar. Os animais foram acondicionados em local apropriado
desde o0 nascimento até completarem 180 dias de vida, momento em que se

iniciaram os tratamentos, com a administracdo do extrato da planta em estudo.

Os animais foram mantidos em local com temperatura controlada, em
torno de 21 +/- 2C, com fotoperiodo de 12 claro/12 escuro, acondicionados em
gaiolas plasticas, com bebedouro de 800mL, sendo tratados com racdo Purina®
para roedores. A agua e a racdo foram fornecidas ad libitum durante todo o
experimento. No decorrer do estudo foram realizadas pesagens dos animais e da
racdo consumida por eles, além de medido o consumo de agua semanalmente para

verificacdo e acompanhamento do desenvolvimento dos animais.

Inducdo da obesidade com glutamato monossodico

Os animais neonatos, pesando em torno de 7-8g, receberam injecéo de
glutamato monossaddico (MSG), durante cinco dias consecutivos (2°, 3°, 4°, 5° e 6°
dias), no dorso, via subcutanea, na dose de 4mg/g de peso corporal, para inducao
da obesidade (RODRIGUEZ-SIERRA et al., 1980).

Os Controles salina receberam injecdo de NaCl no dorso via subcutanea,
guando neonatos, na dose equimolar do MSG, durante 5 dias consecutivos (2°, 3°,
4°, 5° e 6° dias).

Material Botanico

A escolha da planta selecionada para o estudo foi do tipo
guimiotaxondmica, em virtude de espécies do mesmo género ja terem sido

estudadas como hipoglicemiantes e terem apresentado resultados positivos.

A planta Baccharis dracunculifolia foi coletada durante o més de abril de
2011, na Universidade Estadual do Centro-Oeste — UNICENTRO, Campus Irati, nas

coordenadas 25°32'07.24” de latitude sul e 50°39'42.39” de longitude oeste. Foram
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levadas para o Laboratério de Bioquimica do Exercicio, localizado no mesmo

campus, para iniciar o processo de preparacéo do extrato.

A exsicata da planta foi depositada no Herbario da Universidade Estadual

de Ponta Grossa — HUPG e registrada com o numero 18173.

Preparacéo do extrato metandlico

O processo de secagem da planta ocorreu de forma natural, em varais,
durante 10 dias. Na sequéncia, as plantas secas foram desfolhadas, moidas
(pulverizadas), peneiradas e acondicionadas em recipientes plasticos, para posterior
preparacao do extrato.

Concomitantemente, foi realizado o teste de umidade, que indica o teor de
umidade residual da amostra, e, por conseguinte, a concentracao de solvente a ser
adicionada. O método empregando foi de dessecacdo, descrito na Farmacopéia
Brasileira (1988), partindo de 4g de amostra pesada em placa de petri. A amostra foi
aguecida a 100 graus durante 3 dias, ap0s este periodo pesou-se novamente. O
valor obtido entre a diferenca das pesagens foi considerado o teor de umidade
residual da amostra, neste caso foi em torno de 10%. O teste foi realizado em

triplicata.

ApoOs este teste a planta foi submetida ao processo de extracado por
agitacao orbital. Foram feitas amostras utilizando 50g das folhas moidas para cada
220mL de metanol, que permaneceram por uma semana no agitador, totalizando
1100g de planta pulverizada. Posteriormente, a solucéo foi filtrada. O filtrado foi
entdo evaporado inicialmente em rotaevaporador a uma temperatura controlada, e,
em seguida, em banho maria (durante 3 dias) com temperatura de 37 graus, para
retirada do solvente (metanol). Depois 0 extrato foi diluido em solucdo de "Tween
80" (veiculo) e agua destilada, na proporgédo 1/8. A diluicdo do extrato teve que ser
realizado com solucdo de “Tween” uma vez que 0 mesmo nao se diluiu em agua, tal

procedimento visa facilitar a administragdo nos animais via gavagem.

57



Protocolo Experimental

Os animais foram divididos em 4 grupos compostos por 8 animais, com
acondicionamento de 4 animais por caixa. Os grupos foram divididos da seguinte
maneira: CONTROLE (CS) — composto por 8 animais, com 180 dias de vida,
tratados com solucéo de “Tween 80” e 4gua destilada; CONTROLE (CP) — composto
por 8 animais, com 180 dias de vida, tratados com o extrato de B. dracunculifolia;
MSG (MP) — composto por 7° animais, com 180 dias de vida, tratados com o extrato
de B. dracunculifolia; e MSG (MS) — composto por 6* animais, com 180 dias de vida,

tratados com solucéo de “Tween 80” e agua destilada.

Os animais foram mantidos em condi¢des ideais no laboratério desde o
nascimento até a idade de 180 dias, quando foram iniciados os tratamentos. Os
grupos Controle (CS) e MSG (MS) receberam uma solugdo com “Tween 80" em
dose Unica diaria, por gavagem durante 30 dias. E os animais dos grupos Controle
(CP) e MSG (MP) receberam o extrato metandlico em dose Unica diaria na dosagem
de 400mg/Kg de peso corporeo, diluida em solucéo de “Tween 80” e agua destilada,

por gavagem durante 30 dias.

O controle de peso dos animais foi realizado semanalmente, durante todo
0 experimento, com o auxilio de uma balanca digital. Foram oferecidos diariamente
em cada gaiola, 300g de racéo, sendo verificado o consumo a partir da diferenca
entre a oferta inicial e a oferta final, do mesmo modo os animais recebiam 700mL de
agua diariamente, sendo o consumo verificado pela diferenga entre a oferta inicial e

a final.

Ao final dos tratamentos os animais com 210 dias, foram sacrificados
sendo realizada coleta de sangue para analise dos parametros bioquimicos, coleta
de rim e figado para confeccdo de laminas histolégicas, retirada das gorduras
(mesentérica, retroperitonial, periepididimal e ingnal), além do isolamento de ilhotas

pancreaticas.

j 01 animal morreu durante o processo de gavagem.
2 animais morreram ainda neonatos, durante a aplicagdo de MSG.
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Isolamento de ilhotas pancreaticas

ApoOs o sacrificio realizou-se a laparotomia (abertura da cavidade
abdominal). Em seguida a porcéo final do ducto pancreatico foi fechada e a porcéo
inicial canulada, para infuséo de 10 mL de solugédo tampé&o Hanks, pH 7,4, contendo
colagenase (1mg/mL) e albumina bovina fracéo V (0,1%). O pancreas perfundido foi
transferido para tubos falcon e incubados por 15 minutos em banho-maria a 37°C. A
suspensao obtida foi filtrada e submetida a sucessivas lavagens e centrifugacdes
(1000 rpm) em tamp&o Hanks, descartando-se o sobrenadante. Em seguida, as
ilhotas foram transferidas para placas de Petri e com auxilio de lupa e pipeta

realizou-se a contagem para posterior incubacéao.

Incubacéo das ilhotas e secregéo de insulina

As ilhotas previamente selecionadas foram transferidas em grupos de 4,
para pocos contendo 1 mL de solucdo tampdo Krebs Normal pH 7,4, albumina
(0,1%) e glicose 5,6 mM por 60 minutos, e mantidas, em pré-incubacao, em estufa
contendo mistura gasosa de O,/CO, (95/5%). Posteriormente, a solucdo de preé-
incubacdo foi descartada e substituida pelas solugdes testes. A incubacéo final
consistiu de mais 60min onde foram analisados 4 grupos de animais, sendo controle
salina (CS), controle planta (CP), MSG salina (MS) e MSG planta (MP). Cada grupo
foi testado com trés concentracdes crescentes de glicose (5,6 mM, 8,3 mM e 16,7
mM). As aliquotas da incubacdo foram utilizadas para dosagem de insulina por

radioimunoensaio (RIE).

Caracterizacdo da obesidade

Para a confirmacdo da eficacia do tratamento com MSG, foi avaliada a
obesidade através da determinacdo do Indice de Lee — peso corporall/3
(g)/lcomprimento naso-anal (cm) e do peso relativo (g/100g de peso corporal) das
gorduras mesentéricas, retroperitonial, periepididimal e inguinal para avaliacdo do

acumulo de gorduras.
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Evolucdo ponderal

Os animais foram pesados semanalmente, desde o 30° dia de vida até

completarem 210 dias, para avaliacdo da evolucao ponderal.

Perfil lipidico

Para a determinacdo do perfil lipidico os animais foram submetidos a
jejum de 12 horas e em seguida foram sacrificados para coleta de amostras de 2,0
mL de sangue, centrifugadas a 1000 rpm. O soro foi separado e utilizado para as
determinacdes descritas de: Colesterol Sérico; HDL Colesterol; LDL Colesterol;
VLDL Colesterol; Triglicerideo Sérico; Concentracdes Séricas de Glicose e Insulina,

que foram realizadas pelo Kit Labtest diagnéstica S.A ©.

Teste de toxidade frente a artemia salina (CI50)

A CL50 é obtida por analise de regressao linear e pode ser definida como
0 nivel de dose na qual morrem 50% dos tratados. A determinacdo da CL50, por
qualguer que seja a via selecionada para administracéo, servira de subsidio para a
escolha da dose eficaz 50% (DI STASI, 1996).

Para a realizacdo do teste de toxidade da planta utilizada no estudo,
visando a seguranca da dose para os animais, foi realizado o teste com Artemia
salina. O ensaio com um microcrustaceo foi proposto como um substituto mais
barato e simples, para ensaios citotoxicolégicos com células (HOSTETTMANN;
QUEIROZ; VIEIRA, 2003).

O extrato bruto de B. dracunculifolia foram testados segundo a
metodologia de Meyer et al. (1982). Foram utilizadas 60mg do extrato bruto
dissolvidos em 30mL de metanol. As solugbes foram homogeneizadas e para o
volume final foram adicionados 5mL de solucao salina, obtendo-se concentragdes de
25, 50, 100, 150, 250, 500, 750 e 1000 yg/ml (Figura 11).

As larvas de A. salina foram incubadas durante 24h sob iluminacéo
artificial e temperatura controlada para eclodirem. Posteriormente foram transferidas

10 larvas para tubos de ensaio contendo solugdo salina (controle negativo),
60



dicromato de potassio 0,1% (controle positivo) e o extrato nas diferentes
concentracbes. ApGs 24 e 48h contou-se 0s microcrustaceos mortos. A ClLsg foi
obtida por meio do grafico da % de animais mortos em funcéo do logaritmo da dose

testada. O teste foi realizado em triplicata.

Para obtencdo dos valores de CL50 foi utilizada a analise PROBIT por
meio do software STATPLUS® 2007 (MELO, 2008).

Teste de tolerancia

Para a realizacdo do Teste de Tolerancia os animais foram mantidos em
jejum de 12 horas, posteriormente foi realizada a primeira coleta de uma gota de
sangue via veia caudal, correspondendo ao tempo (T0). Em seguida foi administrada
uma dose Unica de maltodextrina (1 mg/Kg de peso corporal) por gavagem, sendo
coletadas amostras nos tempos 15, 30 e 60 minutos apds a administracao,
correspondendo a T15, T30 e T60. A glicemia foi determinada por meio do

glicosimetro de fitas (Accu chek-Advantage).

Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como média e erro padrdo da média
(epm), com a utilizacdo do programa estatistico Graphpad Prism na versao 5.0 para
Windows. As andlises foram realizadas utilizando o teste ‘t” student, no caso de
comparacao de duas meédias, ou analise de variancia (ANOVA) seguido do post test

de Bonferroni. O nivel de significancia aceitavel foi de p < 0,05.

Resultados

7.1 TESTE DE TOXICIDADE

Os resultados demonstraram que para 24 e 48 horas (1008,51ug/mL e
921,32ug/mL respectivamente), (Grafico 01 e Grafico 02) o extrato de Baccharis
dracunculifolia precisou de uma alta concentracdo para ser considerado letal. Por

outro lado, o controle positivo com dicromato de potassio, obteve alta toxicidade,
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matando muitos microcrustaceos no periodo de 24h (69,33ug/mL), (Grafico 03). No
periodo de 48h a estimativa da concentracdo letal foi negativa (-555,02ug/mL),
(Grafico 04) neste caso entende-se que uma minima concentracdo seria suficiente
para matar 50% dos organismos. A comparacdo realizada entre o extrato de
Baccharis dracuculifolia e dicromato de potassio em relacdo aos sobreviventes
(Grafico 05 e Gréfico 06), reafirma o que ja foi exposto acima, que a concentracao
letal de Baccharis precisa ser alta e a de dicromato baixa para matar grande

quantidade de microcrustaceos.

Esses resultados anuem com outros dados da literatura que demonstram
que a propolis de B. dracunculifolia apresenta uma toxicidade dependente da
concentracdo sobre células NIH-3T3 (linhagem celular estabelecida a partir de
culturas de embrides) de fibroblastos de ratos, assim como o extrato, 6leo e propolis
de B. dracunculifolia ndo mostraram atividade citotoxica contra células HEp2
(FUNARI, 2006; BUFALO, 2010).

Os resultados demonstram que o extrato de B. dracunculifolia apresenta
baixa toxicidade frente a Artemia salina, podendo ser utilizado com uma dose segura

em alta concentracdo em bioensaios in vitro e in vivo.

Grafico 01 - Curva concentracdo-resposta da mortalidade de Artemia salina ao
extrato metandlico de Baccharis dracunculifolia apés 24 horas. CL50 =

1008,51ug/mL (Analise de Regresséo Probit). CL — Concentracao letal.
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Fonte: Dados primarios do experimento.
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Grafico 02 — Curva concentracdo-resposta da mortalidade de Artemia salina ao
extrato metanolico de Baccharis dracunculifolia apos 48 horas. CL50 = 921,32ug/mL

(Analise de Regressao Probit). CL — Concentracao letal.
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Fonte: Dados primarios do experimento.

Gréfico 03 — Curva concentragdo-resposta da mortalidade de Artemia salina ao
dicromato de potassio (controle positivo) apés 24 horas. CL50 = 69,33ug/mL

(Andlise de Regresséao Probit). CL — Concentracéo letal.
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Fonte: Dados primarios do experimento.
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Grafico 04 — Curva concentracdo-resposta da mortalidade de Artemia salina ao

dicromato de potassio (controle positivo) ap6s 48 horas. CL50 = -555,02ug/mL
(Andlise de Regressao Probit). CL — Concentracéo letal.

'

Fonte: Dados primarios do experimento.

Grafico 05 — Curvas dose-resposta da sobrevivéncia de Artemia salina ao extrato

metanodlico de Baccharis dracunculifolia e dicromato de potassio (controle positivo)
apos 24 horas.
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Fonte: Dados primarios do experimento.
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Grafico 06 — Curvas dose-resposta da sobrevivéncia de Artemia salina ao extrato

metandlico de Baccharis dracunculifolia e dicromato de potassio (controle positivo)
apos 48 horas.
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Fonte: Dados primarios do experimento.

7.2 DETERMINACAO DO iNDICE DE LEE

O Indice de Lee foi obtido a partir dos dados de peso e comprimento
naso-anal dos animais, contidos no Grafico 07 (A e B). Os animais tratados com
glutamato monossaédico (MSG) apresentaram aumento significativo do indice de Lee

em relacdo aos animais controle (Grafico 07C), caracterizando a indugcdo da
obesidade nos animais MSG.

Os grupos MSG apresentaram um indice de Lee de 7% (MS) e 10% (MP)
maior em relagcdo aos animais controle da mesma idade. O tratamento com o extrato

metandlico de Baccharis dracunculifolia ndo promoveu reducdo do indice de Lee nos
animais tratados.
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Gréafico 07 — Peso final, comprimento naso-anal e Indice de Lee, dos grupos
Controle salina (CS), Controle planta (CP), MSG planta (MP) e MSG salina (MS).
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Os dados foram expressos como média £ epm. O numero de animais em cada grupo
varia de N= 6 — 8 para todos os grupos. Os graficos A e B representam os dados de
peso e comprimento naso-anal que foram utilizados para o calculo de indice de Lee,

grafico C, através da férmula [(peso corporal?

(g)/comprimento naso-anal (cm))]. Os
simbolos acima das barras indicam as diferencas estatisticas de p < 0,05 usando

ANOVA, com post test de Bonferroni. a=CS, b=CP, c=MP, d=MS.

Fonte: Dados primarios do experimento.
7.3 GORDURAS

Outro fator relacionado a caracterizacdo da obesidade diz respeito ao
peso relativo das gorduras presentes no organismo. Desse modo, observou-se a

partir dos resultados que os animais dos grupos MSG apresentaram aumento
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significativo do teor de gorduras viscerais e subcutanea, comparando-se ao

encontrado nos animais dos grupos controle (Grafico 08).

A analise dos dados ressalta um indice de significancia de 200% maior de
gorduras mesentéricas, encontradas nos grupos MSG, em relacdo aos controle. E
na comparacdo do teor de gordura periepididimal apresentou-se 100% maior
comparando-se o0s grupos CS e MSG, e 60% comparando CP e MSG. E a gordura
retroperitonial apresentou indice superior a 55% comparando CS e MSG, e 45%
comparando CP e MSG, e no teor de gordura subcutanea (inguinal) superior a 190%
comparando CP e MSG. O tratamento com o extrato metandlico de Baccharis
dracunculifolia ndo promoveu reducéo significativa do teor de gorduras dos animais
tratados, controle (CP) e MSG (MP).

Grafico 08 — Peso relativo das gorduras mesentérica, retroperitonial, periepididimal
e inguinal dos grupos Controle salina (CS), Controle planta (CP), MSG planta (MP) e
MSG salina (MS).
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Os dados foram expressos como média + epm. O nimero de animais em cada grupo
varia de N= 6 — 8 para todos os grupos. Os simbolos acima das barras indicam as
diferencas estatisticas de p < 0,05 usando ANOVA, com post test de Bonferroni.
a=CS, b=CP, c=MP, d=MS.

Fonte: Dados primérios do experimento.
7.4 EVOLUCAO PESO, AGUA E RACAO
7.4.1 Evolugao ponderal

O peso corporal dos animais durante as 27 semanas do experimento foi
diferenciado entre os grupos controle e MSG (Gréfico 09). Comparando a evolucao
de peso corporal entre os grupos de estudo foi apresentada uma diminui¢cédo
significativa de 20% no ganho de peso nos animais MSG em relacdo aos animais

controle.

Grafico 09 — Curva do ganho de peso e area sob a curva (AUC) dos grupos
Controle salina (CS), Controle planta (CP), MSG planta (MP) e MSG salina (MS).
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Os dados foram expressos como media £ epm. O numero de animais em cada grupo
varia de N= 6 — 8 para todos os grupos. Os simbolos acima das barras indicam as
diferencas estatisticas de p < 0,05 usando ANOVA, com post test de Bonferroni.
a=CS, b=CP, c=MP, d=MS. A medida foi realizada semanalmente a partir do 30° dia

de vida dos animais até o final do experimento com animais de 210 dias, total de 27
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semanas. A seta no grafico representa o inicio dos tratamentos, iniciado na 24%

seémana.

Fonte: Dados primarios do experimento.
7.4.2 Consumo de Ragéao

O consumo de ragdo obtido durante 27 semanas do experimento
apresentou diferenca significativa no consumo entre os animais controle e MSG.
Ressaltando que os animais controle (CS) apresentaram um consumo 8% maior em
relacdo ao MSG (MP) e de 9,66 % em relacdo ao grupo MSG (MS) (Gréfico 10).

Gréfico 10 — Consumo de ragdo dos grupos Controle salina (CS), Controle planta
(CP), MSG planta (MP) e MSG salina (MS).

n
=}
]
=
g

CS c,d
CP
MP
MS

=
o
1

b et

o
1

Consumo de Ragdo
(9/100g)
o =
g <

AUC consumo ragao

o
[=}

o
w
o

Trrrrrrrrrrrrrrrrrrrirr1
6 9 12 15 18 21 24 27 5
@]
SEMANAS

Os dados foram expressos como media £ epm. O numero de animais em cada grupo
varia de N= 6 — 8 para todos os grupos. Os simbolos acima das barras indicam as
diferencas estatisticas de p < 0,05 usando ANOVA, com post test de Bonferroni.
a=CS, b=CP, c=MP, d=MS. A medida foi realizada semanalmente a partir do 30° dia
de vida dos animais até o final do experimento com animais de 210 dias, total de 27
semanas. A seta no grafico representa o inicio dos tratamentos, iniciado na 242

seémana.
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Fonte: Dados primarios do experimento.
7.4.3 Consumo de Agua

O consumo de agua obtido durante 27 semanas do experimento
apresentou diferenca significativa no consumo entre os animais controle e MSG.
Ressaltando que os animais controle (CS) apresentaram um consumo de 16% maior
em relacdo ao MSG (MP) e o controle (CP) apresentou maior consumo (22%) em

comparacao com os grupos MSG (MP/MS) (Grafico 11).

Gréfico 11 — Consumo de agua dos grupos Controle salina (CS), Controle planta
(CP), MSG planta (MP) e MSG salina (MS).

31 -
cs 40

CP
MP
MS

304 a,b

bt

N
1

204

(mL/100g)

Consumo de Agua
[
1

[ 4L
AUC consumo agua

O+
0O 3 6 9 12 15 18 21 24 27
SEMANAS

Os dados foram expressos como media £ epm. O numero de animais em cada grupo
varia de N= 6 — 8 para todos os grupos. Os simbolos acima das barras indicam as
diferencas estatisticas de p < 0,05 usando ANOVA, com post test de Bonferroni.
a=CS, b=CP, c=MP, d=MS. A medida foi realizada semanalmente a partir do 30° dia
de vida dos animais até o final do experimento com animais de 210 dias, total de 27
semanas. A seta no grafico representa o inicio dos tratamentos, iniciado na 242

semana.

Fonte: Dados primarios do experimento.
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7.5 AVALIACAO DO TESTE DE TOLERANCIA

No teste de tolerancia a glicemia basal (TO) ndo diferiu entre os animais
controle (CS e CP) e os grupos MSG (MS e MP). O pico maximo ocorreu em T15, e
as concentracdes de glicose comecaram a decair ap0s este tempo. Pode-se
ressaltar que os animais MSG (MP) obteve aumento significativo da area sob a
curva da concentracdo de glicose na porcentagem de 7,64% em comparagcdo com o
controle (CS) e de 8,2% em relacdo a (CP). E os MSG (MS) apresentaram aumento
significativo de 5,5% na area sob a curva da concentracdo de glicose em relagéo a
(CP). O tratamento com o extrato de B. dracunculifolia ndo corrigiu esta alteracao
(Grafico 12A e Al).

Grafico 12 — Curvas glicémicas e area sob a curva (AUC) obtidas no Teste de
Tolerancia dos grupos Controle salina (CS), Controle planta (CP), MSG planta (MP)
e MSG salina (MS).
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Os dados foram expressos como média £ epm. O numero de animais em cada grupo
varia de N= 6 — 8 para todos os grupos. Os simbolos acima das barras indicam as
diferencas estatisticas de p < 0,05 usando ANOVA, com post test de Bonferroni.
a=CS, b=CP, c=MP, d=MS. A medida foi realizada ap6s 12h de jejum alimentar, nos
tempos T=0, T=15, T=30 e T=60.

Fonte: Dados primarios do experimento.
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7.6 SECRECAO DE INSULINA EM ILHOTAS PANCREATICAS ISOLADAS

Os dados apresentados (Grafico 13A) demonstraram que 0s animais
MSG (MS) secretaram mais insulina em comparacdo com 0s animais controle (CS),
apresentando aumento de 63% e 107% na secrec¢ao de insulina nas concentracdes
de glicose 5,6mM e 8,3Mm, e na concentracdo de 16,7mM mesmo n&o tendo sido

significativa observou-se alto nivel de secrecéo de insulina nos animais MS.

No Grafico 13B observa-se que a secrecédo de insulina foi crescente para
CP nas trés concentracoes de glicose analisadas, com significAncia nas maiores
concentracdes (8,3mM e 16,7mM). Contudo, o controle CS obteve menor secrecéo
de insulina pelas ilhotas pancreaticas que o controle CP nas menores concentracdes
(5,6mM e 8,3mM), apresentando na maior concentracdo (16,7mM), secrecdo mais

elevada de insulina pelas ilhotas comparando-se com os animais CP.

Na andlise do Grafico 13C, comparando os grupos MSG (MP/MS),
destaca-se um nivel elevado de secrecéo de insulina pelas ilhotas pancreéaticas nos
animais MP, em relacdo aos MS. Tendo obtido aumento significativo de 58% na
secrecdo de insulina na concentracdao de glicose 83mM e de 99,5% na
concentracdo de 16,7mM, com destaque para esta Ultima, que apresentou um
aumento de quase 100% na secrecao de insulina em comparacédo com o grupo MSG
gue nao recebeu o extrato (MS). Tendo o extrato de B. dracunculifolia apresentado
efeito significativo na secrecdo de insulina, nos animais obesos tratados com o

extrato em relacdo aos obesos néo tratados com o extrato.

Gréfico 13 — Avaliacdo da secrec¢éo de insulina em ilhotas pancreaticas isoladas dos
grupos Controle salina (CS), Controle planta (CP), MSG planta (MP) e MSG salina
(MS).
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Os dados foram expressos como média £ epm. O numero de animais em cada grupo
varia de N= 6 — 8 para todos os grupos. Os simbolos acima das barras indicam as
diferencas estatisticas de p < 0,05 usando teste ‘t” student. Cada grupo foi testado
com trés concentracdes crescentes de glicose (5,6mM, 8,3mM e 16,7mM). (A)*p<
0,05 CS vs MS; (B)* p< 0,05 CS vs CP; (C) *p< 0,05 MS vs MP.

Fonte: Dados primarios do experimento.

7.7 ANALISE DA PESAGEM DO RIM E FIGADO

Nas pesagens realizadas nos érgaos (rim e figado) dos animais controle e
MSG, percebe-se um aumento significativo no peso do rim e do figado nos animais

controle em relacdo aos animais MSG. Destaca-se (Tabela 02) que os rins dos
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grupos MSG (MS/MP) apresentaram peso 33% menor que 0S rins dos animais
controle (CS/CP). Os figados, por sua vez, pesaram 21% menos nos grupos MSG

(MS/MP) em comparacao aos animais controle (CS/CP).

Tabela 02 — Analise estatistica do peso do rim e figado dos grupos Controle salina
(CS), Controle planta (CP), MSG planta (MP) e MSG salina (MS). Representado pela

média = epm.

CS CP MP MS
Peso Rim
(9/100g) 0,003 +0,0%¢ 0,003 +0,0%¢ 0,002 +0,0*° 0,002 +0,0*°
Peso Figado
(9/1009) 0,028 + 0,003 0,028 + 0,001°° 0,022 +0,001%" 0,021 +0,002*"

Os dados foram expressos como meédia £ epm. O numero de animais em cada grupo
varia de N= 6 — 8 para todos os grupos. Os simbolos acima dos numeros indicam as
diferencas estatisticas de p < 0,05 usando ANOVA, com post test de Bonferroni.
a=CS, b=CP, c=MP, d=MS.

Fonte: Dados primarios do experimento.
7.8 PARAMETROS BIOQUiMICOS

Os dados dos parametros bioquimicos de colesterol total, HDL colesterol,
LDL colesterol, VLDL colesterol, glicemia, insulinemia e Indice Homa-IR,

apresentados nao obtiveram diferencgas significativas.

No entanto os triglicerideos apresentaram diferenca significativa entre os
grupos controle e MSG. Os dados demonstram que o indice de triglicerideos foi
62,3% e 67% maior nos animais MSG (MS) em relagdo aos controles (CS) e (CP),

respectivamente.

Tabela 03 — Parametros bioquimicos dos grupos Controle salina (CS), Controle
planta (CP), MSG planta (MP) e MSG salina (MS).

cS CP MP MS
Triglicérides 98,86 +7,21 ¢ 96 +5,22 ¢ 123,3+21,19 160,5 + 11,57 P
Colesterol total 97,88 + 6,29 94,63 + 4,47 88,71 +6,24 89,17 + 5,40

74



HDL-colesterol 34,25 £ 2,25 30,25+ 2,23 30,71+1,34 36,33 + 3,45
LDL-colesterol 41,18 £5,68 45,18 £4,72 34,03 £1,66 25,84 + 7,62
VLDL-colesterol 22,45 £ 2,95 19,20 £ 1,04 27,43 £ 7,65 32,10+2,31
Glicose 102,4 £ 4,09 118,4 £4,77 107,1 £5,99 112 £ 6,59
Insulina 2,82+0,86 2,93+0,5 3,19+ 1,74 267+1,16
indice HOMA (IR) 15,34 £ 6,07 21,63+2,44 17,02 £ 9,59 12,43 +£4,6

Os dados foram expressos como meédia £ epm. O numero de animais em cada grupo
varia de N= 6 — 8 para todos os grupos. Os simbolos acima dos numeros indicam as
diferencas estatisticas de p < 0,05 usando ANOVA, com post test de Bonferroni.
a=CS, b=CP, c=MP, d=MS. As medidas foram realizadas apdés 12h de jejum

alimentar. indice HOMA-IR, obtidos a partir das glicemias e insulinemias séricas.

Fonte: Dados primarios do experimento.
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8 DISCUSSAO

A obesidade que se encontra associada ao acumulo de gordura visceral,
que seria o principal fator de risco para o Diabetes tipo 2, caracteriza-se como
responsavel por desencadear alteracdes no perfil lipidico. Esta adiposidade
conduziria a um estado de resisténcia a insulina, caracterizada pela diminuicdo do
potencial do hormdnio insulina em inibir a producdo de glicose pelo figado e
estimular a captacdo de glicose pelo musculo e tecido adiposo (LEAHY, 2005;
WEISS et al., 2007).

No presente estudo utilizamos o modelo MSG, que em virtude da injecéo
do aminoacido glutamato monossodico desencadeia altera¢cdes neuroenddcrinas e
metabdlicas nos animais, 0 que ocasiona um déficit de peso corporal e alimentar
(HIRATA, 1997; PEREIRA, 2003). Corroborando, percebe-se uma reducao
significativa do peso corporal observado na evolu¢do ponderal dos animais MSG em
relacdo aos animais controle. Destaca-se significativa diferenca encontrada no peso
do rim e figado dos MSG, cujos 6rgaos foram menores comparando-se aos animais
controle. Tal fato se justifica, visto que os animais MSG, possuem déficit do
hormonio de crescimento, causando menor tamanho corporal e das suas estruturas
internas como um todo, culminando em animais de menor porte, em relacdo aos

animais controle.

Os animais MSG, como ja salientado, possuem disfuncbes que
ocasionam diversas alterag6es metabdlicas, como a maior saciedade, constatada no
menor consumo de agua e de comida em relacdo aos animais controle, analisado
durante todo o experimento. Confirmando a caracteristica dos animais MSG, que se
apresentam obesos, mesmo sendo normofagicos ou hipofagicos (VOLTERA et al.,
2007).

A caracterizacdo da obesidade foi confirmada por meio do indice de Lee e
do teor dos depositos de gorduras viscerais e subcutanea (inguinal). Em relacédo ao
Indice de Lee, calculado pelo peso corporal e comprimento naso-anal, foi maior nos
animais MSG em relagcdo aos controles, caracterizando a indugédo da obesidade

nestes animais, dado confirmado no estudo feito por Scomparim et al. (2009).

76



A elevacédo do teor de gorduras viscerais e subcutanea encontrada nos
animais MSG deste estudo corrobora com o perfil da obesidade nestes animais, que
tem como uma de suas caracteristicas o aumento do teor de massa adiposa, 0 que
levaria a um quadro de resisténcia a insulina, devido animais MSG terem a secrecao
do horménio de crescimento alterada, devido a acdo toxica desencadeada pelo
glutamato monossodico injetado nos animais neonatos (HIRATA, 1997; PEREIRA,
2003).

O aumento excessivo de gordura conduz ao estado de resisténcia a
insulina, muitas vezes desencadeando um quadro de Diabetes Mellitus tipo 2. Isto
ocorre principalmente devido a maior adiposidade visceral. Com o0 aumento da
massa adiposa, a lipélise aumenta, elevando o perfil lipidico deste tecido, o que gera
um aumento dos acidos graxos livres e aumento dos triglicérides (AGL) (TRIPATHI,
SRIVASTAVA, 2006). A partir da andalise dos dados, foi possivel observar nos
animais MSG, em relagdo aos animais controle, alteragdes do metabolismo de
lipoproteinas plasmaticas com indice significativo encontrado nos triglicerideos
elevados, ndo tendo conseguido o extrato restaurar os parametros lipidicos nos

animais MSG.

Fato confirmado pelo estudo de Ribeiro-Filho et al. (2006), ao evidenciar
que a adiposidade intra-abdominal é a que apresenta maior impacto sobre a
deterioracdo da sensibilidade a insulina. Desse modo, observa-se que o excesso de
adiposidade levaria a resisténcia a insulina, um estado metabdlico no qual
concentragdes fisioldgicas de insulina produzem menor reposta bioldgica, reduzindo
a captacdo de glicose em tecidos periféricos, acarretando no aumento da

gliconeogénese hepatica e na possivel inducdo de quadro de hiperglicemia.

A reducdo na sensibilidade a insulina em hepatoécitos, fibora muscular e
adipdcitos representa um estimulo para aumento na produgdo e secrecao
pancreatica de insulina com finalidade de manter a glicemia, dado que foi
confirmado em nosso estudo, haja vista que ndo foram encontradas alteracdes
glicémicas significativas entres os grupos. Um quadro de hiperglicemia cronica gera
uma hiperinsulinemia e até descompensac¢ao pancreatica total (exaustdo das células
B-pancreaticas), o que contribui para o aparecimento de Diabetes tipo 2 (RIBEIRO-
FILHO et al., 2006).
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A patofisiologia da insulino-resisténcia envolve uma rede complexa de
vias de sinalizacao intracelulares. Inicialmente a insulino-resisténcia € compensada
pelo aparecimento de hiperinsulinemia, durante a qual, a tolerancia a glicose é
preservada. A progressdo para uma intolerdncia a glicose ocorre sempre que a

resisténcia a insulina aumenta ou 0s mecanismos compensatorios de secrecao

insulinica se encontram reduzidos (LOPES, 2009).

Estudos indicam que os animais MSG além do acumulo de gordura
visceral apresentam-se com hiperinsulinemia, resisténcia a insulina e intolerancia a
glicose (HIRATA, 1997; PEREIRA, 2003). Ressalta-se que nos animais MSG em
comparagcdo com 0s controles, obteve-se resultados significativos na analise da
tolerancia a glicose, visto que animais MSG apresentaram intolerancia a glicose, que

poderia estar associada a hiperinsulinemia encontrada nos animais MSG.

Observou-se que o0s animais MSG apesar de nao apresentarem a
hiperglicemia cronica, possuem hiperinsulinemia e intolerancia a glicose, fato este
que poderiamos ressaltar como portadores de uma pré-diabétes, podendo
desencadear a patologia Diabetes com mais alguns meses de vida, o que demonstra
gue tal patologia pode funcionar no ensaio pré-clinico assim como no ser humano,
sendo desenvolvida na vida adulta, e o ndo cuidado com saude e alimentacdo

poderia levar a mesma a se instalar.

O Diabetes € considerado uma doenca crénico degenerativa, devido a
anormalidades enddcrinas ocorridas no pancreas, podendo ser ocasionado pela
secrecdo inadequada de insulina pelas células B-pancreéticas ou devido a defeitos
na acado da insulina, o que ocasiona resisténcia a insulina no organismo ou mesmo
pela associacao destes dois fatores (ENGELGAU et al., 2000; LOPES, 2009).

A secrecdo de insulina pelas células B-pancreaticas se da pela ativacao
das mesmas pela glicose (LOPES, 2009). As ilhotas pancreaticas dos animais foram
estimuladas a concentracbes crescentes de glicose. Os resultados encontrados
mostraram que 0s animais MSG em comparagdo com 0S animais controle
produziram indice elevado de insulina, confirmando que sdo animais tidos como
hiperinsulinémicos como nos estudos de Hirata (1997) e Pereira (2003). Quando

comparados os controles CS e CP, observou-se uma elevacédo crescente na
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producdo de insulina por CP. No entanto, na maior concentracao (16,7M) o grupo
CS obteve maior secrecgéo de insulina do que CP.

Em contrapartida comparando-se os grupos MSG (MP vs MS), observa-se
uma nitida diferenca na secrecédo de insulina, visto que o grupo MS apresenta uma
secrecéao visivelmente menor. Ressaltando que a secrecéo de insulina pelas ilhotas
pancreaticas, nos animais MP, tratados com o extrato metandlico de B.
dracunculifolia, apresentou nas concetracbes de glicose (8,3mM) indice
significativamente elevado, tendo apresentado um aumento de quase 100% na
secrecdo de insulina na maior concentracdo de glicose (16,7mM), em relacdo ao
grupo MS, nédo tendo apresentado diferenga significativa na menor concentracéo
(5,6mM).

Os resultados encontrados corroboram com os achados em demais
estudos realizados. Visto que no estudo com o extrato da planta medicinal
Sclerocarya birrea foi observado acdo direta do extrato nas células p-pancreaticas,
aumentando a secrecdo de insulina estimulada pela concentracdo de glicose.
Ressaltando que em células dos animas diabéticos controle e diabéticos que foram
tratados com a planta na concentragcdo de glicose basal de 2,8mM néo
apresentaram diferencas significativas na secrecdo entre 0S grupos, mas na
concentragcdo de 16,7mM de glicose a secrec¢do de insulina nas células, dos animais
diabeticos, tratadas com a planta obtiveram maior secrecdo (NDIFOSSAP et al.,
2010).

Assim como no estudo do extrato aquoso da planta Tabernanhte iboga no
isloamento de ilhotas pancreaticas foi analisado nas concentracdes de glicose
56mM, 8,3mM e 16,7mM. Os resultados obtidos indicaram que a secrecdo de
insulina foi significativa nas concentragdes de 8,3mM e 16,7mM, mas em presenca
do extrato de Tabernanhte iboga o efeito foi petencializado, tendo tido maior
secrecéo na concentracdo de 16,7mM. Estes efeitos sdo semelhantes aos dos bem
conhecido secretagogo de insulina, tais como sulfuniluréias (SOUZA; MBATCHI,
HERCHUELZ, 2010).

O efeito de um composto denominado Berberine (principal componente
ativo da erva chinesa Rhizoma coptidis) foi analisado na secrec¢éo de insulina pelas

ilhotas pancreéticas. O resultado demonstra que na concentracdo de 2,8mM nao
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houve diferanca significativa, na secrecdo das ilhotas, entre o0 composto e o controle.
E na concentragéo de 16,7mM observou um nitido aumento na secre¢éo de insulina
(WANG et al., 2008).

Em outro estudo foi demonstrado a influéncia do exercicio fisico na
secrecdo de insulina pelas ilhotas pancreaticas. Foi salinetado que o teor de insulina
nas ilhotas foi significativamente maior nos grupos que tiveram exercicio agudo e
treinado, do que os sedentarios. Na concentracdo baixa de glicose de 2,8mM nao foi
observada diferencas significativas entre os grupos sedentarios e com exercicio. No
entanto na concentragdo de 16,7mM os resultados ressaltaram que a secrecao de
insulina do grupo de sedentarios em repouso foi menor do que o grupo sedentario
que foi submetido ao exercicio agudo. E a secrecdo do grupo de animais treinados
agudamente foi menor que a secrecdo do grupo de animais com treinamento
adaptado (OLIVEIRA et al., 2010).

Os efeitos na elevagao da secrec¢ao de insulina mediada pelo aumento da
concentracdo de glicose, encontrados em nosso estudo com o extrato metandlico de
B. dracunculifolia, e confirmado em demais estudos realizados, poderia ter sido
potencializado agregando exercicio fisico nos animais e incubando as ilhotas

pancreaticas com o extrato.

Destacando que o extrato metandlico do estudo realizado com B.
dracunculifolia possui alta atividade antioxidante, com presenca de substancias
antioxidantes, tais como flavonoides e compostos fenodlicos, o que pode ter
propiciado o aumento na secrecdo de insulina nas ilhotas dos animais MSG que
foram tratados. O que foi salientado no estudo com o extrato da planta Oreocnide
integrifolia, que foi testada para a secre¢do de insulina dependente de glicose, as
células mostraram claramente efeitos estimulantes no extrato etanolico e extratos
metandlicos em concentragdo de glicose basal de 4,5mM. Ambos o0s extratos
mostraram a secrecdo de insulina aumentada na concentragdo de glicose de
16,7mM, com efeito maximo encontrado no extrato metandlico. A presente
investigacdo mostrou a presenca de fitoquimicos ativos no extrato metandlico e uma
rica mistura de flavondides. Assim, o estudo indica o potencial terapéutico de
flavondides como um secretagogo de insulina com significativo efeito
insulinomimeético e citoprotetor (ANSARULLAH et al., 2011).
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A atividadade antioxidante de B. dracunculifolia poderia estar relacionada
com os resultados encontrados na secrecéo diferenciada de insulina pelas ilhotas
pancreaticas encontradas nos animais MSG. Supondo que nos animais MS que nao
foram tratados com o extrato, poderia estar com um possivel desequilibrio na
producdo de moléculas reativas, chamadas de radicais livres. Tais radicais sdo
formados durante processos fisiolégicos de oxidacdo, podendo ser produzidos no

citoplasma, nas mitocdndrias ou nas membranas celulares.

Em condicbes fisiolégicas normais a geracdo de radicais livres é
proporcional a capacidade antioxidante da célula, mas quando ocorre um
desbalanco redox gerado pelo acumulo dessas espécies reativas ou pela deficiéncia
na capacidade antioxidante da célula leva ao chamado estresse oxidativo
(CERQUEIRA et al., 2007).

O estresse oxidativo pode resultar de situagcdes que aumentem a
producdo de radicais livres, diminuam os niveis de enzimas antioxidantes ou pela
instalacdo de ambos, simultaneamente (EVANS et al., 2002; FERREIRA et al.,
2011). Como consequéncia, este excesso de radicais livres no organismo,
ocasionaria um prejuizo na producdo de insulina, diminuindo a sintese deste
hormoénio, fato observado em nosso modelo MSG (MS) (EVANS et al.,, 2002;
FERREIRA et al., 2011).

O fato da secrecao de insulina pelas ilhotas pancreaticas ter tido uma
significativa elevacdo nos animais MSG (MP), em relagdo aos animais MS,
inicialmente nos remete que poderia ter ocorrido uma melhora no stress oxidativo.
Fato confirmado em estudos onde a andlise do tecido pancreatico de animais
diabéticos, induzidos por estreptozotocina, foi vericado alto indice de substancia
INOS, sugerindo stress oxidativo, que poderia ter levado a uma degeneracéo das
células B-pancredticas. ressaltando que nos animais diabéticos tratados com a
planta medicinal Camellia sinensis (cha-preto), foi observado menor indice de INOS
sugerindo a capacidade de cha preto para funcionar como um antioxidante contra
stress nitrosativo (MANIKANDAN et al., 2009).

Em outro estudo foi verificado que um componente encontrado na planta

medicinal Litsea coreana denomidado de quercetina, um flavonéide com
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propriedades antioxidantes, promoveu a regeneracdo das ilhotas pancreéticas,
exercendo assim efeitos beneficos antidiabéticos (YUN-XIA et al., 2010).

A planta Solanum torvum estimulou a secrecédo de insulina a partir da
regeneracdo das células  B-pancreaticas. A  potente atividade do
extrato pode ser atribuida a presenca de compostos fendlicos (GANDHI,
IGNACIMUTHU; PAULRAJ, 2011). Que encontram-se presentes em Baccharis
dracunculifolia. Estudos anteriores demonstraram também que estes compostos
fendlicos apresentam propriedades contra radicais livres com reducdo do estresse
oxidativo associada com Diabetes Mellitus (KUSIRISIN et al., 2009).

Ressaltando que existe grande possibilidade de alto teor de compostos
fendlicos (substancias antioxidantes) presentes no extrato metanolico utilizado,
devido a época da colheita da planta ter sido feita no més de abril, confirmado no
estudo de sazonalidade e presenca de compostos fendlicos em B. dracunculifolia,
onde os achados comprovaram bons resultados qualitativos e quantitativos para
estes compostos fendlicos (antioxidantes) na colheira realizada entre dezembro e
abril (SOUSA et al., 2009).

O stress oxidativo pode levar a ativacao de vias apoptéticas, acarretando
no desenvolvimento do Diabetes (MANDRUP-POULSEN, 2001; EVANS et al,
2002).

Os resultados apresentados além de sugerir uma melhora no stress
oxidativo pode estar ocorrendo também uma melhora na patologia da obesidade,
relacionada com diferenciagdo de adipdcitos, que se encontra prejudicada na
obesidade, desencadeando resisténcia a insulina. Estudo de Choi et al. (2011),
demonstram que o principio ativo Artepillin C estimula a diferenciagéo de adipocitos
aumentando o transporte de glicose nos adipocitos através da regulacao positiva na
expressao de GLUT-1 e GLUT-4. Visto que o extrato de B. dracunculifolia € rico em
compostos fendlicos, tais como Artepelin C, este efeito nos adipécitos poderia estar
ocorrendo nos animais MSG tratados com a planta (MP), auxiliando desta maneira
na diferenciacdo dos adipdcitos e assim promovendo melhora na captacdo de

glicose.e do quadro de obesidade.

Percebe-se a partir das analises realizadas, que pode ter ocorrido

melhora do stress oxidativo, que esta relacionado com os processos de sinalizacao
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celular e secrecdo de insulina. Indicando uma possivel alteracao fisioldgica,
melhorando o stress oxidativo tecidual, desencadeado pelo alto poder antioxidante
encontrado no extrato metandlico de Baccharis dracunculifolia, que poderia estar
tentando ultrapassar a barreira da resisténcia sendo produzida assim maior
quantidade de insulina, podendo indicar uma melhora no quadro da obesidade e pré-
diabetes dos animais do estudo.

Tendo em vista dados da literatura acerca da acao dos radicais livres nas
células B-pancreéticas, estas parecem estar sempre em um ténue limiar entre a
sinalizacdo da secregcao da insulina e o dano intracelular que induz o
desenvolvimento do Diabetes. Nesse sentido, o0 papel dos antioxidantes
intracelulares é de fundamental importancia para o controle da acéo de tais espécies
(EVANS et al., 2002).

Por outro lado, o sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico é
composto por moléculas de baixo peso molecular com capacidade de proteger
determinados alvos biolégicos contra a oxidacao. Tais moléculas podem ter origem
endodgena ou podem ser obtidas através da dieta. Estas moléculas antioxidantes

atuam na detoxificacao dos radicais livres (LOPES et al., 2008).

Neste contexto € importante esclarecer a definicdo de antioxidante, que
se refere a qualquer substancia que, quando presente em pequenas concentragdes
comparado com as do substrato oxidavel, atrasa ou inibe significativamente a

oxidacdo desse mesmo substrato (LOPES et al., 2008).

Diante disto, ressalta-se o uso de antioxidantes na dieta na busca de uma
prevencdo do acumulo de radicais livres nas células, para que o desbalanco redox
nao ocorra, mantendo a funcédo pancreatica e suas vias de sinalizacdo em ativacao

homeostatica.

Destacando o teste de toxicidade realizado com a B. dracunculifolia, que
visa a seguranca do uso de plantas medicinais na terapéutica de doencas.
Ressaltando a baixa toxicidade encontrada neste estudo para seu extrato
metandlico, e assim sua seguranca em testes pré-clinicos visando uma dose segura
e eficaz nos tratamentos realizados. Sendo a dosagem escolhida de 400mg/Kg
baseada em estudos realizados anteriormente e destacados no Estado da Arte.

Ressaltando que os resultados encontrados servem apenas de parametros para
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outros estudos na area, que tenham como base andlises das fracbes do extrato,
para que possam isolar a variedade de compostos presentes em B. dracunculifolia,
gue possa servir de base para descoberta de moléculas farmacoldgicas que visem

prevenir, reverter ou retardar o aparecimento de patologias.

Contudo, os resultados obtidos no estudo com animais obesos (MSG),
que se caracterizam por resisténcia a acao da insulina, assim como aumento de
tecido adiposo visceral, que € considerado prejudicial a saude sendo responsavel
por varios males, dentre eles o Diabetes, refletem a importancia de estudos que
visem a contemplar a busca de alternativas que possam auxiliar no tratamento do
Diabetes. Destacando que nossos dados mais relevantes estdo relacionados a
alteracdes na sinalizacéo da secrecdo de insulina nos animais MSG tratados com o
extrato de B. dracunculifolia, o que poderia estar prevenindo quadros de
hiperinsulinemia cronica associados a inumeras consequéncias danosas, como
obesidade e danos nas células B-pancreaticas envolvidos na patofisiologia da
obesidade e Diabetes do tipo 2.

Conclui-se que os resultados encontrados, ressaltando a hiperinsulinemia
encontrada nas ilhotas isoladas dos animais obesos que receberam o extrato de B.
dracunculifolia, remetem a uma possivel melhora do estress oxidativo devido ao alto
poder antioxidante atribuido ao extrato. Entretanto, a confirmagédo do mecanismo de
acao onde o extrato possa estar atuando nas células B-pancreaticas para promover
uma elevacdo na secrecdo de insulina, depende de investigacdes futuras mais

especificas.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

A patrtir da analise dos dados obtidos por meio do experimento, pode-se

concluir que:

* O extrato de B. dracunculifolia apresentou baixa toxicidade no teste com
Artemia salina, sendo seguro para ser utilizado em testes pré-clinicos e

clinicos;

* Nao foi encontrada diminuicéo significativa do perfil lipidico nos animais

obesos MSG tratados com o extrato;

* Os animais obesos apresentaram menor peso, consumiram menos agua e

menos racao e apresentaram intolerancia a glicose;

» Verificou-se maior teor de gorduras viscerais e gordura subcutanea, nos

animais obesos MSG em relagcédo aos animais controle; e

* No isolamento das ilhotas pancreaticas ressalta-se os resultados obtidos
no grupo MSG (MP), que se apresentaram hiperinsulinémicos, devido a

alta secrecao de insulina produzida nas ilhotas pancreaticas isoladas.
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