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EPIGRAFE

“Todas as substancias sdo venenos; ndo existe uma que néo o seja.

A dose correta diferencia um veneno de um medicamento”

Paracelsus (1493-1541)



RESUMO

Diabetes Mellitus € uma sindrome metabdlica caracterizada por hiperglicemia,
resultante da deficiéncia na producdo ou na acgdo da insulina no organismo.
Entretanto, muitos medicamentos utilizados no controle dessa doenca causam
varios efeitos adversos e colaterais indesejaveis, prejudicando assim a adesao ao
tratamento. Neste contexto, cresce a utilizagcdo popular de plantas com potencial
terapéutico, as quais vém sendo utilizadas cada vez mais como tratamento
alternativo para inuUmeras enfermidades, incluindo o diabetes. Portanto, este
estudo buscou avaliar a atividade hipoglicemiante e a toxidade do Extrato Bruto
Hidroetandlico de Calophyllum brasiliense Cambess (EBHECb) em ratos e
camundongos. Para determinacdo da toxidade aguda, utilizaram-se diferentes
doses do EBHECb (500, 1000 e 2000 mg/kg, v.0, dose Unica) por um periodo de
14 dias, enquanto que na toxidade sub-aguda administrou-se diariamente 500
mg/kg (v.0.) do EBHECD por um periodo de 30 dias. A inducdo do diabetes foi
realizada por aloxano (42 mg/kg, e.v.) sendo administrado uma dose diaria (500
mg/kg, v.0) de EBHECD por 30 dias, no qual avaliaram-se os parametros clinicos
e laboratoriais dos animais tratados e seus respectivos controles ao final de cada
atividade. Em relacdo a toxidade, os animais nao apresentaram nenhum sinal
significante que caracterizasse um possivel efeito téxico do extrato, quando
avaliados o0s sinais comportamentais e clinicos, percentual de morte,
desenvolvimento ponderal, ingestdo hidrica, consumo de racdo, analise
bioquimica e hematologica. Em relacdo a atividade hipoglicemiante, os animais
apresentaram sinais clinicos e laboratoriais compativeis com o diabetes. O grupo
tratado com o EBHECb apresentou diminuicdo no consumo de racéo,
estatisticamente significativa (p<0,01, teste Tukey) a partir do 10° dia, com
manutencdo do peso, apresentando entre o 15° e o 30° dia diferenca
estatisticamente significativa (p< 0,001) quando comparado ao grupo controle. Em
relacdo a ingestdo hidrica, os animais tratados com EBHECDb e Insulina reduziram
consideravelmente o consumo de agua apds 0S seus respectivos tratamentos,
apresentando resultados estatisticamente significativos (p<0,001). O grupo tratado
com EBHECDb apresentou também reducdo de 34,57% de excrecdo de urina e
média de 595,08+t26 mg/dL (p<0,001) de glicosuria, com reducdo de
aproximadamente 20% em relacdo ao grupo controle. Em relacdo a glicemia, o
grupo tratado com EBHECDb obteve reducdo de 18% nos niveis glicémicos,
apresentando significancia estatistica (p<0,01 e p<0,001) em relacdo ao grupo
controle. Portanto, o presente estudo sugere que o EBHECb €& um produto
promissor para utilizacdo por via oral, apresentando baixa toxidade e boa
atividade hipoglicemiante, necessitando de estudos que possam comprovar seus
mecanismos de acao.

Palavras chave: Extratos Vegetais. Diabetes Mellitus Experimental.
Hipoglicemiantes. Aloxano. Toxicologia.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus is a metabolic syndrome characterized by hyperglycemia
resulting from a deficit in production or action of insulin in the body. However,
many drugs used in controlling this disease cause various adverse and side
effects, impairing adherence to treatment. On this context, there is growing
popular use of plants with therapeutic potential, which have been used
increasingly as an alternative treatment for many diseases, including diabetes.
Therefore, this study aimed to evaluate the hypoglycemic activity and toxicity of
the Hydroethanolic Extract of Calophyllum brasiliense Gross Cambess (EBHECD)
in rats and mice. Activities toxicity were determined using different doses of
EBHECD (500, 1000 and 2000 mg/kg, p.o., single dose) for a period of 14 days,
whereas in sub- acute toxicity were administered daily to 500 mg/kg (v.0.) of
EBHECD for a period of 30 days. The induction of diabetes was performed by
alloxan (42 mg/kg, i.v.) being administered a daily dose (500 mg/kg, p.o.) of
EBHECD for 30 days, in which we assessed the clinical and laboratory parameters
of the treated animals and their respective controls at the end of each activity.
Regarding toxicity, animals showed no significant sign that featured a possible
toxic effect of the extract when evaluated the behavioral and clinical signs,
percentage of death, weight gain, water intake, food intake, biochemical and
hematological analysis. Regarding the hypoglycemic activity, the animals showed
clinical and laboratory signs consistent with diabetes. The group treated with
EBHECDb showed a decrease in feed intake, statistically significant (p<0.01, Tukey
test) from day 10, with weight maintenance, presenting statistically significant
difference (p<0.001) between the 15th and 30th day, when compared to the
control group. Regarding the water intake, animals treated with insulin and
EBHECDb considerably reduced water consumption after their respective
treatments, with statistically significant results (p<0.001). The group treated with
EBHECD also declined by 34.57 % urine excretion and glycosuria of 595.08+26
mg/dL (p<0.001), which represented a reduction of approximately 20 % when
compared to control group. Compared to glucose, the group treated with EBHECb
got 18% reduction in blood glucose levels, statistical significance (p<0.01 and
p<0.001) when compared to control group. Therefore, the present study suggests
that EBHECDb is a promising product for oral use, has low toxicity and good
hypoglycemic activity, requiring studies to prove their mechanisms of action.

Key words: Plant Extracts. Diabetes Mellitus, Experimental. Hypoglycemic
Agents. Alloxan. Toxicology.
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1 INTRODUCAO

Com o aumento da expectativa de vida da populagéo, vivenciada nos dias
atuais, tem-se observado um crescimento na incidéncia de doencas cronicas néo
transmissiveis, dentre elas, o Diabetes Mellitus-DM.

O DM é uma sindrome que interfere diretamente no metabolismo dos
carboidratos, gorduras e proteinas, resultante da deficiéncia na producédo de
insulina pelo pancreas ou pela redugdo da sensibilidade dos tecidos a mesma.
Esta pode ser evidenciada através de sintomas como hiperglicemia, glicosuria,
polidria, polifagia, polidipsia, dentre outros.

Sua incidéncia e prevaléncia em todo o mundo sédo alarmantes. Isso se
deve, além das caracteristicas metabdlicas ja citadas, a fatores genéticos,
nutricionais e a estilos de vida pouco saudaveis como sedentarismo, dieta
inadequada e obesidade.

O DM pode ser classificado, basicamente, em trés tipos. Além de suas
diferencas na sintomatologia e tratamento, eles se diferenciam pela caracteristica
da populacdo acometida, sendo que o DM tipo 1 geralmente ocorre em criangas e
adolescentes, o tipo 2 atinge principalmente a populagcédo entre 30 e 69 anos, e 0
DM gestacional que atinge mulheres no periodo da gravidez.

Entretanto, pode-se evidenciar, atualmente, a presenca de DM tipo 2
também em criancas, devido a obesidade e ao sedentarismo infantil, os quais
estdo diretamente relacionados a praticas de estilos de vida inadequados.

O DM é considerado um dos mais importantes problemas de saude
publica mundial, levando em consideracdo tanto o nimero de pessoas afetadas
guanto o indice de incapacitacdo e mortalidade, bem como os custos envolvidos
em seu tratamento.

A Sociedade Brasileira de Diabetes-SBD (2006) destaca que cerca de
194 milhdes de pessoas no mundo possuem DM, sendo que aproximadamente
50% destas pessoas desconhecem sua condicdo de portador da patologia, o que
torna esse grupo mais suscetivel a complicacdes inesperadas.

Segundo Wild (2004) ha uma grande probabilidade da quantidade de
pessoas com diabetes aumentar, podendo até duplicar essa estimativa até o ano

de 2030. No Brasil sdo cerca de seis milhbes de pessoas com DM, sendo
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responsavel por 4 milhdes de mortes por ano, representando 9% da mortalidade
total mundial (SBD, 2006).

Diante dessa realidade, faz-se necessério a busca de alternativas que
venham contribuir para o tratamento do DM, diminuindo assim os indices de
morbidade e mortalidade dessa doencga.

Mesmo com o avanco tecnoldgico e estudos inovadores, ainda nao se
obteve a cura para o DM, havendo apenas medicamentos que auxiliam no
controle de sinais e sintomas apresentados pela doenca. Esses medicamentos,
porém, promovem muitos efeitos colaterais e adversos, dificultando assim a
adesao das pessoas com DM ao tratamento adequado.

Portanto, torna-se frequente a procura por tratamentos alternativos que
possam auxiliar no controle dos sinais e sintomas apresentados pelo diabetes.
Dentre os tratamentos alternativos utilizados pela populacdo, o mais comum é a
utilizacdo de plantas medicinais.

Embora a area da saude moderna esteja se desenvolvendo na maioria do
mundo, grande parte da populacdo mundial, em especial dos paises em
desenvolvimento, depende do saber tradicional para sua atencdo primaria,
utilizando-se principalmente das plantas medicinais ou de suas preparacoes.

Além disso, estudos diversos sao realizados por grupos de pesquisas
nacionais e internacionais com o objetivo de desvendar novos agentes
farmacologicamente ativos, obtidos de plantas, sendo este fator primordial para a
descoberta de muitas drogas.

Assim, a fitoterapia € um método utilizado por muitas pessoas,
principalmente da regido amazonica, como uma fonte de facil aquisicdo e baixo
custo no tratamento de varias enfermidades, dentre elas o DM.

Os pacientes portadores do DM buscam através das plantas medicinais e
dos fitoterapicos tratamentos alternativos que visam minimizar as complicacdes
ocasionadas pela doenca e evitar os efeitos colaterais apresentados pelos
medicamentos sintéticos disponiveis atualmente.

A utilizacdo de plantas para fins medicinais € uma préatica antiga.
Entretanto, estima-se que a maioria das plantas utilizadas na medicina popular
ainda ndo possuem comprovacao cientifica relacionada aos seus componentes

guimicos, acdes farmacoldgicas e suas reais indicacoes.
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Apesar de suas propriedades terapéuticas, das quais muitas ainda sao
desconhecidas pela comunidade cientifica, as plantas medicinais podem causar
efeitos toxicos que podem levar a graves danos a saude se utilizadas de maneira
inadequada.

Assim, observa-se que, mesmo com a revolucdo técnico-cientifica
vivenciada atualmente, estes ndo sédo suficientes para eliminar a presenca de
crencas e praticas populares vinculadas a tradicbes que sdo passadas entre
geracoes.

Pode-se dizer que, no Brasil, a utilizagcdo de plantas medicinais para o
tratamento de enfermidades esta arraigada as culturas indigena, negra e dos
imigrantes europeus. Por muito tempo tal procedimento representou a principal
forma de cura, especialmente entre a populagao rural.

De acordo com o cenario nacional, no que se refere ao uso de plantas
medicinais no cuidado com a saude humana, a regido norte do pais se destaca
por possuir uma ampla biodiversidade, tendo em vista sua insercdo na regiao
amazonica, a qual possui um banco biologico diversificado e especifico desta
localidade.

No estado do Amapa, o uso das plantas medicinais sempre foi pratica
costumeira da maioria da populacdo, em especial nos municipios do interior do
estado, nos quais a assisténcia a saude é precéria.

Dentre os grupos de plantas utilizadas para amenizar os diversos sinais e
sintomas, assim como a cura de diversas doencas, destacam-se as
hipoglicemiantes, as quais sado utilizadas como coadjuvantes no tratamento da
DM.

No Brasil, existem muitas plantas com acao hipoglicemiantes oferecendo,
assim, potencial para a pesquisa cientifica com o objetivo de validar o seu uso
com efichcia e seguranca. Atualmente, estudos sobre novas drogas
hipoglicemiantes vém sendo realizado, com enfoque especial nas plantas
utilizadas na medicina popular.

Muitas sdo as espécies vegetais utilizadas pela populacdo como
tratamento terapéutico alternativo para o controle do DM, dentre as quais se
encontra a espécie vegetal Calophyllum brasiliense Cambess., popularmente

conhecida como jacareuba.
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Assim, a Calophyllum brasiliense é uma das mais variadas espécies de
plantas utilizadas pela populagdo para auxiliar no controle dos sinais e sintomas
do DM, principalmente referentes a hiperglicemia.

Esta espécie pode ser encontrada de forma espontdnea em toda a
America Latina, havendo uma maior predominéncia da espécie em regides como
a Amazonia e a Mata Atlantica.

A arvore € muito utilizada pela inddstria madeireira para a confeccao de
maoveis e madeira, assim como para a confeccdo de papel. Na medicina popular é
utiizada no tratamento de diversas doencas gastrintestinais, respiratorias,
inflamatodrias e doencas crbnicas ndo transmissiveis, como a hipertensdo e o
diabetes.

Diversos estudos, muitos citados no decorrer deste trabalho, tém sido
realizados com o objetivo de comprovar suas acdes terapéuticas. Seus efeitos
farmacologicos estdo sendo atribuidos aos mais diversos tipos de compostos
guimicos, existentes nessa espécie, 0S quais possuem bioatividade em um
organismo Vivo.

Entretanto, faz-se necessario a realizacdo de investigacdes que possam
comprovar suas atividades farmacoldgicas e toxicologicas, para que se possa
fazer uso de suas propriedades terapéuticas sem risco de comprometimento a
saude.

Neste sentido, a proposta deste estudo foi avaliar a atividade téxica e
hipoglicémica do Extrato Bruto Hidroetandlico de Calophyllum brasiliense
(EBHECDb) em modelos in vivo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Diabetes Mellitus e sua ocorréncia no contexto global

O Diabetes Mellitus—DM ¢é definido como uma disfuncédo crénica que
ocorre no metabolismo dos carboidratos, proteinas e lipidios, sendo
caracterizado, principalmente, pelo alto indice de aclucar no sangue
(hiperglicemia) e pela presenca de agucar na urina (glicosuria), resultante da falta
de insulina ou incapacidade desta em exercer adequadamente seus efeitos nos
tecidos alvos (BRASIL, 2001; LIMA, 2004).

O aspecto caracteristico do DM é a hiperglicemia, que se constitui em
reflexo da deterioragdo na utilizagdo dos carboidratos (glicose) em virtude de
resposta defeituosa ou deficiente a secre¢do de insulina (NEGRI, 2005).

O mecanismos homeostaticos mantém os niveis de glicose sanguinea
dentro de uma faixa estreita de 4,5- 5,5 mM/I. Este controle é realizado
por modulagdo hormonal, sendo, basicamente, dois os horménios
reguladores: glucagon que é o horménio responsavel pelo estimulo da
gliconeogénese pelo figado nos periodos de jejum e a insulina, o
horménio que estimula a captacdo e a utilizacdo da glicose pelos

musculos esqueléticos, musculo cardiaco e adipdcitos, apds a ingestao
de alimentos ricos em carboidratos (ROCHA et al., 2006).

As células do pancreas ou llhotas de Langerhans sé@o responsaveis por
produzir os hormonios peptideos glucagon, insulina e somatostatina. A insulina &
armazenada e secretada pelas células beta, o glucagon pelas células alfa e a
somatostatina pelas células delta, todas localizadas nas Ilhotas de Langerhans
(LEHNIGER; NELSON; COX, 2007).

Segundo Guyton e Hall (2008) quando a homeostase do metabolismo dos
carboidratos e lipideos encontra-se desregulada, significa que a insulina ndo esta
atuando corretamente. A consequéncia da atuacdo inadequada de insulina € o
aumento dos niveis de glicose na corrente sanguinea.

A hiperglicemia crbnica, presente no diabetes, esta associada ao periodo
de exposicdo da pessoa a doenca, ocasionando danos a diversos 0Orgaos,
especialmente os olhos, rins, nervos, coracdo e vasos sanguineos (American
Diabetes Association—ADA (ADA, 2011).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes—SBD (2006), o DM
pode ser classificado em dois tipos: o tipo 1 onde ocorre auséncia ou diminuicdo

da secrecdo da insulina pelas células beta das llhotas de Langerhans do
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pancreas, ocasionadas por fatores hereditarios, destruicdo das células beta por
auto-anticorpos ou ainda por destruicdo viral, e o tipo 2 que resulta de graus
variados de resisténcia a insulina e da deficiéncia relativa de secregéo de insulina
pelo pancreas.

Segundo a ADA (2011), h4 também outros tipos de DM, decorrentes de
defeitos genéticos associados com outras doencas ou com uso de farmacos
diabetogénicos, além do DM gestacional, a qual se caracteriza pela diminuicao da
tolerancia a glicose, diagnosticada pela primeira vez na gestag¢do, podendo ou
nao persistir apos o parto.

A SBD (2006) considera que fator de risco significa maior chance de
desenvolver a doenca. Sendo assim, os fatores de risco que levam a pessoa
desenvolver o DM podem estar relacionados ao histérico familiar de diabetes,
raca/etnia, idade acima de 45 anos, hipertensao, colesterol, histéria de diabetes
gestacional, assim como estilos de vida inadequados, que podem levar ao
sobrepeso e sedentarismo (SMELTZER; BARE, 2008).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude—OMS (2004), a cada ano 3,2
milhdes de mortes sdo atribuidas ao diabetes. Assim, pode-se dizer que o
diabetes se tornou uma pandemia, pois pesquisas afirmam que mais de 194
milhdes de pessoas possuem diabetes no mundo, sendo que 50% destas
pessoas desconhecem sua condi¢do de portador dessa patologia, tornando esse
grupo mais suscetivel a complicacdes inesperadas. Além disso, ha perspectivas
de que essa quantidade ird dobrar até o ano de 2025 (SBD, 2006; NEGRI, 2005).

Em relacdo as américas, estudos realizados por Sartorelli e Franco (2003)
estimam que no ano de 2025 serdo 64 milhdes de pessoas com diabetes. Sendo
gue pesquisas ja apontam que o Brasil ocupa o oitavo lugar na escala mundial de
pessoas com DM do tipo 2, com aproximadamente 6,2 milhdes de diabéticos, e
estima-se que para o ano de 2025, este niumero alcance 12 milh6es de pessoas
com DM (BRASIL, 2001).

No ambito nacional, as cidades das regides sul e sudeste, que
apresentam o maior desenvolvimento econémico do pais, apresentam também
maiores prevaléncias de DM e de tolerancia a glicose diminuida (SARTORELLI,
FRANCO, 2003). Os mesmos autores ainda comentam que no Brasil, tem-se

observado um crescente numero nas hospitalizacbes por diabetes, em
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propor¢cbes superiores as hospitalizacbes por outras causas, o que de certa
forma, traduz o aumento na sua prevaléncia.

Estudos realizados na regido norte mostram que o DM foi responsavel por
7.086 interna¢cBes no ano de 2007, sendo que o estado do Para apresentou uma
parcela significativa de 48% dos internados (BRASIL, 2008).

Em relacdo ao estado do Amap4, de posse dos dados do Sistema de
Cadastramento e Acompanhamento de Hipertensos e Diabéticos, nos periodos de
janeiro de 1999 até abril de 2008, foram diagnosticados 2.764 casos de DM,
destes 947 compreendem o sexo masculino e 1817 compreendem o feminino,
sendo que neste periodo foi 0 estado que teve menos internagbes quando
comparado aos outros estados brasileiros, apresentando apenas 229 casos
(BRASIL, 2001).

Segundo Smeltzer e Bare (2008), a prevaléncia do DM diagnosticado
aumentou em todos 0s grupos etarios, no periodo de 1980 a 2002. A faixa etaria
de 65 a 74 anos exibia a mais elevada prevaléncia, seguida de pessoas com 75
anos ou mais. Os mesmos autores ainda citam que idosos acima de 65 anos
correspondem a 50% das ocorréncias, sendo evidenciado principalmente nos
paises desenvolvidos.

No Brasil, os altos indices de Obitos causados por doencas cronicas
decorrem do estagio atual da transicdo demografico/epidemiolégica pela qual
passa a populacdo brasileira, resultando no envelhecimento populacional
(MARTINS et al., 2007). Tais mudancas permitem que aspirem vida mais longa,
sem preocupacdo com limitacdes, incapacidades e dependéncias, proprias do
envelhecimento (FARDO; CREUTZBERG; SILVA, 2005).

Burisch e Bradley (1983); Ferraz (1995); Newbern e Collier (1990),
relatam que, de modo geral, a doenca cronica tem seu inicio geralmente insidioso,
duracdo longa e indefinida, perdurando, muitas vezes, para o resto da vida, e
apresenta algumas caracteristicas que impdem limitacbes as capacidades
funcionais do individuo.

Dentre as complicacfes decorrentes do mau controle metabélico do DM,
destacam-se: a retinopatia, a neuropatia e a cardiopatia, as quais oneram 0
sistema de saude resultando em um alto custo social (GROSS et al., 2000;
INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION- IDF, 1999).
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Além dos custos hospitalares, devem-se levar em consideracdo o0s
aspectos envolvendo custos sociais, como licencas para tratamento,
aposentadorias precoces quase sempre resultantes de amputacdes, acidentes
vasculares cerebrais, complica¢fes tardias, cegueira, insuficiéncia renal, além da
perda da renda do individuo, se ele tiver sua capacidade de trabalho
comprometida por conta do DM, repercutindo negativamente nos planos pessoal
e familiar e na qualidade de vida deste individuo (LESSA; POUSADA, 1988).

Segundo Gross et al. (2000), essa enfermidade representa um
consideravel encargo econbémico ao individuo e a sociedade, especialmente
guando mal controlada, sendo a maior parte dos custos diretos de seu tratamento
relacionado as suas complicacdes, que diminuem a produtividade, a qualidade de
vida e sobrevida dos individuos.

Diante dessa realidade, faz-se necessario a busca de novas alternativas
para o tratamento do DM. Atualmente, estudos sobre novas drogas
hipoglicemiantes vém sendo realizados, com enfoque especial nas plantas

utilizadas da medicina popular.

2.2 As plantas medicinais e seu uso popular

Planta Medicinal pode-se considerar toda planta, que administrada sob
gualquer forma e por alguma via ao homem ou animal, exerce algum tipo de acéo
farmacoldgica sobre este (OMS, 1998). A partir desta definicdo excluem-se as
plantas farmacologicamente inertes, e as plantas com efeitos farmacolégicos nao
bem demonstrados.

A historia da utilizacdo de plantas é tdo antiga quanto a historia da
humanidade. Desde épocas imemoriais 0os seres humanos utilizam-se dos
recursos naturais para a sua sobrevivéncia. Construiam suas casas em harmonia
com o clima da regido habitada, usando folhas e troncos de arvores, as quais
também lhes forneciam seu meio de transporte (CAPASSO, 2000).

Sabe-se também que, desde as mais antigas civilizacdes, as plantas sao
utilizadas como fitoterapicos, podendo-se dizer que trata-se de uma das primeiras
manifestacbes do homem para compreender a natureza (SILVA; CARVALHO,
2004).
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Desde os primordios da evolucdo, o homem pré-histérico verificava
através do comportamento instintivo dos animais, que certas plantas eram aptas
para o consumo alimenticio, mais outras ndo; assim como algumas plantas
poderiam ser utilizadas para amenizar o sofrimento ou curar algumas doencas, e
outras causavam intoxicagOes que poderiam ser letais (ALONSO, 1998).

Assim, através de ensaios ou ao acaso, os individuos foram adotando, de
maneira empirica, a capacidade de descobrir e distinguir diversas plantas que
possuiam efeitos medicinais, téxicos ou aquelas que nao produziam efeitos
biolégicos evidentes.

No entanto o que era tdéxico em determinada concentracdo, poderia ser
medicamento em diferentes concentragdes ou doses. Confirmando, portanto que
a descoberta das propriedades farmacoldgicas e a identificacdo da toxidade das
plantas foram processos que caminharam juntos ao longo da historia
(BENDAZZOLI, 2000).

E estimado pela OMS que 80% da populacdo mundial, em especial dos
paises em desenvolvimento, utilizam as praticas tradicionais nos seus cuidados
basicos de saude, sendo que 85% destes utilizam plantas ou preparacfes destas,
principalmente extratos de plantas, como primeira op¢ao (BRASIL, 2007).

A droga vegetal € um produto muito melhor tolerado pelo organismo do
gue as substancias sintéticas, muito mais econémico, podendo beneficiar um
namero bem maior de pacientes (SILVA; CARVALHO, 2004).

Por suas propriedades terapéuticas ou toxicas, as plantas adquiriram
fundamental importancia na medicina popular (MARTINS et al., 2000). Com o
desenvolvimento das ciéncias naturais e do método cientifico na medicina, 0s
medicamentos de origem vegetal tornaram-se objeto de analise cientifica.

Neste contexto, esforcos tém sido feitos no sentido de melhorar as
substancias naturais aumentando as propriedades desejadas e minimizando seus
efeitos colaterais adversos (SCHULZ; HANSEL; TYLER, 2002).

Segundo Carlini (1995), inimeros sao o0s registros que mostram a busca
incessante, nas plantas medicinais, para a cura ou mesmo alivio de moléstias que
tém atingido impiedosamente a humanidade. Entretanto, muitas plantas possuem
determinadas substancias que podem, de acordo com a sua utilizacdo,

desencadear sérios danos ao organismo. Assim, se utilizada da maneira
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inadequada, as preparacdes realizadas a partir das plantas medicinais podem

prejudicar a saude e até mesmo causar a morte do individuo.

2.2.1 Os efeitos toxicos das plantas medicinais

O Brasil possui uma das maiores diversidades vegetais do mundo, além
de inumeras experiéncias vinculadas ao conhecimento tradicional de plantas
medicinais e tecnoldgicas para correlacionar o saber tradicional e cientifico.
(ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006; CALIXTO, 2003b). O conhecimento
tradicional, principalmente, sobre os produtos de sua biodiversidade, tem se
tornado um importante instrumento no desenvolvimento de novos produtos
farmacéuticos.

O uso popular dos preparados de plantas medicinais mostrou, ao longo
dos anos, que determinadas plantas possuem substancias potencialmente
toxicas, e devem ser utilizadas com cuidado, respeitando seus riscos
toxicologicos.

No entanto, o uso popular e mesmo o tradicional, ndo sao suficientes para
validar, eticamente, os produtos naturais como eficazes e seguros. Devido a esse
fato surgiram interesses comerciais e cientificos que tornaram fundamentais a
realizacdo de estudos que avaliem a eficacia e seguranca dessas plantas
(CALIXTO et al., 2005; SIMOES, 1988).

O intenso apelo comercial advindo do forte movimento cultural dos
naturalistas aqueceu, em todo mundo, o consumo de plantas medicinais, as quais
sdo comercializadas em muitos paises sem quaisquer controle ou cuidados.
Assim, falsa crenca na absoluta seguranca de uso dos fitoterapicos tornou-se
bastante disseminada. Ha uma tendéncia em acreditar que tudo o que existe na
natureza foi feito para satisfazer as necessidades humanas, ndo existindo riscos
em seu consumo (CARVALHO; CASCON, 2003; SIMOES, 2000, 1988).

Na terapia moderna, observa-se crescente redescoberta do valor das
plantas medicinais para a cura, prevencdo e tratamento de doencas. Apesar
disso, 0 uso incorreto desses fitoterapicos pode causar danos desastrosos a
saude do individuo.

Os efeitos adversos dos fitoterapicos, possiveis adulteracdes e toxidade,

bem como a acéo sinérgica (interacdo com outras drogas) ocorrem comumente.
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Entretanto, em muitos casos, ndo ha respeito aos limites de uso de fitoterapicos e
nédo se fornecem informagdes sobre efeitos colaterais. Estudos multidisciplinares,
associando fitoquimicos e farmacoldgicos, tornam-se cada vez mais importantes
para a definicdo dos potencias terapéuticos e toxicos de extratos vegetais (AGRA;
FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007; GOMES, 2012; MACIEL; PINTO; JUNIOR,
2002).

Assim, a preocupacgado com a seguranca do uso de plantas medicinais e
suas preparacfes tem aumentado, visto a ampla utilizacdo destes recursos pela
populacéo.

Deste modo, a avaliacdo toxicoldgica destes recursos terapéuticos com
base em protocolos padronizados por agéncias regulamentadoras é de extrema
importancia.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, responsavel pelo
controle e regulamentacédo dos medicamentos e alimentos no Brasil, possui varias
resolucbes que trata especificamente de estudos toxicologicos para
medicamentos fitoterapicos (ANVISA, 2010, 2004).

Na literatura encontramos diversos estudos que comprovam a acao téxica
de plantas medicinais e fitoterapicos, relatando inclusive complica¢des cardiacas,
hepaticas, renais, hematologicas, intestinais, teratogénicas, dentre outras (AGRA;
FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007; CLOUATRE, 2004; CORDEIRO; CHUNG;
SACRAMENTO, 2005; GOMES, 2012; MENGUE et al., 2001; SOSSAI; NASONE;
CANTA MALESSA, 2007; STICKEL; SEITZ, 2000; WHITTON et al., 2003;
WOOLF et al., 1994; WU; GHANTOUS; BIRNKRANT, 2008; XU; LEVINE, 2008;
YANG et al., 2010; YANG et al., 2001; YEONG et al., 1991).

Algumas substancias encontradas em diversas espécies vegetais sao
potencialmente toxicas. Dentre elas, podemos citar os alcaloides, sobre os quais
existem estudos que comprovam sua atividade hepatotdxica e carcinogénica
(AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007; NAVARRO MOLL, 2000; STICKEL;
SEITZ, 2000; YANG et al., 2001).

Assim, muitas plantas utilizadas pela medicina popular apresenta essa
substancia em sua composicédo, dentre elas o confrei (Symphytum officinale), que
contém alcaldides pirrolizidinicos. Muito utilizado na medicina tradicional como
cicatrizante, esta espécie possui alcaloides em sua composi¢do, sendo proibida

pela ANVISA seu emprego em preparacdes para uso interno por ser altamente
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hepatotdéxico (ANVISA, 1992; RATES, 2001; RODE, 2002; STICKEL; SEITZ,
2000).

Uma outra espécie amplamente utilizada na medicina tradicional é a
babosa (Aloe vera) que possui, inclusive comprovadamente, acao anti-
inflamatoéria, antimicrobiana, antibacteriana, anti-helmintica, analgésica,
gastroprotetora, antitumoral, cicatrizante (CARVALHO et al., 2005; CARVALHO;
CASCON, 2003; LIMA et al., 2011; LIMA et al.,, 2003; MIRANDA et al., 2000;
PAIVA et al., 2003; PAIVA et al, 1998; SANTOS et al., 2008; TINCUSI et al., 2002;
VEIGA JUNIOR et al., 2001), dentre outras aplicacdes. Entretanto, estudos tem
avaliado casos de inducdo de hepatite tOxica pela utilizacdo dessa espécie
(BOTTENBERG et al.,, 2007; KANAT; OZET; ATAERGIN, 2006; YANG et al.,
2010).

Desta forma, devido a insuficiéncia de estudos que comprovem a
seguranca do seu uso oral, a ANVISA suspendeu a producdo de alimentos e
bebidas contendo Aloe vera, permanecendo somente registros de medicamentos
fitoterapicos de uso topico (ANVISA, 2011; CARVALHO et al., 2008;).

Uma outra substancia encontrada nas plantas que causam danos aos
organismo é o acido aristoloéquico, podendo causar problemas renais (LORENZI;
MATOS, 2002; VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Esta substancia esta
presente em uma planta conhecida como cip6-mil-homens (Aristolochia spp.),
muito utilizada popularmente para o tratamento de gota, artrite, reumatismo e
doencas inflamatérias crénicas da pele (DEBELLE et al., 2002; LAPA et al., 2004).

Outro ponto a ser considerado é o fato de que tais produtos naturais
também poderem interagir com outros medicamentos e entre si quando
administrados concomitantemente (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Assim, a literatura aponta alguns estudos que demonstram o risco de
interacfes medicamentosas relacionadas ao uso da erva-de-séo-jodo (Hypericum
perforatum) em concomitancia com outros farmacos (HENNEY, 2000; MOORE et
al., 2000; DI CARLO et al., 2001).

Estudos realizados por Veiga Junior (2008) demonstraram que as plantas
medicinais sdo utilizadas como automedicacdo, em associacdo ao medicamento
sintético ou substituindo-o sem o conhecimento médico, aumentando assim o

risco de interacdes medicamentosas.
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Desta forma, os constituintes quimicos das plantas medicinais de
atividade toxica ao organismo ndo se diferenciam de qualquer outro xenobidtico
sintético. Sua preconizagdo ou autorizacdo oficial do seu uso medicamentoso
deve ser fundamentada em evidéncias experimentais comprobatérias e a
seguranca do seu uso deve ser comprovada (SIMOES et al., 2000).

Assim, os possiveis efeitos tdxicos das plantas medicinais e fitoterapicos
devem ser avaliados, sendo de extrema importancia a condugdo de estudos
baseados nos protocolos elaborados pelas agéncias regulamentadoras.

Desta forma, as espécies vegetais utilizadas para recuperar e/ou manter a
saude, poderiam ser empregadas como matérias primas no desenvolvimento e
producdo de fitoterapicos, ou usadas na preparacdo de remédios de baixo teor

tecnologico, com influéncia cultural ou néo.

2.3 A fitoterapia como tratamento alternativo e complementar

Os fitoterapicos sdo medicamentos desenvolvidos por processos
tecnologicamente adequados, utilizando-se exclusivamente matérias-primas
vegetais, como principio ativo, com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou
para fins de diagnostico (ANVISA, 2010; CARVALHO, 2004). Portanto, ndo se
considera quaisquer medicamentos como fitoterapico, nem mesmo aqueles que
possuem formulacdes com substancias ativas isoladas, de qualquer origem, ou
associacdes com extratos vegetais (CARVALHO, 2004).

Assim, a producdo dos fitoterapicos consiste na elaboracdo de
medicamentos preparadas através de formulacbes desenvolvidas a partir de
partes de plantas que sofrerdo processos técnicos, deixando sua composicao
fitoquimica integra, sem qualquer dano (CARVALHO, 2004; CARVALHO;
CASCON, 2003).

O interesse atribuido atualmente nas terapias alternativas e produtos
naturais, principalmente artigos vegetais com finalidades terapéuticas, da-se
devido a diversos fatores relacionados aos farmacos sintéticos, como por
exemplo: a sua ineficiéncia para varias patologias, muitos efeitos colaterais,
elevado custo financeiro do tratamento farmacoldgico, dificuldade das industrias

farmacéuticas em obter novos agentes terapéuticos, alto custo de pesquisa e
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producdo de novas moléculas biologicamente ativas, dentre outros motivos
(CAPASSO, 2000; NIERO et al.,2003; RATES, 2001).

Além disso, algumas pessoas justificam erroneamente que as plantas
medicinais e 0s produtos naturais delas obtidos ndo produzem males, o que
aumenta, ainda mais, a busca por plantas que possuem atividade farmacolégicas
e curativas.

Mesmo com toda sofisticacdo e com o desenvolvimento de grandes
indUstrias farmacéuticas relacionadas aos farmacos sintéticos, as plantas
medicinais permanecem como forma alternativa de tratamento em varias regites
do mundo. Segundo a OMS, devido a nao ter como pagar tratamentos e pouco
acesso a medicina moderna, cerca de 65 a 80% da populacdo do mundo
dependem essencialmente das plantas como forma priméria de cuidar da saude
(CALIXTO, 2005).

Segundo Ugaz (1994), Cechinel-Filho e Yunes (1998), cerca de 25% dos
farmacos utilizados sdo de origem vegetal, enquanto que 50% s&o de origem
sintética, mas relacionados aos principios isolados de plantas medicinais.

No Brasil, a utilizacdo de fitoterapicos é bastante crescente, se levarmos
em consideracdo o ano de 2001, no qual a venda de fitoterapicos atingiu cerca de
270 milhdes de ddlares, equivalente a um percentual de 5,9% da venda geral de
medicamentos (CALIXTO, 2003a).

Esses produtos podem ser encontrados no mercado farmacéutico sob as
mais diversificadas formas fitoterapicas, dentre elas as liquidas (extrato fluido ou
liquido, tinturas, xaropes, solucdes, emulsbes, locdes, etc.), semi-sélidas
(pomada, cremes, e géis) e solidas (capsulas, comprimidos e drageas), facilitando
assim a sua utilizacdo e disseminacéo de uso por todo o mundo (CARVALHO,
2004).

Nesse contexto, as plantas medicinais e os fitoterapicos exercem uma
inestimavel importancia como agentes terapéuticos, possuindo um grande
potencial frente a tratamentos alternativos para diversas doencas, inclusive para o
DM.
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2.3.1 Os fitoterapicos e o Diabetes Mellitus

A fitoterapia € um método utilizado por muitas pessoas, principalmente na
regido amazénica, como uma fonte de facil aquisi¢cdo e baixo custo no tratamento
de varias enfermidades, dentre elas o DM.

No Brasil, existem muitas plantas com a¢ao hipoglicemiantes oferecendo,
assim, potencial para a pesquisa cientifica com o objetivo de validar o seu uso
com eficacia e seguranca.

Alguns estudos revelam que € muito mais provavel encontrar atividade
biolégica em plantas orientadas pelo seu uso na medicina popular do que em
plantas escolhidas ao acaso (CECHINEL-FILHO; YUNES, 1998).

Assim, a procura por novos agentes farmacologicamente ativos, obtidos de
plantas, tem levado a descoberta de muitas drogas clinicamente ativas. Um
exemplo é a planta Galega officinalis, que levou ao desenvolvimento da droga
hipoglicemiante oral, Metformina (NOEL et al., 1997).

No Brasil, muitas espécies de plantas tém sido utilizadas
etnofarmacologicamente para tratar os sintomas do DM, dentre elas: Abajurd
(Chrysobalanus icaco L. e Eugenia rotundifolia Casar.), Assa-peixe (Vernonia
polyanthes e Vernonia ferruginea Less.), Bardana (Actium minus Bernh.), Cajueiro
(Anacardium occidentale), Guandu (Cajanus cajan sp.), Jacareuba (Calophyllum
brasiliense), Pata-de-vaca (Bauhinia fortificat), Pau-ferro (Caesalpinia férrea),Pau-
pereira (Aspidosperma parvifolium A.), Quina (Cinchona officinalis), Tioi6
(Ocimum basilicum L.), dentre outras (CARVALHO; DINIZ; MUKHERJEE, 2005;
CARVALHO, 1998; CAVALLI et al., 2006; ELDER, 2004; ERNST, 1997,
GROVER; YADAV; VATS, 2002; HANDA; CHAWLA, 1989; HOU et al., 2003;
IVORRA; PAYA; VILLAR, 1989; JOHNS; CHAPMAN, 1995; KAR; CHAUDHARY;
BANDYOPADHYAY, 2003, 1999; LAMBA et al., 2000; MARLES; FARNSWORTH,
1995; McCUNE; JONHNS, 2002; NEEF; DECLERCQ; LAEKEMAN, 1995;
NOVAES et al.,, 2001; OLIVEIRA; SAITO, 1995; PEREIRA, 1997; PRESTA,;
PEREIRA, 1987; RAHMAN; ZAMAN, 1989; SAID et al., 2002; SAXENA; VIKRAM,
2004; SILVA et al., 2008; SILVA; PEIXOTO, 2009; SYIEM et al., 2002; VOLPATO
et al., 2002).
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Segundo Alarcon, Roman e Perez (1998) existem, aproximadamente, 800
espécies de plantas utilizadas no combate do diabetes, sendo que parte dessas
espécies, apos avaliacao farmacologica, apresentou atividade hipoglicemiante.

Dentre os constituintes quimicos presentes nos fitoterapicos utilizados no
tratamento dO DM encontram-se os triterpendides, os alcaldides, as cumarinas e
os flavondides, os quais podem ser utilizados como modelos para a producéo de
novos agentes eficazes no tratamento desta sindrome (NEGRI, 2005).

As plantas com propriedades medicinais relacionadas ao DM possuem
como caracteristica principal a atividade de controle do metabolismo de
carboidratos. Os mecanismos de acéo sao variados, pois podem atuar prevenindo
e restaurando a integridade e funcdo das células responsaveis pela liberacdo de
insulina (células beta pancreatica), estimulando a atividade de liberacdo de
insulina, melhorando a captacéo e utilizacdo da glicose, fazendo das plantas um
grande potencial para o desenvolvimento para novos modelos terapéuticos
(ROCHA et al., 2006).

Assim, as pessoas com DM buscam atraves das plantas medicinais e dos
fitoterapicos tratamentos alternativos que possam minimizar as complicacdes
ocasionadas pelo diabetes, evitar os efeitos colaterais apresentados pelos
medicamentos sintéticos disponiveis atualmente e principalmente reduzir o custo

do tratamento.

2.3.2 Modelos experimentais de Diabetes Mellitus

A inducdo experimental do DM em modelos animais permite a
identificacdo de agentes terapéuticos e preventivos desta sindrome, além de um
estudo detalhado dos eventos bioldgicos, hormonais e morfolégicos que ocorrem
durante e apés a inducdo do estado diabético.

A literatura possui varios modelos experimentais utilizados para a inducao
do DM, utilizando diversos tipos de animais, entre eles: ratos, coelhos, macacos e
cdes. Segundo Sacks (2006), as alteracdes metabdlicas causadas pelo DM
podem ser evidenciadas, tanto em humanos quanto em animais experimentais,
pela perda de peso, apesar da grande ingestdo alimentar, aumento do volume
urinario e de ingestdo hidrica, hiperglicemia, glicosuria e elevacdo de uréia

urindria.
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O rato é o animal mais utilizado na maioria dos trabalhos experimentais
relacionados a indugdo do diabetes experimental, tendo em vista a facilidade de
sua manutencdo e manipulagdo (alimentacdo, higiene, acomodacgéo); a
possibilidade de trabalhar simultaneamente com varios grupos experimentais,
sem a ocupacao de grandes espacos; elevada resisténcia a infeccéo; facilidade
para a remocao dos diversos 6rgaos estudados; reducao de gastos; a rapidez e
seguranca da inducao anestésica; a possibilidade de comparacao dos resultados
com a literatura; e por apresentarem sinais e sintomas clinicos, parametros
laboratoriais e histopatol6gicos equivalentes aos apresentados pelas pessoas
com DM (LERCO et al., 2003).

O diabetes experimental pode ser induzido em animais por Varios
mecanismos. Os principais mecanismos de inducdo do diabetes experimental
séo: estresse, infecgdes, toxinas, ou manipulagdes incluindo a pancreatectomia,
lesdes do Sistema Nervoso Central-SNC, utilizacdo de hormdnios anti-insulinicos,
exposicdo a hidrocortisona ou horménio adenocorticotrofico, indugéo por virus e o
uso de agentes quimicos betacitotoxicos.

Entretanto, varios desses meétodos utilizados ndo s&do capazes de
desenvolver a maior parte dos sinais e sintomas apresentados no DM que
acometem os humanos (LERCO et al., 2003).

A maioria dos estudos realizados atualmente utilizaram os métodos
guimicos de supressao endoécrina do pancreas, os quais exibem todos os eventos
bioquimicos, hormonais e morfologicos que ocorrem durante e apos a inducéao do
estado diabetogénico (KONRAD et al., 2001; JUNOD et al., 1969).

Segundo Lerco et al. (2003), o aloxano € o0 agente quimico com
citotoxidade especifica para as células beta mais estudado dentre a comunidade
cientifica por apresentar caracteristicas semelhantes as encontradas na sindrome
diabética humana: glicosuria, polifagia, polidipsia, hiperglicemia, entre outras
(CARVALHO, 2001).

O mecanismo de acdo do aloxano em células beta do pancreas tem sido
investigado por muitos pesquisadores. Sabe-se que a acdo citotoxica desse
agente diabetogénico é mediada por espécies reativas de oxigénio (LENZEN,
2008).

Apesar de ter elevado indice de mortalidade relativa, esse método

quimico € de facil execucdo e permitem a utilizacdo de um grande numero de
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animais, destruindo a parte enddcrina do pancreas, com preservacdo de sua
funcdo exocrina. Assim, o0s animais desenvolvem alteragfes clinicas e
laboratoriais bem definidas, incluindo valores glicémicos acima de 300 mg/dL e
glicose urinaria maior que 500 mg/dL (LERCO et al., 2003).

O aloxano (2,4,5,6-tetraoxypyrimidine; 5,6-dioxyuracil) foi descrito
inicialmente por Brugnatelli em 1818. Wohler and Liebig foram os pesquisadores
gue utilizaram pela primeira vez o termo “aloxano” e descreveram sua sintese por
oxidacao do acido urico (SZKUDELSKI, 2001).

A atividade diabetogénica do aloxano, por sua vez, foi notada depois de
muito tempo por Dunn et al. (1943), quando estudava os efeitos do &cido Urico e
seus derivados na producédo da lesao renal em coelhos, o qual observou em seu
estudo que a droga havia produzido uma lesdo nas llhotas de Langerhans,
levando seus animais a 6bito por hiperglicemia.

O aloxano é um dos agentes dibetogénicos mais comumente utilizados,
por possuir uma citotoxidade especifica para as células beta do pancreas, a qual
causa insuficiéncia insulinica primaria, provocando uma resposta trifasica nos
niveis glicémicos durante as primeiras horas da administracdo, seguida do
estabelecimento de diabetes permanente nas 24 horas subsequentes (LERCO et
al., 2003).

O mecanismo de acdo do aloxano no organismo tem sido estudado por
muitos anos, utilizando-se predominantemente ensaios in vitro, com a utilizacéo
de ilhotas de Langerhans isoladas ou pancreas perfundido.

Assim, alguns estudos relatam que o mecanismo da acéo citotdéxica do
aloxano ocorre através da producdo de espécies reativas de oxigénio, produzidas
a partir de agentes redutores como a glutationa e a cisteina, aumentando assim a
concentracdo de calcio citosolico (ELSNER et al., 2002; SZKUDELSKI, 2001).

Assim, esta droga é capaz de destruir especificamente as células beta
das llhotas de Langerhans, quando administrado em doses adequadas, induzindo
sintomas equivalentes ao DM tipo 1, a qual se desenvolve quando mais de 90%
das células beta sédo destruidas (ZANOELLO et al., 2002).

Segundo Zanoello et al. (2002), a citotoxidade seletiva do aloxano é
condicionada pela grande capacidade da célula beta em acumular a droga, aliada
ao fato de esta célula demonstrar maior sensibilidade aos radicais peréxidos

gquando comparada a outros tecidos.
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Segundo Lukens (1948), Katsumata et al. (1992) e Szkudelski (1998), o
jejum tem um papel importante na resposta de animais a injecdo de aloxano. Os
autores relatam que, em alguns estudos, 95% de ratos quando tratados com
aloxano administrado com o animal em jejum prolongado de 48 a 60 horas,
tornam-se diabéticos, enquanto que, sem o jejum, a administracdo de uma dose
similar de aloxano, diminui essa resposta para 25%.

Em diversos modelos experimentais utilizando o aloxano, a droga é
administrada por via endovenosa, pois estudos sugerem que outra via de
administracdo pode diminuir sua resposta hiperglicémica, devendo ser injetada
rapidamente, pois doses efetivas de aloxano ndo produzem diabetes se as
mesmas forem injetadas muito lentamente (LERCO et al., 2003; SOARES;
COSTA; CECIM, 2000).

Apés a administracdo do aloxano, o pancreas lanca uma demanda
exorbitante de insulina na circulagdo sanguinea, devido a destruicdo das células
beta. Assim, o fornecimento de uma solucédo de glicose 10% como Unica fonte
hidrica durante as primeiras 24 horas apos a inducdo do diabetes é fundamental
para evitar uma hipoglicemia fatal, reduzindo assim o namero de mortes dos
animais (MAZZANTI et al., 2003).

2.4 A espécie Calophyllum brasiliense Cambess

A espécie Calophyllum brasiliense Cambess, pertencente a familia
Clusiaceae, sendo conhecida no Brasil por diversos nomes populares, dentre
eles: jacareuba, cedro-do-pantano, guanandi, guanandi-cedro, guanandi-carvalho,
guanandi-landium, guanandi-piolho, guanandi-rosa, landi, landim, landium, olandi,
olandim, entre outros (PEREIRA; GOTTLIEB; MAGALHAES,1966).

Esta espécie possui distribuicdo geogréafica bastante ampla, ocorrendo
desde o México até a América do Sul tropical. No Brasil pode ser encontrada na
Amazobnia, no Cerrado e na Mata Atlantica, desde o Estado do Amazonas até
Santa Catarina, sempre condicionada a condi¢cdo de umidade do solo, sendo uma
espécie nativa do territorio nacional (OLIVEIRA, 1994; REITZ; KLEIN; REIS, 1978;
SILVA et al., 2001).

Na Amazobnia, é frequente nas varzeas e igap0s. Nos cerrados, habita as

matas de galeria. Cresce bem em solos aluviais, argilosos, silico-argilosos ou
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arenosos, e apresenta excelente adaptacdo tanto a ambientes encharcados
quanto a locais secos. Estas caracteristicas fazem com que a espécie seja muito
frequente em varios ambientes ribeirinhos do sudeste do Brasil e também em
outros tipos de ambientes neotropicais onde o solo é permanentemente ou
periodicamente inundado (LIMA et al., 1994; SCARANO et al., 1997).

E uma arvore de grande porte, que pode atingir altura entre 15 e 50 m e
didmetro a altura do peito entre 30 e 180 cm. O fuste € ereto e cilindrico e a copa
€ piramidal a ovéide (LIMA et al., 1994).

A casca do caule possui coloracdo parda de aproximadamente 2 cm de
espessura, € fissurada fusiforme, dura, aromética, amargosa e acida. As folhas
sdo decussadas, pecioladas, coriaceas, simples, inteiras, elipticas, oblongas ou
oblongas-lanceoladas, brilhantes em ambas as faces, sem cera, coriaceas,
glabras ou esparsamente pubérulas com pélos claros, medindo de 10 a 13 cm de
comprimento por 5 ou 6 cm de largura; a base é emarginada ou cuneada; o apice
€ agudo, obtuso ou arredondado (SILVA, 2005).

Suas nervuras laterais sdo numerosas, paralelas, peninervada, muito
préximas entre si e proeminentes em ambas as faces, possuindo formato eliptico
em forma de lanca (CORREA, 1984; LORENZI, 1998; SILVA, 2005).

E uma espécie andromonodica, com inflorescéncias racemosas ou
compostas de ramos curtos, com 2-10 flores axilares ou terminais; os pedicelos
medem entre 2 e 5 mm; as flores possuem em média 2 pétalas reflexas de
coloracdo creme-amarelada, com estames numerosos nas flores masculinas e
poucos nas hermafroditas; as anteras sdo oblongas; o ovario supero unilocular é
ovoide nas flores hermafroditas; o estilete é curto; o estigma é obtuso (CORREA,
1984; LORENZI, 1998; SILVA, 2005).

Os frutos sao do tipo globosos, ovoides ou elipsoéides, classificados por
muitos como uma drupa oleaginosa e por outros como um bacaceo, com
aproximadamente 2,5 cm de diametro; o epicarpo coriaceo apresenta coloracao
verde, verde-clara a verde-amarelada; o mesocarpo carnoso de coloracao
amarelada possui abundante latex da mesma coloracéo; o endocarpo é delgado;
cada fruto contém geralmente 1 semente (SILVA, 2005).

A semente é globosa, ovoide ou esférica, medindo cerca de 1,0 a 2,5 cm
de comprimento e 1,4 a 2,2 cm de diametro; a superficie é castanho-clara, fosca,

densa, dura, glabra e rugosa, por causa de saliéncias resinosas; os cotilédones
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sdo carnosos. A plantula apresenta cauliculo glabro, rugoso e coloracdo verde-
escura; as folhas sédo decussadas, curto pecioladas, simples, agudo-lanceoladas
e glabras (SILVA, 2005).

Com tronco forte e duravel, sua madeira apresenta multiplos usos, desde
a construcdo civil e fluvial até a marcenaria, compensados, papel e barris para
vinho. Sua madeira é altamente resistente a fungos e a cupins, caracteristica essa
atribuida aos metabdlitos secundéarios presentes na arvore. Sua casca produz
uma resina amarelada, chamada de “balsamo de landim”, cujo emprego medicinal
necessita de estudos (METCALFE; CHALK, 1950; SILVA, 2005).

Por produzir um 6leo essencial, o qual é extraido da arvore, essa planta é
muito utilizada como aromatizante. O 6leo contido nas sementes também pode
ser utilizado como combustivel de lamparinas (METCALFE; CHALK, 1950; SILVA,
2005).

A arvore vem sendo usada na recomposicdo de matas ciliares e o seu
emprego no paisagismo e arborizagdo urbana precisa ser avaliado, devido a
possibilidade de irritacdo cutanea em pessoas provocada pela resina (SILVA,
2005).

Na medicina popular € muito utilizada para diversas doencas como
bronquite, distarbios hepaticos e gastricos, dor, inflamacao, diabetes, hipertensao,

diarréia, reumatismo, hemorroidas, varicose, herpes (SILVA et al., 2001).

2.4.1 Aspectos quimicos

As plantas do género Calophyllum possuem uma rica fonte de
substancias bioativas, caracterizando-se principalmente pela presenca de
cumarinas, xantonas, esteréides, taninos, triterpenos e biflavanoides, chalconas,
benzofuranos, flavonas e flavondides, e a auséncia de alcaldides, quinonas,
saponinas (BUFFON, 2005; SARTORI et al., 1999).

Dentre os compostos quimicos isolados da espécie Calophyllum.
brasiliense, destacam-se as xantonas brasixantona A, guanandina, jacareubina e
6-desoxijacareubina, e as cumarinas denominadas de calanolideos A, B e C,
soulatrolideo e mammea A/BA (MUNDO, 2007; PEREIRA; GOTTLIEB;
MAGALHAES, 1966; SARTORI et al., 1999; SILVA et al., 2001).
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Pereira (1997) isolou a friedelina, guanandina, isoguanandina, B-sitosterol,
jacareubina, 6-desidroxijacareubina, 1-hidroxi-3,7-dimetoxixantona, 1,7-dihidroxi-
3-metoxixantona, gentisina e 4-hidroxixantona do extrato benzénico do lenho da
Calophyllum brasiliense.

Lima et al. (1994) isolaram os acidos brasiliénsico, isobrasiliénsico e
inofiloidico da resina da casca, 6-dehidroxijacareubina, da guanandina [1,5-
dihidroxi-6-(3",3"-dimetilalil)  xantona], isoguanandina  [4,8-dihidroxi-1-(3"3"-
dimetilalil) xantona] e dehidroxicloguanandina, isoladas do extrato hexanico do
lenho. No oOleo das sementes, foram encontrados seis &cidos carboxilicos
homadlogos, sendo os trés acidos da série trans obtidos em maior quantidade os
acidos isoapetalico, bancéico.

Conforme Caneppele (1998) e Buffon (2005) da resina da casca foram
isolados os acidos brasiliénsico e isobrasiliénsico e da fracdo diclorometéanica
(DCM2) do extrato hexanico da entrecasca de Calophyllum brasiliense isolaram

as trés cromanonas: acido inofildidico, acido brasiliénsico e acido isobrasiliénsico.

2.4.2 Aspectos farmacologicos

Na area da farmacologia, os estudos sobre a Calophyllum brasiliense sao
muito poucos. Entretanto, alguns pesquisadores ja verificaram que o extrato desta
planta possui atividade anti-HIV, onde atua inibindo a transcriptase reversa
(HUERTA-REYES et al., 2004). Os calanolideos A e B impedem a replicacdo do
HIV-1 in vitro, provavelmente por inibicAo da atividade enzimatica da DNA-
polimerase dependente de DNA e da DNA-polimerase dependente de RNA
presentes no virus (KUSTER; ROCHA, 2000).

Alguns constituintes identificados das folhas de Calophyllum brasiliense
possuem atividade contra o parasita Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da
doenca de Chagas (ABE et al., 2004). Alguns acidos cromandnicos isolados de
casca e do caule possuem atividade contra Bacillus cereus e Staphylococcus
epidermidis (COTTIGLIA et al., 2004).

De acordo com estudos realizados por Pretto (2005), os extratos brutos
de raizes e flores de Calophyllum brasiliense apresentaram atividades
significantes, moderadamente ativas, contra a bactéria Staphylococcus aureus. O

mesmo estudo demonstrou que o extrato das folhas e das flores desta espécie
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apresentaram atividades antimicrobianas contra microoganimos Gram-poitivos
como: Staphylococcus saprophyticcus, Streptococcus agalactie e Bacillus cereus;
ndo apresentando, porém, atividade satisfatéria perante os microorganismos
Gram-Negativos como Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella tiphymurium.

O extrato metandlico da entrecasca de Calophyllum brasiliense atenuou
lesBes gastricas induzidas por etanol e indometacina. Os extratos hexanico e
diclorometanico da entrecasca também foram ativos contra estes modelos de
Ulcera, tendo maior atividade o extrato hexanico. O subsequente fracionamento
do extrato hexénico revelou a atividade maxima antillcera da fracdo DCM2
(SARTORI et al., 1999).

A fracdo DCM2 do extrato hexanico de Calophyllum brasiliense possuem
efeito gastroprotetor em razdo da acgdo antisecretora, antitlcera e citoprotetora
(SARTORI et al., 1999). Estudos comprovaram que este mesmo preparado nao
apresenta alteragfes significativas no transito gastrintestinal em camundongos e
nao produz efeito toxico aparente em ratos, sem apresentacdo de alteracdes
significativas no ganho de peso, consumo de agua e racdo (SARTORI et al.,
1999).

Algumas cumarinas isoladas de Calophyllum brasiliense sdo consideradas
potentes inibidores in vitro de sulfotransferases, enzimas envolvidas no
metabolismo de compostos endégenos principalmente esterdides (MESIA-VELA
et al.,, 2001). As brasixantonas, identificadas do extrato de caule, possuem
significativa atividade antineoplasica (ITO et al., 2003).

Nas espécies estudadas do género, as xantonas mostram-se mais
frequentes e diversificadas, na qual se destaca as atividades antiinflamatorias,
antibacterianas, antifingicas, antitumorais, citotoxicas e inibitéria de algumas
enzimas como a monoamino oxidase e peroxidase lipidica (PEREIRA;
GOTTLIEB; MAGALHAES, 1966; SARTORI et al., 1999; SILVA et al., 2001).

Algumas xantonas como 6-desoxijacareubina, jacareubina, 1-hidroxi-
3,5,6-tri-O-acetil-2-(3,3-dimetilalil)-xantona e algumas cumarinas como mammea
A/BA e mammea C/AO isoladas de Calophyllum brasiliense, apresentaram uma
acao inibitéria sobre a liberacdo de acidos estomacais (REYES-CHILPA et al.,
2006).



39

Estudos relataram ainda a presenca de taninos, saponinas, triterpenos,
xantonas, auronas e chalconas no extrato metanolico da entrecasca do caule da
espécie coletada em Mato Grosso. Este extrato apresentou atividade antitlcera
em modelos de Ulcera gastrica por etanol e por ligacdo pilorica, analgesia
periférica, baixa toxidade oral e auséncia de atividade sobre o transito intestinal
em animais de laboratério (LIMA et al., 1994).

Além destes, esta espécie possui ainda compostos que atuam inibindo a
H*,K*-ATPase gastrica, atividade antitumoral, atividade anti-leishmania, inibicdo
da enzima conversora de angiotensina (CARVALHO, 1994).

Diversos estudos demonstram que a Calophyllum brasiliense também tem
sido utilizada popularmente para auxiliar no controle do DM, havendo uma
diminuicdo na glicemia das pessoas que a utilizam (LINO et al., 2004; LORENZI;
MATOS, 2002; VAN DEN BERG, 1993).

Esse efeito pode ser, pelo menos parcialmente, atribuido aos terpendides
e cumarinas presentes nesta planta. O efeito dos terpendides parece envolver a
estimulacédo das células B-pancreaticas com a subsequente secrecéo da insulina
e 0 mecanismo de acao hipoglicemiante das cumarinas provavelmente envolve
hepatotoxidade (OJEWOLE, 2002).

Em relacdo a toxidade da espécie, Pretto (2005) realizou ensaios com
compostos de Calophyllum brasiliense utilizando Artemia salina, demonstrando
gue 0s compostos ndo possuem acao citotoxica sobre as células. Entretanto, pelo
fato dos compostos possuirem, possivelmente, acado hipoglicemiante; se
administrado de maneira incorreta, podem causar efeitos graves de hipoglicemia
como perda da consciéncia, convulsdo e coma hipoglicémico.

Quando se torna severa (glicemia abaixo de 30 mg/dL) e n&o € corrigida,
a hipoglicemia pode levar a lesdo cerebral permanente e, ocasionalmente, a
morte (ADA, 1998).

Algumas plantas associadas ao tratamento do DM s&o consideradas
toxicas devido ao fato de induzir a hepatotoxidade e/ou bloqueio beta adrenérgico,
levando a hipoglicemia (NEGRI, 2005).

Assim, pode-se observar que a espécie € utilizada frequentemente pela
populacdo para cuidados terapéuticos complementares, para os mais diversos
tipos de enfermidades, possuindo inclusive muitas dessas atividades
comprovadas cientificamente.

Entretanto, durante a revisdo de literatura deste estudo, ndo se obtiveram
resultados que comprovassem cientificamente a atividade hipoglicemiante da
espécie.
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3 METODOLOGIA

3.1 Caracterizacéo do estudo

O presente estudo foi do tipo experimental controlado, no qual foi utilizado
0 método quantitativo, do tipo ensaio pré-clinico e randomizado.

Pelo Programa de Pos-graduacao em Ciéncias da Saude nédo oferecer um
modelo para a construcdo e formatacdo da dissertacdo, este trabalho foi
formatado de acordo com as normas vigentes da Associacdo Brasileira de
Normas e Técnicas-ABNT (2003, 2001a, 2001b, 2000, 1989a, 1989b, 1989c).

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Pesquisa em Farmacos,
situado no prédio das Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Amapa —
UNIFAP, localizada na Rodovia Juscelino Kubitscheck, Km-02, s/n, bairro do
Zerao, municipio de Macapa, estado do Amapa, Brasil.

Por se tratar de um estudo que envolve a utilizacdo de animais, este foi
realizado de acordo com as recomendacdes dispostas pela Declaracdo Universal
dos Direitos dos Animais, pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal-
COBEA, e com as resolucbes do Conselho Federal de Medicina Veterinaria e
demais leis vigentes que estabelecem normas praticas didatico-cientifica de
conduta de pesquisa experimental em animais (BRASIL, 2008, 2009; CFMV,
2002, 2008; COBEA, 1991; NEVES et al., 2013; ONU, 1978; ZIMMERMANN,
1983).

Devido ao fato de ndo haver comité de ética em experimentacdo animal
nesta instituicéo, este estudo foi encaminhado & Comisséo de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP) para a avaliacdo e emissao do
parecer consubstanciado, sendo aprovado sob o protocolo n® 002A/2012 de 06 de
agosto de 2012.

3.2 Obtencéo do material vegetal

O material vegetal foi obtido no Municipio de Ferreira Gomes (em area de
ocorréncia nativa), Estado do Amapd, Brasil. O material coletado foi identificado
no Herbario do Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnoldgicas do Estado do

Amap4, sendo armazenado com o nimero de série 0598AP.
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Para obtencdo do EBHECD utilizou-se a entrecasca da Calophyllum
brasiliense Cambess., a qual foi lavada com agua, retirando-se o excesso de
impurezas, e seca a sombra em temperatura ambiente. ApOs esse processo, 0
material foi moido em moinho de facas elétrico, armazenado em embalagens
adequadas e acondicionadas em temperatura média de 2 + 3°C, sendo utilizado
nas técnicas subsequentes.

De posse do material moido procedeu-se a obtencdo do extrato fluido,
armazenando-se 2 kg da entrecasca da espécie botanica na cesta de coleta do
percolador de aco inoxidavel (LM20, Lemaq Ltda, Sao Paulo, Brazil),
umedecendo-o por completo com 10 litros de &lcool etilico a 70%, permanecendo
em maceracao por durante 7 dias com temperatura constante de 45°C.

Apos esse periodo a solucao extrativa foi retirada e filtrada com papel de
filtro, obtendo-se o extrato de coloracdo marrom escuro, o qual foi devidamente
armazenado em frasco de vidro ambar, a temperatura ambiente, longe do calor e
da luz solar direta.

Apoés a obtencdo do extrato da Calophyllum brasiliense, procedeu-se a
evaporacao do etanol através do evaporador rotativo (Q.218.2, Quimis Ltda, S&o
Paulo, Brasil) em temperatura de 60°C, com velocidade de rotacdo constante,
acoplado a bomba de vacuo, até a evaporacdo completa do solvente. O extrato
aquoso obtido no processo anterior foi submetido a liofilizagdo, obtendo-se o
EBHECD.

Assim, para o calculo do rendimento total do extrato, utilizando-se 500 mL
do extrato, o qual foi rotaevaporado e liofilizado, obtendo-se o rendimento total do
extrato de 1,276%, através da formula: Re= (Peb/ Pet) x 100.

Onde: Re = Rendimento total do extrato (%); Peb=peso do extrato bruto
(9); Pet=Peso da entrecasca triturada (g) utilizada para a obtencéo do extrato.

O EBHECD foi diluido em agua destilada para a preparacao de soluces

de acordo com a dose a ser administrada.
3.3 Descricdo dos animais
Neste estudo foram utilizados ratos machos (Rattus norvegicus, variedade

albinus, linhagem Wistar), pesando em torno de 250 + 50 g, e camundongos

machos (Mus muscullus, variedade albinus, linhagem Swiss), pesando em torno
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de 25+5 g, provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacao BiolGgica na
Area da Ciéncia em Animais de Laboratorio (CEMIB) da Universidade de
Campinas — UNICAMP. Durante as atividades os animais foram acondicionados
em gaiolas metabdlicas individuais de acgo inox, devidamente identificadas
medindo 60x50x22 cm, mantidos em ambiente climatizado, com temperatura a
25+3°C e umidade de 50+10%, fotoperiodo de 12 horas de claro e escuro, sendo
alimentados com racdo balanceada padrdo para roedores (NUVILAB-NUVITAL
Nutrientes Prod. Vet. Ltda — Curitiba PR) e agua “ad libitum”.

No final de cada etapa deste estudo, os animais foram submetidos a

inalacdo de gas carbénico em camara propria.
3.4 Avaliacao datoxidade
3.4.1 Determinacdo da dose letal média e teste toxicologico agudo

Para a determinacdo da dose letal média (DLso) e avaliacdo do teste
toxicolégico agudo seguiu-se o0s protocolos adotados pela Organisation for
Economic Cooperation and Development (OECD, 2002, 2001a, 2001b, 1987) com
algumas adaptacbes. Desta forma, foram utilizados quatro grupos de
camundongos (n=10), os quais receberam doses Unicas de diferentes
concentragcbes do EBHECDb administrados por via oral. Assim, nos diferentes
grupos, foram administradas as doses de 500 mg/kg, 1000 mg/kg e 2000 mg/kg
do EBHECD (v.0.), sendo que o grupo controle foi tratado com agua destilada (0,5
mL/animal, v.0.).

Os animais foram privados da alimentacédo por um periodo de 14h antes
do tratamento. Apos a administracdo, os animais foram observados em busca de
sinais toxicos gerais e de mortalidade (ALMEIDA et al., 1999; MARIZ, 2007), afim
de identificar supostas alteragcdes no SNC e Sistema Nervoso Autdnomo-SNA
(APENDICE 1).

A observacao desses sinais ocorreu aos 30, 60, 120, 180 e 240 minutos
ap6s administracdo da dose Unica no primeiro dia e nos 14 dias seguintes
(BRITO, 1994). Os animais eram observados e pesados apenas uma vez por dia,
diariamente, sempre no mesmo horario, sendo determinada a evolucdo ponderal
dos animais (g). Ao final das atividades experimentais, verificou-se a variacdo da
massa corporal, através da formula: Variacdo de Peso (A) = Peso Final — Peso
Inicial (BRASIL, 1996; ZAUPA et al., 2002).
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O numero de animais mortos foram expressos em percentagem e a DLso
estabelecida graficamente empregando-se a percentagem de morte versus o log
das doses (BRITO, 1994).

3.4.2 Avaliagéo da toxidade sub-aguda

Para avaliacdo da toxidade sub-aguda, os animais (ratos) foram divididos
em quatro grupos (n=5) de acordo com 0 sexo, sendo dois grupos controles
tratados diariamente com agua destilada (0,5 mL/animal, v.0.) e dois grupos
tratados com 500 mg/kg de EBHECDb (v.0.).

Assim, por um periodo de trinta dias, foi avaliada a massa corporal diaria
(9), consumo diario de racédo (g) e consumo diario de agua (mL), sendo registrado
em protocolo experimental (APENDICE 1l). Ao final das atividades, ap0s o
sacrificio dos animais, procedeu-se a analise macroscopica dos 0rgaos, 0 peso
absoluto (g) e o peso relativo através do indice (%) das visceras (bacgo, coracéo,
figado, pulmdes, rins).

Para calcular o indice de cada 6rgéao, utilizou-se uma equacdo (BRASIL,
1996; MARIZ, 2007; MELO-DINIZ, 2000; VIJAYALAKSHMI; MUTHULAKSHMI;
SACHDANANDAM, 2000; ZAUPA et al., 2002), relacionando a média do peso
absoluto de cada 6rgdo com a média do peso corporal do respectivo grupo de
animais, através da equacdo: Indice do 6rgdo = (peso do 6rgdo / peso
corporal) x 100.

Além disso, foram realizados exames laboratoriais como hemograma
completo (hemécias totais-RBC, hemoglobinas totais-HGB, hematdécrito-HCT,
volume corpuscular médio-MCV, hemoglobina corpuscular média-MCH,
concentracdo de hemoglobina corpuscular média-MCHC, largura da distribuicéo
de células vermelhas-RDW, contagem de plaquetas-PLT, volume principal de
plaquetas-MPV, largura da distribuicdo de plaquetas-PDW, leucécitos totais-WBC,
linfocitos, neutréfilos, mondcitos, eosindfilos, baséfilos) e analise bioquimica
sanguinea (albumina, acido urico, bilirrubina total, bilirrubina direta, colesterol
total, creatinina, fosfatase alcalina, gama-glutamiltranspeptidase-Gama GT,
glicose, proteinas totais, aspartato aminotransferases-AST, alanina
aminotransferases-ALT, triglicérides e uréia) para identificacdo de toxidade

sistémica dos animais.
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3.5 Avaliagéo da atividade hipoglicemiante

A inducdo do diabetes experimental foi realizada de acordo com o
protocolo usado pela Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade
Estadual de Sdo Paulo (LERCO et al., 2003), sendo realizada algumas
adaptacoes.

Os animais (ratos) foram submetidos a um periodo de adaptacao de sete
dias. Antes da inducdo do diabetes experimental, foi realizado um jejum de 24
horas, sendo mantida hidratagdo com agua ad libitum.

O diabetes experimental foi induzido pela administracdo endovenosa de
aloxano (Alloxan monohydrate, SIGMA-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA, lote
083K2511). Para a realizacédo desse procedimento os animais foram anestesiados
com Tiopental Sodico (45 mg/kg), procedendo-se assim a inoculagcdo da droga,
utilizando-se agulhas de calibre 13 x 4,5mm. A droga foi diluida em Cloreto de
Sodio a 0,9%, e administradas por infusdo rapida, em dose Unica de 42 mg/kg
através da veia femoral.

Decorridos trinta minutos do tratamento, os animais foram alimentados
normalmente, recebendo uma solucéo de glicose a 10% como Unica fonte hidrica,
por um periodo de 24 horas.

No sétimo dia apds a inducao do diabetes, foi determinada a glicemia de
jejum e a glicosuria de todos os animais, sendo considerados diabéticos apenas
0S animais que apresentarem a glicemia de jejum superior a 300 mg/dL com
glicosuria positiva igual ou superior a 300 mg/dL. Assim, os animais foram
distribuidos aleatoriamente para compor os diferentes grupos experimentais.

Para avaliacdo da atividade hipoglicemiante, o0s animais foram
distribuidos em quatro grupos (n=5/grupo), de acordo com o tipo de droga
administrada diariamente, sendo eles: um grupo de animais com diabetes
induzida por aloxano, tratados com agua destilada (0,5 mL/animal); um grupo de
animais com diabetes induzida por aloxano, tratados com EBHECb (500 mg/kg —
v.0.); um grupo de animais com diabetes induzida por aloxano, tratados com 4Ul
de insulina Biohulim NPH (BIOBRAS) por via subcutanea, sendo administrado 2UlI
pela manha (8:00 horas) e 2UIl a tarde (18:00 horas); e um grupo de animais

normoglicémicos, tratados com agua destilada (0,5 mL/animal).
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Os animais foram tratados uma vez ao dia, com exceg¢ao do grupo tratado
com insulina que foram realizadas duas administracfes por dia, por um periodo

de trinta dias apds a confirmacéo da inducdo do diabetes experimental.

3.5.1 Avaliacéo clinica e laboratorial

Os dados clinicos dos animais foram avaliados através da massa
corporal, ingestdo hidrica, consumo de racg&o, volume urinario (APENDICE IlI),
sendo observado alguns aspectos comportamentais que poderiam ser
presentados pelos animais durante a manipulagcdo como irritabilidade, dor, tugor
da pele, dentre outros possiveis sinais de toxidade.

Para a avaliagdo do peso utilizou-se uma balanca analitica, sendo
calculado o desenvolvimento ponderal dos animais através da diferenca entre os
pesos corporeos observados nos dias de tratamento. O consumo diario de racéo
e agua foi mensurado diariamente através de balanca analitica e proveta
graduada, respectivamente.

Para determinacdo do volume urinario, a urina de 24 horas foi coletada
em frascos de vidro e o seu volume foi mensurado em proveta graduada.

Estes parametros foram analisados no sétimo dia apdés a inducdo do
diabetes experimental, para confirmacdo do mesmo, sendo avaliados diariamente
em horario pré-estabelecido por um periodo de trinta dias (LERCO et al., 2003).

Os parametros laboratoriais, referentes as dosagens de glicemia e
glicosuria, foram avaliados em intervalos de cinco dias, até o final do tratamento.

A coleta do sangue para analise da glicemia foi realizada por rompimento
do plexo retro-orbital com auxilio de capilar de vidro (SILVA et al., 2005b;
WAYNFORTH, 1980).

Apés coletadas, as amostras biolégicas (sangue e wurina) foram
armazenadas em tubos de ensaios estéreis sem substancia anticoagulante,
centrifugadas e analisadas em espectrofotobmetro (UV-VIS mini 1240, Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japdo) para quantificacdo da glicemia e glicosuria dos
animais por meio de reagente fotocolorimétrico especifico para glicose (GLUCOX
500, lote n° 10231810011, Doles Reagentes e Equipamentos para Laboratérios
Ltda., Goiania, Goias, Brasil).
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3.6 Andlise estatistica

A selecdo da amostra, no inicio de cada experimento, obedeceu ao
método de amostragem probabilistica do tipo amostras aleatorias simples, o qual
foi utilizado para assegurar que cada um deles tivesse uma probabilidade igual de
serem colocado em cada um dos grupos do estudo (JEKEL, ELMORE, KATZ,
1999).

Na atividade de toxidade utilizou-se o Teste t de Student pareado de duas
amostras, onde compararam-se 0s grupos de machos e fémeas tratados com
seus respectivos controles (BERQUO et al., 1981).

Para a atividade hipoglicemiante utilizou-se a analise de variancia
(ANOVA) seguido do teste Teste de Tukey para comparacdes multiplas,
comparando-se 0 grupo de animais diabéticos nédo tratados (controle) com os
demais grupos experimentais (BERQUO et al., 1981).

Assim, foi previamente fixado o nivel de significancia a = 0.05 para
rejeicdo da hipotese nula. Os testes de hipétese foram realizados sob o suporte
computacional dos softwares GraphPad InStat® versdo 3.0 e GraphPad Prism®
versao 5.0. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo da

média, por meio de figuras e tabelas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizagdo de plantas medicinais para o tratamento de doencas
geralmente é acompanhado pela crenca de que elas apresentam baixa toxidade
devido a sua origem natural.

As plantas medicinais, assim como 0s medicamentos convencionais,
possuem em sua composi¢cdo substancias quimicas responsaveis pelos efeitos
biolégicos, de acordo com a sua indicagéo.

Além de sua composicdo quimica, a toxidade de uma planta pode estar
relacionada a influéncias biogeograficas, a parte da planta utlizada para o
preparo dos extratos, o solvente utilizado, entre outros, bem como a variedade da
planta (BEUTLER et al., 2008).

Assim, se utilizadas de maneira inadequada, fatores como o modo de
preparo e dose administrada, podem provocar efeitos adversos ou colaterais,
interacdes medicamentosas e intoxicagbes medicamentosas relacionadas a
utilizacdo daquela substancia (SEEF, 2007; SISTEMA NACIONAL DE
INFORMACOES TOXICO FARMACOLOGICAS-SINITOX, 2011).

Esses efeitos, conhecidos como efeitos toxicos, podem ser esperados ou
nao de acordo com o grau de conhecimento cientifico sobre determinada espécie,
podendo levar a sérios danos a saude e até mesmo causar a morte do individuo.

Os principais objetivos da avaliacdo da seguranca nos ensaios pre-
clinicos incluem a caracterizacdo dos efeitos toxicos considerando o 6rgao alvo,
dose dependéncia, tempo de exposicdo, reversibilidade dos efeitos e tempo em
gue os sinais de toxidade aparecem e desaparecem (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION-FDA, 2010).

A toxidade aguda esta relacionada a exposicédo a uma substancia quimica
por menos de 24 horas, mesmo sendo realizada apenas uma administracao
(KLAASSEN; WATKINS, 2012). Segundo Valadares (2006) os testes que avaliam
a toxidade aguda sao utilizados para classificar e rotular apropriadamente as
substancias de acordo com o seu potencial de toxidade ou letalidade.

Assim sendo, os testes de toxidade aguda realizados neste estudo em
camundongos de ambos 0s sexos, ndo produziram mortalidade em 14 dias de

observacao apos o tratamento dos animais.
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Desta forma, ndo houve como determinar a DLso, pois a mesma esta
situada em doses superiores a 2000 mg/kg, quando administrado o EBHECb por
via oral em dose Unica em camundongos, sendo entdo considerado seguro
(OECD, 2002, 2001a, 2001b, 1987).

Nenhuma alteragdo comportamental diferenciada foi observada nos
animais tratados com EBHECb quando comparados ao grupo controle. Em
relacdo a evolugao corporal, observou-se uma equivaléncia entre 0S grupos nos
dois tratamentos, ndo apresentando resultados estatisticamente significativos
guando comparados ao grupo controle (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito da administracdo do EBHACb por via oral sobre o desenvolvimento
ponderal (g) de camundongos machos e fémeas tratados no periodo de 14 dias.

GRUPO N PESO INICIAL PESO FINAL A

500 mg/kg 10 50.6+1.35 52.0+1.17 1.4

MACHOS 1000 mg/kg 10 52.7+1.27 54.7+0.89 2.0
2000 mg/kg 10 48.9+0.96 50.6+1.31 1.7

Controle (AD) 10 58.8+1.06 61.8+1.25 3.0

500 mg/kg 10 50.4+0.71 51.7+1.60 1.3

FEMEAS 1000 mg/kg 10 49.0+0.43 50.3+1.37 1.3
2000 mg/kg 10 49.8+1.13 50.5+0.68 0.7

Controle (AD) 10 44.8+0.86 45.0+£0.72 0.2

Dose Unica de agua destilada (0,5 mL/ animal) e EBHACb (500 mg/kg, 1000 mg/kg e 2000 mg/kg). Os dados
representam a Média + Desvio Padrdo (n=10/grupo). Nao houve resultados estatisticamente significativos,
comparados entre 0 mesmo sexo, através do Teste t de Student pareado para duas amostras.

Segundo Vital et al. (2009), estes fatos indicam a auséncia de toxidade
pelo uso da substancia testada, uma vez que nao foram registrados sinais de
toxidade geral, como a perda de peso e Obitos durante todo o periodo
experimental, sugerindo o ndo envolvimento do SNC e SNA (ALMEIDA, 2006).

Em estudos realizados por Zaupa et al. (2002), no teste agudo feito com o
produto Propovit Plus® em roedores também néo foi possivel obter a DLso, mesmo
utilizando as doses maximas sugeridas pela literatura, ndo apresentando
diferenca estatistica no desenvolvimento ponderal, tanto dos machos quanto das
fémeas.

Em relacdo a atividade toxicologica sub-aguda, como afirma Klaassen e
Watkins (2012), esta relacionada a exposi¢ao repetida de um organismo a uma
determinada substancia quimica por um periodo de um més ou menos, 0 que
pode levar a toxidade sistémica do organismo, dependendo do seu grau de

exposicao.
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A toxidade sistémica pode ser identificada através da diminui¢cdo do peso
corporal dos animais e por alteracdes no consumo de agua e racdo (CUNHA et
al., 2009), além de sinais comportamentais como prostracdo, apatia e a presenca
de pelos ericados. Segundo Valadares (2006), esses fatores sdo importantes por
fornecerem informacdes precisas sobre o estado geral da salde dos animais.

Segundo Lapa et al. (2004), a toxidade sistémica também pode ser
diagnosticada através de alteracdes relacionadas a massa relativa dos érgaos,
sendo importante para a avaliacdo da toxidade de uma determinada substancia
nociva ao organismo.

A administracdo oral do EBHACb causou aumento do desenvolvimento
ponderal (Figura 1) e do consumo de agua e racao (Figuras 2 e 3) sendo que
essas alteragcbes nao possuem significado toxicolégico. Assim, ndo foram
observadas alteracfes comportamentais indicativas de toxidade e nenhuma morte

foi registrada.
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Figura 1. Efeito do tratamento diario por via oral com EBHACb (500 mg/kg) sobre o
desenvolvimento ponderal (g) de ratos machos e fémeas no periodo de 30 dias. O grupo controle
foi tratado com agua destilada (0,5 mL/animal). Os dados representam a Média + Desvio Padrao
(n=5/grupo), sendo que *p<0,05, **p<0,01 e **p<0,001 representam resultados estatisticamente
significativos, comparados entre 0 mesmo sexo, através do Teste t de Student pareado para duas
amostras.

A alteracdo do peso corporal € um parametro utilizado nos ensaios
toxicolégicos como um indicador dos efeitos adversos de drogas e substancias
guimicas (RAZA et al., 2002; TEO et al., 2002), sendo importante que 0s animais
sobreviventes ndo percam mais do que 10% do seu peso corporal inicial
(KLAASSEN; WATKINS, 2012).
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J4 a andlise da ingestdo de alimentos e 4gua em uma experimentacao
animal é importante para investigar a seguranga das substancias estudadas com
intuito terapéutico (OLIVEIRA et al., 2013).
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Figura 2. Efeito do tratamento diario por via oral com EBHACb (500 mg/kg) sobre o consumo
hidrico (mL) de ratos machos e fémeas no periodo de 30 dias. O grupo controle foi tratado com
agua destilada (0,5 mL/animal). Os dados representam a Média + Desvio Padrdo (n=5/grupo),
sendo que *p<0,05 e **p<0,01 representam resultados estatisticamente significativos, comparados
entre 0 mesmo sexo, através do Teste t de Student pareado para duas amostras.

Alguns horménios, como os peptidicos, exercem influéncia direta no
controle da ingestdo de agua, no consumo de alimento e no balanco energético
(WREN et al.,2001). Um estudo realizado por Mietlick et al. (2011) revelou que o
horménio grelina, com sitios de acdo em areas hipotalamicas, atenuou o consumo
de agua nos machos tratados com solucao salina hipertonica.

Por outro lado, a administracdo oral do antagonista deste horménio na
dieta de camundongos obesos promoveu a redu¢cdo no consumo de racao e no
desenvolvimento ponderal, confirmando o envolvimento desse peptideo no
processo de alimentacao e ingestdo de agua (ESLER et al.,2007).

Os consumos de agua, racdo e a producado de excreta variaram entre 0s
grupos ao longo do experimento, mas isso nao refletiu na satude e no estado geral
dos animais, onde 0s animais se apresentaram sempre ativos e responsivos aos
estimulos.

A determinacdo do consumo de racdo e agua € muito importante nos
estudos de seguranca de produtos com finalidade terapéutica, uma vez que a
ingestdo adequada de agua e racdo sao essenciais para a manutencao fisioldgica
do animal e para se obter resposta adequada ao produto testado; e ndo uma
“falsa” resposta, devido as condi¢cBes nutricionais inadequadas (STEVENS;
MYLECRAINE, 1994; IVERSEN; NICOLAYSEN, 2003).
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Figura 3. Efeito do tratamento diario por via oral com EBHACb (500 mg/kg) sobre o consumo de
racdo (g) de ratos machos e fémeas no periodo de 30 dias. O grupo controle foi tratado com agua
destilada (0,5 mL/animal). Os dados representam a Média + Desvio Padrdo (n=5), sendo que
*p<0,05, **p<0,01 e **p<0,001 representam resultados estatisticamente significativos,
comparados entre o0 mesmo sexo, através do Teste t de Student pareado para duas amostras.

O sangue € um importante indicador do estado fisioldgico e patoldgico
dos homens e animais (ODUOLA et al., 2007), sendo que seus valores podem ser
alterados pela ingestdo de substancias toxicas, inclusive plantas e outros
produtos naturais (VAZQUEZ; GUERRERO, 2007). Os parametros bioquimicos
sdo importantes porque eles permitem a avaliacdo de varios 6rgdos e o estado
geral do corpo do animal, principalmente no que tange os rins e a funcéo renal
(SILVA, 2012).

Dos parametros analisados trés tiveram diferencas estatisticas
significativas: Fosfatase alcalina, Proteina Total e triglicérides (Tabela 2), sendo
gue somente a primeira estava fora da faixa de referéncia utilizada (CLIFFORD;
GIKNIS, 2008; MELO et al., 2012).

A fostatase alcalina (FA) sérica tem grande significado clinico na
investigacdo das desordens hepatobiliares e Osseas. Nas enfermidades
hepatobiliares, as elevacbes da atividade da enzima sdo encontradas,
principalmente na obstrucdo extrahepatica (RANG et al., 2007).

Neste caso, a atividade da FA se eleva devido ao incremento na sintese
da enzima, induzida pela colestase (HENRY, 2008). Como o aumento dos niveis
séricos de FA ndo foi acompanhada por outros parametros bioquimicos
relacionados a funcédo hepatica, como as transaminases AST e ALT, tal aumento
ndo tem significado clinico podendo essa alteracdes estarem relacionadas a

variabilidade biolégica entre os sexos.
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Tabela 2. Efeito da administracdo diaria do EBHACD por via oral sobre os pardmetros bioquimicos
realizados com o sangue dos ratos machos e fémeas tratados por um periodo de 30 dias.

SEXO FEMEAS MACHOS

Grupos Controle Tratado Controle Tratado
Albumina (g/l) 3.84 + 0.05 3.94 +0.04 3.9+0.05 3.92 + 0.07
Acido Urico (mg/dl) 1.28+0.12 0.84+0.11 1.12+0.25 1.02+0.08
Bilirrubina Total (mg/dl) 0.06 £ 0,01 0,05 0,01 0.03+£0.01 0.04 + 0.00
Bilirrubina Direta (mg/dl) 0.04+0.00 0.02+0.00 0.03+0.00 0.04+0.00
Colesterol Total (mg/dl) 56.4 £ 1.28 58.5+7.43 54.4+55 63.4 +10.3
Creatina (mg/dl) 0,44 £ 0,01 0.46 £ 0,10 0.5+0,00 0.47 £ 0,02
Fosfatase alcalina (U/l) 82.61£16.1 175.4+14.8* 94.5+17.1 139.4+5.83
Gama GT 2.4+0.24 2.5+0.38 2.24+0.48 2.24+0.48
Glicose (mg/dl) 1314+ 7.44 136 + 3.97 127+8.5 129.2+£5.6
Proteinas Totais (g/dl) 6.86+0.05 7.38£0.09 7.06£0.15 6.98+0.18
ﬁfnﬁﬁgﬁt;’nsferase il 123 +9.14 1254+204  117.6+115  114+11.9
e m 49.6 + 4.7 46.6+5.6 426+55  47.4+32
Triglicerides (mg/dl) 89.2+6.8 154.6 + 8.00* 120.4£16.9 84.4+9.71
Uréia (mg/dl) 45 +3.14 484 +2.4 46.8 + 2.47 47.3+4.76

Grupo Controle tratado diariamente com agua destilada (0,5 mL/ animal), e Grupo Tratado com administracGes diarias de
EBHACD (500 mg/kg). Os dados representam a Média + Desvio Padrdo (n=5), sendo que *p<0,05 representa resultados
estatisticamente significativos, comparados entre o0 mesmo sexo, através do Teste t de Student pareado para duas
amostras.

Em estudos de toxidade aguda e sub-aguda realizados com o extrato
etandlico das folhas e do latex de Synadenium umbellatum, Cunha et al. (2009)
constatou um aumento da FA dos grupos tratados quando comparados ao grupo
controle, apesar de ndo haver nenhuma diferenca significativa relacionada a
massa corporal dos animais, habitos fisiologicos diarios, massa dos 6rgaos dos
animais ou aos demais parametros laboratoriais. Assim, o autor concluiu que esta
alteracao nao teve significancia clinica.

Em relacdo aos parametros hematolégicos (Tabela 3), a RBC, o MCV, a
RDW e a contagem de glébulos brancos apresentaram diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos tratado e controle para as fémeas.
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Tabela 3. Efeito da administracdo diaria do EBHACb por via oral sobre os parametros
hematoldgicos realizados com o sangue dos ratos machos e fémeas tratados por um periodo de

30 dias.

SEXO FEMEAS MACHOS
Parémetros Controle Tratado Controle Tratado
Hematolo6gicos

RBC (x108/mm?) 6.68+0.1 7,33 +0.3* 6,66 + 0.3 7,38+0.1
HGB (g/dL) 12.8+0.3 13.4+£0.3 124+ 0.6 13.4+0.3
HCT (%) 38.7+0.8 39.7+£0.7 3817 40.7 £ 0.9
MCV (fl) 58.0+ 0.6 54,2 + 0.2* 57.1+05 55.1 + 0.4*
MCH (pg) 19.1+0.1 18.3 + 0.1* 18.7+0.1 18.6 + 0.1
MCHC (g/dL) 33.0+0.1 33.8+0.1* 32.7+0.2 32.9+0.3
RDW (%) 158+0.3 17.2 £ 0,0* 155+0.2 17.4 £ 0.2*
PLT (K/uL) 596.2 + 7.87 599.2 + 24.5 481.4 + 86.8 617.4+184
MPV (fm3) 50x+0.0 49+0.0 52+0,1 51+0,0
PDW (%) 16.9+£0.1 17.1+£0,2 179+£0.3 17.7+0.3
WBC (x103/mm?3) 4.2+0.9 4.6+0.6 33+04 6.2 +0.4*
Linfocitos (%) 78.7 + 3.09 78.3+0.43 69.4 £ 4.32 65.4+5.14
Neutroéfilos (%) 16.84+2.99 17.7+0.30 23.7+£3.87 29.76 + 4.33
Mondcitos (%) 0.369 + 0.17 0.282 + 0.26 0.84+0.31 0.83+0.44
Eosinofilos (%) 2.66 +0.39 2.64+0.27 4.84 +1.04 2.41+0.23
Basofilos (%) 1.35+0.30 0.96 £ 0.12 0.99 +0.37 1.51+0.31

Grupo Controle tratado diariamente com agua destilada (0,5 mL/ animal), e Grupo Tratado com administragGes diérias de
EBHACD (500 mg/kg). Os dados representam a Média + Desvio Padrdo (n=5), sendo que *p<0,05 representa resultados
estatisticamente significativos, comparados entre o0 mesmo sexo, através do Teste t de Student pareado para duas
amostras.

Entretanto, segundo a literatura consultada e os valores de referéncias
utilizados, somente o RDW estava fora da faixa de referéncia (CLIFFORD;
GIKNIS, 2008; MELO et al., 2012). Este € um indice que mede o coeficiente de
variacdo da distribuicdo das hemacias, ou seja, € um indicativo do grau de
anisocitose das hemacias expresso em porcentagem (GROTO, 2008).

A analise dos parametros sanguineos é relevante para avaliar 0s riscos
apresentados ao organismo pela utilizacdo da substancia. As mudancas nestes
parametros demostram alto valor preditivo para a toxidade humana, quando o0s

dados séo convertidos a partir de estudos com animais (JESUS et al., 2012).
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Baixas concentra¢cBes de hemoglobina, hemécias e hematdcrito podem
indicar anemia, hemorragia recente ou retencdo de liquido, causando
hemodiluicdo (GUYTON; HALL, 2008; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008).

Ja uma contagem diminuida de plaguetas (trombocitopenia) pode resultar
de uma série de situacdes patoldgicas, como a destruicdo aumentada dessas
células, devido ao uso de certas drogas, a desordens imunes, a coagulacao
vascular disseminada e até lesdes mecéanicas (DOGAN; TURKOGLU, 2008).

O diferencial de leucécitos é usado para avaliar a distribuicdo e a
morfologia dos globulos brancos, fornecendo informag8es mais especificas sobre
o sistema imune do que a contagem de leucdcitos isoladamente (FAILACE,
2009). No entanto, as alteracbes apresentadas, nesse estudo, nao
comprometeram a fisiologia organica dos animais tratados.

A analise macroscoépica dos orgaos (coracgao, pulmao, figado, rins e baco)
dos machos tratados diariamente com 500 mg/kg do EBHECb n&do apresentou
qgualquer alteracdo, ndo sendo encontrado resultados significativos quando
comparado ao grupo controle do seu respectivo género (Tabela 4).

Entretanto, quando analisado os 6rgdos das fémeas do grupo tratado,
guando comparado ao grupo controle, observou-se que todos o0s Orgaos
analisados obtiveram resultados estatisticamente significativos (Tabela 4), onde o
figado desses animais alcancaram um peso duas vezes maior que 0s animais do
grupo controle. Apesar deste achado, a analise macroscopica externa das
visceras néo revelou nenhuma alteracao.

Alteracbes no peso relativo dos 6érgdos analisados séo indicativos de
toxidade sistémica (GONZALEZ; SILVA, 2003; LAPA et al., 2004). Os 6rgaos-alvo
em ordem de frequéncia de envolvimento em toxidade sistémica sdo o SNC, o
sistema circulatorio, o sistema circulatorio, o sistema hematopoiético e érgdos
viscerais como o figado, os rins e 0 pulmao (KLAASSEN; WATKINS, 2012).

Para Guyton e Hall (2008) o figado € um 6rgao altamente vascularizado
responsavel pela biotransformacdo, metabolizacdo, sintese e excrecdo de
determinadas substancias muitas vezes nocivas ao organismo.

A massa do figado das fémeas, somado a elevag¢do da FA nos achados
bioquimicos do sangue, pode indicar um possivel efeito hepatotoxico do EBHECD.
Esse efeito, no entanto, pode ser minimo, tendo em vista que as principais
enzimas indicativas de hepatotoxidade, como as transaminases AST e ALT, nao
sofreram alteracdes significativas.
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Tabela 4. Peso absoluto (g) e relativo (%) dos drgaos dos ratos machos e fémeas tratados por um
periodo de 30 dias com EBHECb por via oral.

SEXO FEMEAS MACHOS

Grupos Controle A Tratado A Controle A Tratado A

Baco 058+003 02 071+0.02x 0,2 064+002 0,2 065+004 0,2
Coragdo 0.64+001 0,2 101+0,08 03 070+004 0,2 085%0,04 0,3
Figado 7.73+0.05 0,3 123+05* 05 871+044 03 991+053 04
Pulmdes 090+0.03 0,3 123+x0.07* 05 095+004 03 1.05+008 04

Rins 1.30+0.01 05 194+0.06* 08 145+010 05 1.74+0.08 0,7

Grupo Controle tratado diariamente com agua destilada (0,5 mL/ animal), e Grupo Tratado com administragdes diarias de
EBHACD (500 mg/kg). Os dados representam a Média + Desvio Padrdo (n=5), sendo que *p<0,05 representa resultados
estatisticamente significativos, comparados entre 0 mesmo sexo, através do Teste t de Student pareado para duas
amostras.

Ainda, segundo Guyton e Hall (2008), os rins constituem os principais
orgaos de depuracao de substancias, que tém um grande fluxo sanguineo, além
de possuir uma ampla superficie de contato com os compostos no interior dos
tubulos renais, e 0 bagco € um importante 6rgao imunologico (GUYTON; HALL,
2008). Devido a isso estes 6rgaos sdo sensiveis a deteccédo de possiveis efeitos
toxicos sistémicos de substancias (GOMES, 2012).

Vérios fatores podem ter influenciado para a identificacdo dessas
alteracdes no organismo dos animais, dentre eles a dose utilizada, o tempo de
exposicdo e a sensibilidade da espécie, sobretudo das fémeas, aos efeitos
nocivos do extrato em estudo.

Segundo Klaassen e Watkins (2012), significativas diferencas podem
ocorrer entre individuos da mesma espécie na resposta a uma substancia quimica
devido a sutis diferencas genéticas que constituem o polimorfismo genético. Este
mesmo autor ressalta ainda que essas diferencas podem ser responsaveis por
reacoes idiossincraticas aos produtos quimicos e por diferencas nas respostas
toxicas.

Resultado semelhante foi apresentado na avaliacdo toxicol6gica do
extrato etandlico de Synadenium umbrellatum, que revelou infiltrado linfocitico no
figado de ratas (CUNHA et al.,2009). Assim, estes dados corroboram com a
analise bioquimica, pois lesdes nos hepatécitos sdo acompanhadas do aumento

da FA e das transaminases AST e ALT, o que néo foi evidenciado neste estudo.
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O figado é responsavel pela metabolizagdo de todos 0s xenobidticos
ingeridos, além de regular o nivel de glicose e das transaminases AST e ALT,
sendo tais enzimas liberadas no sangue na ocorréncia de dano a membrana do
hepatocito, o que resulta em alteragbes em sua permeabilidade. Portanto, os
niveis enzimaticos de AST e ALT podem ser utilizados para avaliar a fungéo
hepatica (HILALY; ISRAILI; LYOUSSI, 2004).

Estudos realizados por Assam et al. (2010) revelou um aumento nos
niveis séricos das enzimas AST e ALT apds o tratamento de animais com o
extrato aquoso metanélico de Sidarhombifolia L. (Malvaceae), afirmando que esse
resultado seria um forte indicativo de dano ao tecido hepatico.

A AST é essencialmente mitocondrial e ndo € liberada tdo rapidamente
guanto a ALT, que é citoplasmatica. A ALT € o indicador mais sensivel de
hepatotoxicicidade do que a AST, pois enquanto a primeira € essencialmente
hepatica, a segunda também pode ser encontrada em altas concentracoes em
outros 6rgdos como rins, pulmdes e coracdo (MOTTA, 2003).

A hepatomegalia pode ter véarias causas como infeccbes, neoplasias,
cirrose, distarbios metabolicos genéticos, uso de farmacos ou toxinas que
poderiam aumentar a proliferacao celular hepatica. Entretanto, a comparagdo com
analises histopatologicas é de fundamental importancia (AMACHER et al., 2005).

Entretanto, segundo os dados apresentados, caso tenha ocorrido algum
efeito toxico durante o periodo de tratamento, pode-se sugerir que esse efeito foi
de carater reversivel. Algumas drogas, devido a sua composi¢cao quimica, podem
causar alguns danos, principalmente aos 6rgaos relacionados a metabolizacao e
excrecdo das substancias nocivas ao organismo, como € o caso dos rins e do
figado.

Segundo Klaassen e Watkins (2012), devido a alta capacidade de
regeneracao do tecido hepatico, a maioria das lesfes causadas pelo efeito toxico
da droga sdo reversiveis, enquanto que as lesdes do SNC sao irreversiveis,
devido a caracteristica especifica das suas células especializadas.

Assim, 0 que caracterizaria a lesdo do SNC seria, principalmente,
alteracdes no comportamento dos animais. Neste estudo, esses sinais foram
avaliados de acordo com os protocolos utilizados por Almeida et al. (1999) e Mariz
(2007), ndo sendo observadas nenhuma mudanca comportamental nos animais

gque caracteriza-se lesdo no SNC.
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Janbaz, Saeed e Gilani (2002) evidenciaram em sua obra o efeito
hepatotéxico do Paracetamol, uma droga amplamente utilizada pelo seu efeito
farmacolégico, porém causa alguns danos ao figado. Assim, mesmo
apresentando um certo grau de toxidade, deve-se avaliar o risco-beneficio da
droga.

Oliveira et al. (2010), em seus estudos identificou uma série de alteracdes
macroscopicas em 6rgdos como o figado, baco, pulmdo e coracdo das ratas
expostas aos extratos de Alternanthera tenella e Alpinia speciosa, nao
apresentando resultados significativos quando realizados os estudos
histopatolégicos destes 6rgaos.

Apesar das diferencas nos pesos dos 6rgaos das fémeas, o autor relata
ainda que ndo houve mortes entre os animais avaliados, tanto machos quanto
fémeas, nado sendo identificada alteracbes comportamentais durante o
experimento (OLIVEIRA et al., 2010).

Estes dados séo de pouca relevancia clinica e sugerem baixa toxidade do
extrato, uma vez que nao houve comprometimento da saude geral dos animais.
Entretanto, ndo é aconselhavel a total desconsideracdo toxica desse produto
sobre o organismo, sobretudo se tratando das fémeas, merecendo maiores
esclarecimentos sobre os mecanismos de acéo envolvidos.

Em relacdo a acao hipoglicemiante, varias sdo as metodologias utilizadas
para a comprovacao cientifica dos diversos produtos que apresentam esta
atividade, tanto vegetais quanto sintéticos.

Dentre eles encontra-se a inducdo do DM através da administracdo do
aloxano, um derivado da pirimidina que apresenta alta toxidade para as células B-
pancreaticas, estimulando a producao de espécies reativas de oxigénio que leva a
destruicdo e disfuncdo das células B das ilhotas de Langerhans do pancreas,
consequentemente induzindo a uma deficiéncia da producdo de insulina
(MARLES; FARNSWORTH, 1995; SZKUDELSKI, 2001).

Para a realizacdo deste experimento optou-se em utilizar ratos devido a
facilidade de manutencdo e manuseio do mesmo. Além disso, 0s ratos possuem
um sistema bioldgico similar ao organismo humano, desenvolvendo os sinais e
sintomas equivalentes aos apresentados em pessoas com DM.

Os ratos induzidos com aloxano também apresentam semelhancas

clinicas, laboratoriais e histopatoldgicas idénticas aos encontrados em uma
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pessoa com DM, facilitando assim a identificacdo das consequéncias
apresentadas pela doenc¢a (LERCO et al., 2003; MARTHA et al., 2000).

Estudos indicam que a glicemia normal em jejum de ratos € diferente da
observada em humanos, variando de 100 a 130 mg/dL, enquanto em humanos
normoglicémicos estd entre 70 e 99 mg/dL (JORGE et al.,, 2004; SILVA,
CECHINEL FILHO, 2002). Desta forma, pesquisas que utilizam a inducdo do
modelo de diabetes experimental com agentes quimicos, consideram ratos
diabéticos aqueles que apresentam glicemia acima de 300 mg/dL pelo fato da
alimentacao durante os experimentos ser ad libitum (ZANATTA et al., 2008).

Assim, para a realizacdo da atividade hipoglicemiante do EBHACD,
realizou-se a inducdo do DM por aloxano em 32 animais, dos quais 6 ndo ficaram
diabéticos (18,7%) e 26 ficaram diabéticos com glicemia superior a 400 mg/dL
(81,3%), destes 5 morreram até o sétimo dia de observacdo (15,6%) e 4
morreram durante os 30 dias de tratamento, sendo 2 animais do grupo tratado
com insulina (6,2%) e 2 animais do grupo tratado com a agua destilada (6,2%),
totalizando 9 mortes de animais diabéticos (34,6%) durante esta atividade.

O que se pressupfe € que a morte de ratos durante os dias iniciais de
inducéo, foi devido a grande liberacdo de insulina pré-formada das células beta-
pancreaticas pela acao citotoxica do aloxano, pois este agente xenobidtico eleva
subitamente a secrecdo de insulina em presenca ou auséncia de glicose, sendo
esta liberacdo de insulina dependente de calcio extracelular e associado com uma
captacdo exacerbada através das ilhotas de Langerhans, o influxo de calcio
resulta na despolarizacédo das células beta pancreaticas abrindo canais de calcio
voltagem-dependente (NUKATSUKA; SAKURAI; KAWADA, 1989).

Ha também o processo de destruicdo rapida das células beta-
pancreaticas por citotoxicidade do aloxano, via acdo de Espécies Reativas de
Oxigénio (ROS), onde é formado radicais superoxidos. Esses radicais sofrem
modificacbes para peroxido de hidrogénio e, logo depois, radicais hidroxilas
altamente reativos, devido ao fato de células beta serem sensiveis ao stress
oxidativo. O excesso de ROS causa disfuncdo dessas células lavando a
destruicdo por necrose e liberando a insulina armazenada, culminando com a
instalacdo do DM ou morte subita (SAKURAI; OGISO, 1994; 1995; NUKATSUKA,
SAKURAI; KAWADA, 1989).
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Os outros animais mortos do grupo tratado com insulina provavelmente
morreram de hipoglicemia devido as dificuldades apresentadas na administracéo
da insulina, em relacdo a dose e a via de administracdo da droga. Os animais do
grupo tratado com agua destilada podem ter morrido por hiperglicemia severa,
uma vez que 0S animais estavam tento tratamento com uma substancia placebo,
neste caso, agua destilada.

Entretanto, apesar das perdas, 0os animais que morreram foram
imediatamente substituidos durante as atividades para que nao houvesse
interferéncias durante o processo referente a realizacdo das mensuracdes
necessarias.

Portanto, podemos inferir que as mortes ocorridas durante as atividades
podem ser consideradas excepcionais, pois em estudos relatados por Lerco et al.
(2003), obtiveram 21,8% de mortalidade em animais nao-diabéticos, 39% em
animais diabéticos, e 39 % durante a primeira semana apos a inducéo. Ja nos
estudos realizados por Cavalli et al. (2007), obtiveram 38,3% de animais que nao
ficaram diabéticos, 50% dos animais desenvolveram diabetes e houve apenas
6,7% de mortalidade.

A inducdo do DM por aloxano é muito variada como observar-se nos
resultados acima. Esse modelo experimental sofre muitas influéncias durante o
processo de inducdo, tais como a grande instabilidade da droga, via de
administracdo, dose efetiva para a inducao e estado nutricional da espécie animal
usada para o modelo do DM (SZKUDELSKI, 2001).

Assim, 0s animais que constituiam o grupo diabético tratado com agua
destilada apresentaram os parametros clinicos e laboratoriais equivalentes aos
parametros apresentados no diabetes grave.

Desta forma, os animais desenvolveram, ao longo do experimento,
progressiva queda no estado geral, apresentando um estado de apatia, grande
variacdo de massa corporal, alteracdo da pelagem e do tugor cutaneo, odor forte
da urina, politria, polifagia, polidipsia e hiperglicemia.

Em contrapartida, os animais normoglicémicos e os tratados com insulina
apresentaram caracteristicas laboratoriais e clinicas equivalentes, porém os
animais tratados com EBHECb apresentaram caracteristicas transitéria entre o

grupo tratado com agua destilada e o grupo tratado com insulina.



60

A respeito dos parametros avaliados nos grupos experimentais foi
possivel observar que o tratamento promoveu uma reducdo estatisticamente
significativa (p<0,01) na ingestédo de racdo (Figura 4), no grupo de animais tratado
com o EBHECDb a partir do 10° dia de tratamento quando comparado com o grupo

tratado com 4gua destilada.
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Figura 4. Efeito do tratamento com agua destilada (0,5 mL/animal), EBHECb (500 mg/Kg), e
Insulina NPH (8 Ul/dia) sobre o consumo de racdo (g) de animais diabéticos e de animais
normoglicémicos no periodo de 30 dias. Os dados representam a Média + Desvio Padrédo (n=>5),
sendo que *p<0,05 e **p<0,01 apresentaram resultados estatisticamente significativos, quando
comparados ao grupo tratado com agua destilada através do Teste ANOVA seguido do Teste de
Tukey para multiplas comparacdes.

Observou-se também que o grupo normoglicémico obteve um consumo
de racdo crescente e continuo até o final do tratamento. O grupo tratado com a
insulina, por sua vez, manteve-se crescente até o 10° dia, quando diminuiu
consideravelmente o consumo de racdo (p<0,01) quando comparado ao grupo
tratado com agua destilada, aumentando o consumo a partir do 20° dia de
tratamento.

O grupo de animais diabéticos tratados com agua destilada, demostraram
uma intensa polifagia, resultado da gravidade do diabetes adquirido por este, em
relacdo aos demais grupos.

Isto se deve, possivelmente, a falta de insulina, pois a insulina estimula a
liberacdo de leptina das células adiposas que penetram no SNC, onde pode
diminuir a ingestédo de alimentos ao afetar as acdes do peptideo neuropeptidio Y-
NPY em neurbnios no nucleo arqueado do hipotdlamo (CAMBRAIA, 2004;
DAMIANI; DAMIANI; MENEZES FILHO, 2010; HALPERN, 2002).
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Com a reducéo de insulina em diabéticos, assim como em pessoas em
estado de jejum, h& a reducdo de leptina e consequentemente resulta em um
aumento da ingestao de alimentos (AIRES, 2008).

A polifagia também pode ser atribuida a distarbios nos processos de
regulacdo da fome pelo centro da saciedade, localizado no nucleo hipotalamico
ventro-medial-NHVM, que necessita de insulina para a captacdo de glicose,
mediado por neurdnios de vias dopaminérgicas e 5-Hidroxitriptaminergicas, pois
uma vez que a glicose é captada, o centro da fome é inibido (DAMIANI; DAMIANI;
MENEZES FILHO, 2010; GUYTON; HALL, 2008).

Em situacdo como o diabetes, onde ocorre auséncia de insulina, 0 NHVM
ndo capta glicose e o centro da fome, portanto ndo é inibido. Esta area atua por
feedback, pois uma vez néo inibida, sinaliza falta de glicose, estimulando assim a
vontade de ingerir alimentos (JACOBSON, 1996).

Esses processos podem também explicar a reducdo do consumo de
alimentos no grupo dos animais diabéticos tratados com insulina no decorrer do
tratamento, ou até mesmo a significativa reducdo do consumo de alimentos do
grupo tratado com EBHECb em relacdo ao grupo tratado com agua destilada.

Em relacdo ao desenvolvimento ponderal (Figura 5), observou-se que 0s
animais normoglicémicos, bem como aqueles tratados diariamente com insulina
obtiveram um aumento crescente de peso até o final do tratamento, sendo
estatisticamente significante (p<0,001) quando comparado ao grupo tratado com
agua destilada.

Os animais tratados com EBHECb mantiveram o peso ao longo de todo o
tratamento, apresentando entre o 15° e o 30° dia uma diferenca estatisticamente
significativa (p<0,001) quando comparado ao grupo da agua destilada.

O grupo de animais tratados com o EBHECb apresentou pouca variacao
de peso, mostrando que o tratamento possivelmente pode regular o peso evitando
a perda de massa corporal.

A insulina é um horménio que facilita o transporte de glicose para as
células musculares e para os adipdcitos, aumenta a sintese e armazenamento de
proteinas celulares, de glicogénio no musculo e dos triglicerideos nos adipécitos,
além de diminuir o catabolismo proteico (MAY; BUSE, 1989).

A perda de peso que ocorreu no grupo de animais tratados com agua

destilada pode ter sido devido a falta de insulina que ocasiona intenso processo
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de catabolismo de proteinas estruturais e beta oxidacdo de acidos graxos, que
por conseguinte reduzem a massa corporal dos individuos com DM tipo 1 néo
tratados (BERNE; LEVY, 2000; MOLINA et al., 1989; QUEIROZ et al., 2009).
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Figura 5. Efeito do tratamento com agua destilada (0,5 mL/animal), EBHECb (500 mg/Kg), e
Insulina NPH (8 Ul/dia) sobre o desenvolvimento ponderal (g) de animais diabéticos e de animais
normoglicémicos no periodo de 30 dias. Os dados representam a Média + Desvio Padrédo (n=>5),
sendo que *p<0,05 e ***p<0,001 apresentaram resultados estatisticamente significativos, quando
comparados ao grupo tratado com agua destilada através do Teste ANOVA seguido do Teste de
Tukey para multiplas comparacdes.

Isso ocorre por consequéncia da ndo captacdo de carboidratos pelas
células para obtencdo de energia, como o individuo necessita de energia para
suprir suas necessidades fisioldgicas, 0 organismo promove novas vias de
obtencdo de energia utilizando proteinas e acidos graxos, assim influenciando
diretamente na reducédo do peso corporal (BERNE; LEVY, 2000; MOLINA et al.,
1989; QUEIROZ et al., 2009).

A perda de peso em individuos diabéticos pode levar a complicacdes,
pois a dislipidemia representa um sério risco ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (MOLINA et al., 1989; QUEIROZ et al., 2009; YADAV;
MOORTHY; BAQUER, 2005). A doenca cardiovascular € a principal responsavel
pela reducao de sobrevida de pacientes diabéticos, sendo a causa mais frequente
de mortalidade, pois engloba grande variedade de distarbios vasculares, incluindo
infarto do miocardio (LEHTO et al., 1997).

A hidrdlise dos triacilglicer6is armazenados nos adipécitos, contribui para

7

a elevacdo de acetil-CoA que é precursora de corpos cetdonicos no figado
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(FORETZ et al., 1999). Segundo o0 mesmo autor, 0 aumento nos niveis
sanguineos dos corpos cetdnicos, acetoacetato e D-B-hidroxibutirato diminuem o
pH sanguineo, resultando em uma acidose (cetoacidose diabética), condi¢cdo que
pode provocar 0 coma, em casos extremos, e até evoluir para a morte.

O consumo hidrico € um outro fator fortemente influenciado pelo aumento
plasmatico de glicose onde, na ocorréncia do DM, o individuo geralmente
apresenta polidipsia. A Figura 6 nos mostra que os animais tratados com
EBHECDb e Insulina reduziram consideravelmente o consumo de agua apo0s 0s
seus respectivos tratamentos, apresentando resultados estatisticamente
significativos (p<0,001) quando comparados aos animais tratados com &gua
destilada.

O consumo hidrico pelos animais normoglicémicos variou em média de
40+4.6 mL/dia, com a inducdo do diabetes esse volume se elevou para 127+7.8
mL/dia, o grupo tratado com EBHECDb apresentou uma reducéo de 27 % (93+6.3
mL/dia) em relacdo ao grupo tratado com agua destilada, ja o grupo tratado com
insulina apresentou reducdo de 60% (53+5.1mL/dia), ficando com niveis de

ingestao hidrica préximo do normal.

140 - —e— Agua Destilada

120 - —=— EBHECb
—E' —— Insulina
\g 100 - —¥— Normoglicémico
(@]
:5 80 -
I
o 60 -
e
?
® 40 -
8 20 4 Kok el bkt -

0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Tempo (dias)
Figura 6. Efeito do tratamento com agua destilada (0,5 mL/animal), EBHECb (500 mg/Kg), e
Insulina NPH (8 Ul/dia) sobre o consumo hidrico (mL) de animais diabéticos e de animais
normoglicémicos no periodo de 30 dias. Os dados representam a Média + Desvio Padrdo (n=5),
sendo que *p<0,05 e ***p<0,001 apresentaram resultados estatisticamente significativos, quando
comparados ao grupo tratado com agua destilada através do Teste ANOVA seguido do Teste de
Tukey para comparagfes multiplas.

A reducdo do consumo hidrico dos animais tratados com insulina e
EBHECD foi devido a reducao dos niveis plasmaticos de glicose, essa reducao

tornou-se proporcional para cada grupo de acordo com o estado glicémico.
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A polidipsia presente nos animais diabéticos ocorre devido a
hiperosmolaridade sanguinea, em razdo de altos niveis de glicose circulante, que
faz com que a agua passe do meio intracelular para o extracelular a fim de manter
o equilibrio osmético (AIRES, 2008; BERNE, 2000).

A desidratacdo intracelular é reconhecida pelos osmorreceptores
cerebrais que geram uma resposta desencadeando a sede intensa caracteristica
do diabetes (LERCO et al., 2003).

Esse processo também gera o mecanismo de homeostasia utilizado pelo
organismo diabético, na tentativa de eliminar o excesso de glicose presente na
circulacdo sanguinea. Essa eliminagdo € realizada principalmente pelos rins,
através da urina, apresentando altos niveis de glicose na urina excretada
(GUYTON; HALL, 2008).

Um outro fator que esta presente na DM € a polidria, referente ao
aumento de excrecdo urinaria recorrente do aumento de glicose na corrente
sanguinea (AIRES, 2008).

Este fator foi evidenciado nas atividades experimentais (Figura 7), onde
0s animais tratados com agua destilada apresentaram uma producdo de
aproximadamente 95.79+6.4 mL de urina diariamente sendo esse volume 11,5
vezes maior que o grupo dos animais normoglicémicos que mantiveram uma

producédo de volume urinario de aproximadamente 8.32+4.1 mL.
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Figura 7. Efeito do tratamento com agua destilada (0,5 mL/animal), EBHECb (500 mg/Kg), e
Insulina NPH (8 Ul/dia) sobre o volume urindrio (mL) de animais diabéticos e de animais
normoglicémicos no periodo de 30 dias. Os dados representam a Média + Desvio Padrdo (n=5),
sendo que **p<0,01 e ***p<0,001 apresentaram resultados estatisticamente significativos, quando
comparados ao grupo tratado com agua destilada através do Teste ANOVA seguido do Teste de
Tukey para multiplas comparagdes.
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Os animais tratados com EBHECb apresentaram uma redugéo de 34,57
% em relacdo ao grupo tratado com agua destilada, porém ainda demostraram
um aumento de aproximadamente 8 vezes o volume normal de urina.

O grupo tratado com insulina demostrou uma média de volume urinario de
20,8+4 mL, reduziu em 95,4 % os niveis de urina, entdo assim como 0 grupo
normoglicémico mantiveram valores estatisticamente significantes (p<0,001)
guando comparados aos animais tratados com agua destilada.

Por conseguinte, quando maior a concentracdo de glicose plasmatica
maior € a absorcdo de seu equivalente isosmético de agua, onde o organismo
busca sempre obter o equilibrio osmético nos diversos compartimentos celulares
(AIRES, 2008; GUYTON; HALL, 2008). Assim, associado ao processo de
polidipsia, o individuo diabético realiza grande quantidade de excrecéo urinaria.

Em relacado a glicosuria (Figura 8), observou-se que os animais diabéticos
tratados com agua destilada apresentaram uma média de 742,4+64,4 quando
comparado ao grupo normoglicémico, que apresentou uma média de 6,7+2,2

mg/dL de glicose na urina.
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Figura 8. Efeito do tratamento com agua destilada (0,5 mL/animal), EBHECb (500 mg/Kg), e
Insulina NPH (8 Ul/dia) sobre a glicostria (mg/dL) de animais diabéticos e de animais
normoglicémicos no periodo de 30 dias. Os dados representam a Média + Desvio Padrédo (n=>5),
sendo que **p<0,01 e ***p<0,001 apresentaram resultados estatisticamente significativos, quando
comparados ao grupo tratado com agua destilada através do Teste ANOVA seguido do Teste de
Tukey para multiplas comparagdes.

Assim, conclui-se que houve um aumento de excrecao de glicose pela
urina altissimo com mais de 110 vezes do grupo controle quando comparado ao
grupo normoglicémico.

Ja& o grupo tratado com EBHECDb apresentou média de 595,08+26 mg/dL

de excrecédo de glicose com uma reducdo de aproximadamente 20% em relacao
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ao grupo tratado com agua destilada, assim com significancia de p<0,001 em
todos os dias de mensuracgao.

O grupo tratado com insulina apresentou média de 20,4+2,5 mg/dL sem
significancia estatistica em relacdo ao grupo normoglicémico, por sua vez, ambos
grupos foram estatisticamente significativos (p<0,001) quando comparados aos
animais tratados com agua destilada.

Em relagéo a glicemia (Figura 9), observou-se que os animais tratados
com agua destilada apresentaram altos niveis, com média de 592,7+50,2 quando
comparados ao grupo normoglicémico que apresentou uma média de
177,42+22,9 mg/dL, com isso houve um aumento de glicose plasmética
equivalente a aproximadamente 405 mg/dL.

Ja o grupo tratado com EBHECb demostrou significancia estatistica na
reducdo dos niveis glicémicos em relacdo a grupo tratado com agua destilada
(p<0,01 e p<0,001), com reducéao de 18 %.
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Figura 9. Efeito do tratamento com agua destilada (0,5 mL/animal), EBHECb (500 mg/Kg), e
Insulina NPH (8 Ul/dia) sobre a glicemia (mg/dL) de animais diabéticos e de animais
normoglicémicos no periodo de 30 dias. Os dados representam a Média + Desvio Padrédo (n=>5),
sendo que *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 apresentaram resultados estatisticamente significativos,
quando comparados ao grupo tratado com agua destilada através do Teste ANOVA seguido do
Teste de Tukey para mdultiplas comparacdes.

O grupo tratado com insulina apresentou grande significancia estatistica
guando comparados aos animais tratados com agua destilada (p<0,001) e quando
comparado ao grupo de animais normoglicémicos ndo houve diferencas
estatisticas.

Na atualidade ha uma grande busca por agentes hipoglicemiantes que

apresentem propriedades capazes de reduzir os sintomas causados pela
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diabetes, com enfoque principalmente para as plantas medicinais usadas na
medicina popular ou por comunidades tradicionais, pois dados da literatura
revelam que é muito mais provavel encontrar atividade biologica em plantas
orientadas pelo seu uso na medicina popular do que em plantas escolhidas ao
acaso (CECHINEL-FILHO; YUNES, 1998; BARBOSA-FILHO et al., 2005).

Tem sido discutido na literatura que uma droga € considerada eficaz
como anti-hiperglicemiante quando ela reduz os niveis de glicose plasmaticos em
pelo menos 15 % dos valores iniciais (MARTHA et al., 2000). De acordo com esse
critério podemos concluir que o tratamento com EBHECb em ratos com diabetes
induzido por aloxano é eficaz, pois foi capaz de reduzir os niveis glicémicos em
18%, assim como atuar na reducdo de sintomas decorrentes do diabetes induzido
por aloxano, tais como: polifagia, polidipsia e polidria.

As plantas medicinais apresentam diversos mecanismos no controle do
metabolismo de carboidratos, esses mecanismos reduzem a hiperglicemia por
atuarem na restauracdo da integridade e funcdo das células R3-pancreaticas,
aumentando a estimulacdo da liberacdo de insulina, promovendo melhora da
captacdo e utilizacdo da glicose e atuam reduzindo o dano oxidativo por ROS,
assim fazendo das plantas um excelente alvo para o desenvolvimento de novos
modelos terapéuticos (ROCHA et al., 2006).

Em estudos realizados pelo grupo de pesquisa Farmacos da Universidade
Federal do Amapa, como citado em Carvalho et al. (2013), o extrato da espécie
Calophyllum brasiliense apresentou grande teor de compostos polifendlicos,
sendo que essas substancias naturais antioxidantes apresentam um grande
potencial para a atividade hipoglicemiante como agentes terapéuticos.

A presenca de taninos assim como a de flavonoides e outros fendlicos no
extrato reforcam as propriedades hipoglicemiantes desta espécie, pois estes
metabdlitos secundarios em varios estudos utilizando diversas espécies vegetais
demonstraram tais atividades frente a inducdo de modelos diabéticos em diversas
espécies de animais (SARTORI et al., 1999; BUFFON, 2005; SILVA et al., 2008;
SILVA; CECHINEL FILHO, 2002; SILVA et al., 2001).

A presenca de flavonoides pode explicar o efeito hipoglicemiante, pois
dentre as atividades farmacoldgicas atribuidas aos flavondides estdo a atividade

hipoglicemiante, antioxidante, antiviral, antiinflamatoria, antitumoral, sobre a
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permeabilidade capilar e hormonal (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004; AHMAD et
al., 2000; DORES, 2007).

Os flavondides dentre eles a rutina, podem estimular os efeitos da insulina
nas células através do mecanismo de segundo mensageiro (por exemplo
influenciando a proteina fosfofrutoquinase), e se ligar aos receptores de insulina,
promovendo assim reducéo da glicemia (HAVSTEEN, 2002).

Alguns autores descrevem que plantas ricas em flavondides séo capazes
de atuar na homeostasia da glicose, seja atuando como insulino-miméticos,
secretagogos de insulina ou ambos (TROJAN-RODRIGUES et al., 2012).

Em estudos feitos por Panda e Kar (2007), o extrato bruto e as fracbes da
Gentiana Olivieri (Gentianaceae) e o flavondide isolado, isoorientina, reduziram a
glicemia de ratos normais hiperglicémicos e diabéticos, ap6s tratamento agudo
por via oral.

O mecanismo de acdo proposto para este composto envolveria a
protecdo das células beta pancreaticas do dano oxidativo e o aumento da
secrecdo da insulina (PANDA; KAR, 2007). Além disso, atuaria também
aumentando a sensibilidade dos tecidos periféricos em resposta a insulina (SEZIK
et al., 2005).

Estudos com outros flavondides e seus glicosideos demonstraram que
estes compostos protegem as células beta pancreaticas e aumentam as
concentracfes plasmaticas de insulina por atuarem evitando o dano oxidativo,
além de estimularem a liberacdo deste horménio das células beta pancreaticas (LI
et al., 2007).

Silva e Cechinel Filho (2002) afirmam que os polifendis existentes no
extrato hidroalcodlico das sementes da B. variegata mostraram efeito
hipoglicemiante em ratos com o diabetes induzido pela streptozotocina, onde
demonstraram em seus estudos que o tratamento com o extrato hidroalcodlico
(500 mg/kg) desta planta apresenta acao hipoglicemiante apds 4 horas, maior que
a insulina.

Neste mesmo estudo, foi confirmada também a acdo antidiabética do cha
das folhas secas de B. monandra (10%), o qual reduziu significativamente o nivel
glicémico em camundongos (SILVA; CECHINEL FILHO, 2002).

Estudos realizados por Naik et al. (1991) sugerem que 0s taninos e
triterpenos encontrado na quixabeira podem estar relacionados com a atividade
hipoglicémica desta planta. Assim, a partir do extrato etandlico das cascas e das
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raizes desta planta obtém-se o acido bassico, um triterpeno insaturado que
promove o aumento dos niveis de insulina plasmética (NAIK et al., 1991).

Os estudos com plantas medicinais na busca por plantas com
propriedades anti-hiperglicemiantes levaram a descoberta da planta Galega
officinalis, que levou ao desenvolvimento da droga hipoglicemiante oral, da classe
da biguanidas a Metformina (NOEL et al.,1997).

Assim, outros mecanismos sugeridos para a redugcdo da glicemia do
extrato utilizado neste estudo pode ter sido através do aumento no nimero e na
sensibilidade dos sitios receptores de insulina, reducdo da gliconeogénese,
reducdo da absorcdo gastrintestinal de glicose e/ou reducdo da liberacdo de
glucagon (NEGRI, 2005; PEPATO et al.,2003). Pois drogas como as biguanidas
orais, sdo capazes de alterar o metabolismo glicidico inibindo a elevacdo da
glicemia pés-prandial em aproximadamente 25 a 30%.

Porém apesar destas suposi¢cdes, ndo se pode afirmar qual o real
mecanismo que promoveu a reducao da glicemia e dos sinais clinicos da diabetes
induzida por aloxanos, necessitando assim de estudos mais detalhados que
possam elucidar e confirmar o mecanismo de acao inerente a esta droga vegetal.
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5 CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos, aqui demonstrados e discutidos, referentes as
avaliacbes toxicologica e hipoglicemiante do EBHECb, juntamente com o
embasamento dos mecanismos ja descritos na literatura, pode-se sugerir que a
DLsp do EBHECb encontra-se superior a 2000 mg/kg, quando administrado em
dose Unica por via oral, o qual ndo produziram mortalidade em 14 dias de
observacao apés o tratamento dos animais.

O tratamento agudo com o EBHECD, nas doses de 500 mg/kg, 1000
mg/kg e 2000 mg/kg n&o influenciou sobre o desenvolvimento ponderal, e sobre o
comportamento dos animais, ndo havendo sinais de toxidade geral.

A administragdo oral do EBHECDb por 30 dias, na dose de 500 mg/kg,
causou aumento do desenvolvimento ponderal e do consumo de agua e racao
sendo que essas alteracdes nao possuem significado toxicoldgico.

Apesar de ter apresentado aumento significativo dos orgéos das fémeas
(baco, coracdo, figado, pulmdes, rins), o EBHECb ndo promoveu alteracbes
significativas nos parametros sanguineos dos animais, de acordo com os valores
de referéncias utilizados, a ndo ser na fosfatase alcalina das fémeas tratadas,
sugerindo-se atividade toxica sistémica leve com tratamento subagudo. Haja vista
que os ratos machos tratados com a mesma dose ndo apresentaram alteracgdes.

Vérios fatores podem ter influenciado para a identificacdo dessas
alteracdes no organismo dos animais, dentre eles a dose utilizada, o tempo de
exposicdo e a sensibilidade da espécie, sobretudo das fémeas, aos efeitos
nocivos do extrato em estudo.

Considerando que houve alteracdes nos 6rgaos das fémeas, tratadas por
30 dias com 500 mg/kg de EBHECDh, sugere-se realizacdo de estudos
toxicolégicos com analises histoloégicas dos 6rgdos dos animais, merecendo
maiores esclarecimentos sobre 0os mecanismos de acdo envolvidos, sobretudo
relacionado as fémeas, devendo considerar essas alteracbes em estudos
posteriores.

Além disso, sugere-se a realizacdo de estudos relacionados a toxicologia
reprodutiva, devido ao fato das alteracGes estarem presentes apenas nas fémeas
tratadas com o EBHECb, podendo apresentar dificuldades na reproducéo ou no

desenvolvimento do embrido.
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Em relacdo a atividade hipoglicemiante, conclui-se que o EBHECb na
dose de 500 mg/kg promove estabilidade no desenvolvimento ponderal dos
animais, onde o grupo tratado apresentou pouca variacdo de peso quando
comparado ao grupo tratado com a &gua destilada, demonstrando que o
tratamento com o EBHECb, possivelmente, pode regular o peso evitando a perda
de massa corporal.

Os animais (ratos) tratados com o EBHECDb (500 mg/kg) também
apresentaram reducao consideravel no consumo de agua e, consequentemente,
na producéo de urina quando comparado ao grupo controle, controlando sintomas
caracteristicos da DM como a polidipsia e a politria, evidentes no grupo da agua
destilada.

O EBHECb também promoveu uma redu¢do na eliminacdo de glicose
pela urina (glicosuria) e na glicemia dos animais tratados, o qual foi capaz de
reduzir os niveis glicémicos em 18%.

Assim, conclui-se que o EBHECDb foi capaz de reduzir os sinais
decorrentes do DM induzido por aloxano como a perda de peso, a polidipsia,
poliuria, polifagia, glicosuria e a hiperglicemia.

Pode-se sugerir que esse efeito seja decorrente da presenca de
metabolitos secundarios como os taninos e os flavonoides, dentre eles a rutina e
outros fendlicos, capazes de desenvolver atividades hipoglicemiantes como
citados na literatura. Entretanto, faz-se necessario estudos que esclarecam o
mecanismo de acdo do EBHECD responsavel pela sua atividade hipoglicemiante.

Desta forma, pode-se sugerir que o EBHECb, na dose de 500 mg/kg,
pode ser utilizado como tratamento complementar, facilitando a adesdo das
pessoas com diabetes ao tratamento. Porém, sem abandonar o tratamento

medicamentoso convencional.
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL - ATIVIDADE HIFOGLICERMIANTE
Frupo: Crogal Via/ Dose:
Imicio f d Termina: d { Animais
Inducao (Drogal Dosel Vial:
17 A d s Hagdo iai Hagde (gl Wiums 08 Faca igi Allosmia Alloosiria
Contrake | [180ml)| Reposigho Comrumio Lhrims imil] L ~Ha b5, | Flta ADE.
TNE | Ages | Faghc gl | Faghcial | volums g8 )
Confrods | [250mL)| Reposigho | Comcume | Urims jmi) Peco (gl
TTINE | Agee | Faghcial | Faghcial | Volums g8 )
Controle | [250mLil| Reposigho | Concume | Wrime imL) Faca Q)
I'INE | Ggue | Maghc ol | Mogioigl | Volame g :
Controle | [250mLl| Reposigho | Coacumo | Unmajmyg | Fee2 0
ETIRE | Agee | Faghcigl | Faghcigl | volums g8 )
Confrods | [250mL)| Reposigho | Comcume | Urims jmi) Peco (gl
BTIRE | Agee | Faghcial | Faghcial | Volume g8 )
Controle | [250mLil| Reposigho | Concume | Wrime imL) Faca Q)
bl T d s Hagao igj Hagdo gl Wiams 08 Faca igi Allosmia Alloosira
Coonfrols | [350ml)| Fepocipho Comrumio Lhrims fmil] L ~Ha apbs, | Flts AL,
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L aboratdrio de Pesgulsa am Firmacos
Hnilma A Hagha (i Hagho (gi | Volurss d= Faso ig)
[2EImL) Fapockdo | Concwmnd | Usina (mil| a
_;!.
&
Hnilma A Hagha (i Hagho (gi | Volurss d= Faso ig)
L2EmL) Fapockdo | Contsmo | Usina (mlL| a
_;!.
&
Hnilma A Hagha (i Hagho (gi | Volurss d= Faso ig)
[2EImL) Fapockdo | Concwmnd | Usina (mil| a
_;!.
&
Hnilma A Hagha (i Hagho (gi | Volurss d= Faso ig)
[2EImL) Fapockdo | Concwmnd | Usina (mil| a
_;!.
&
Hnilma A Hagha (i Hagho (gi | Volurss d= Faso ig) ]| F-T e []] ERT AT
[2Eml) Fapockdo | Concumnd | Usina (L] d Fha Abe. | Flta abe.
_;!.
&
Hnilma A Hagha (i Hagho (gi | Volurss d= Faso ig)
[2EImL) Fapockdo | Concwmnd | Usina (mil| a
_;!.
&
Hnilma A Hagha (i Hagho (gi | Volurss d= Faso ig)
[2EImL) Fapockdo | Concwmnd | Usina (mil| a
_;!.
&
Arlma A Hagha [gi Hapda gl | volusms: o Fasc ig)
[2EImL) Fapockdo | Concwmnd | Usina (mil| a

Data:
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LT

Fagha Tal

Fagha gl

e T o

izs0mi] | Fepockdo | Concwma | Urina gy | TR0 W
_;!.
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Anima A Hap®a |gi Rapho (g | Vol g Paco (g} ]| F= T [<] | ST
CEEdml] Fepocicdo | Concsmo | Usina (mil] d =Hm &b | Flia b,
T
o
Anima A Hagsa gl Hapha |gi | volumes g Faso ig)
CEETml] Fapocicdo | Conssmo | Usina (miL) d
r
f
Amimns LT Rapha (gl Rapho (g | Volumss d= Pasc ig]
LEEdmil] Fapockdo | Concuma | Usina imlL] d
_;!.
i
Arlrns LT Hap®a (gl Rapho (g | Vol g Feso ig]
EE0mil] Fapocigdo | Contuma | Urina (L]
T
0
Amima A Hap®o Igi Hapho (g) | Volumss g Faco ig)
CEEdml] Fepocicdo | Concsmo | Usina (mil]
r
&
Anima A Hagsa gl Hapha |gi | volumes g Faso ig) []] F T ] ] | BT ATy
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i
Amlrns LT Rap®a (gl Rapho (g | Violumes d=
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