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EFEITO HIPOGLICEMIANTE DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DE
Murraya paniculata (L.) (Laranja Jasmim) EM MODELO ANIMAL DE DIABETES.

Menezes, C.D.A.

Murraya paniculata (Laranja Jasmim) é uma planta originéria da india largamente utilizada na
medicina popular como: antinociceptiva, antiinflamatdria, antioxidante, antimicrobiana,
antifingica, anti febre reumatica e anti-disenteria. Dentre os constituintes, podem ser
encontrados: flavondides, alcal6ides indol, cumarinas, isoflavondides, Oleos essenciais,
polissacarideos e acidos graxos. O diabetes mellitus € uma das principais questfes de salde no
cendrio atual que afeta pessoas de diferentes faixas econdmicas e idades em varios paises do
mundo. E considerada com uma doenca cronica associada com o metabolismo anormal dos
carboidratos, gorduras e proteinas que causa altos indices de morbidade e mortalidade. Este
trabalho objetivou avaliar o perfil bioquimico do extrato de Murraya paniculata em modelo de
diabetes experimental induzido por aloxano em ratos. Foram utilizados Rattus norvegicus de
linhagem Wistar albina, machos, adultos, pesando entre 200 e 250g, provenientes do biotério
da Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte - FMJ. No teste de toxicidade aguda, a
administracdo oral do extrato MPE, incluindo a dose mais alta, (2000 mg/kg), ndo apresentou
mortalidade nas primeiras 24 horas e durante todo o periodo de estudo, assim como nenhum
efeito de toxicidade. Para os testes de avaliacdo bioquimica (glicemia, colesterol, transaminases
hepaticas, frutosamina e hemoglobina glicada), foram realizados segundo métodos enzimaticos
padrdes conforme estabelecidos nos kits de diagnostico. O extrato de Murraya paniculata
(MPE), foi utilizado nas doses de 100, 200 e 400 mg/Kg, enquanto que as drogas classicas
glibenclamida e metformina foram administradas nas doses de 5 e 50 mg/Kg, respectivamente
por um periodo de dois meses. Os estudos de uma semana a dois meses de tratamento,
mostraram uma reducdo significativa nos niveis de glicose, colesterol total e triglicerideos
plasméaticos nos grupos tratados com o extrato MPE e as drogas classicas, em que MPE
100mg/Kg, reduziu em 57,55% seus niveis glicémicos, ***p<0,001 e 44,39% seus niveis
plasmaticos de colesterol, ***p<0,001. Foi possivel perceber também, uma diminuicdo
significativa nos niveis séricos das transaminases hepaticas, nos grupos tratados ao longo do
experimento. Observou-se uma reducdo nos niveis de frutosamina e hemoglobina glicada, que
contribuiu com a melhora nos niveis glicémicos dos animais estudados. No estudo de
potencializacdo do efeito hipoglicemiante do extrato MPE, observou-se um possivel sinergismo
entre o extrato MPE e as drogas classicas, glibenclamida e metformina. O extrato MPE na dose
de 100mg/Kg foi capaz de reverter a hiperglicemia induzida pelo diazoxido via bloqueio dos
canais de K*, e a analise histopatoldgica do figado, rins e pancreas dos animais tratados com o
extrato MPE, mostrou um padrdo de normalidade ao longo dos dois meses de tratamento,
mostrando que o extrato MPE apresenta uma baixa toxicidade.

Palavras-chave: perfil glicémico, perfil lipidico, toxicidade aguda, analise histopatoldgica.



ANTIDIABETIC EFFECT OF HYDROALCOHOLIC EXTRACT OF SHEETS Murraya
paniculata (L.) (Orange Jasmine) MODEL IN DIABETES ANIMAL.

Menezes, C.D.A.

Murraya paniculata (Orange Jasmine) is a plant of India widely used in folk medicine as
antinociceptive, anti-inflammatory, antioxidant, antimicrobial, antifungal, rheumatic fever and
dysentery. Among the constituents can be found: flavonoids, indole alkaloids, coumarins,
isoflavonoids, essential oils, polysaccharides and fatty acids. Diabetes mellitus is a major health
issues in the current environment that affects people of different economic classes and ages in
countries around the world. It is considered as a chronic disease associated with abnormal
metabolism of carbohydrates, fats and proteins that cause high morbidity and mortality. This
work aimed to evaluate the biochemical profile of Murraya paniculata extract in experimental
model of alloxan-induced diabetes in rats. Were used Rattus norvegicus Wistar strain of albino
adult male, weighing between 200 and 250g, from the vivarium of the Faculty of Medicine of
Juazeiro - FMJ. In an acute toxicity test, oral administration of MSE extract, including the
highest dose (2000 mg / kg), none of the animals show mortality during the first 24 hours and
during the whole study period, and no effect of toxicity. For biochemical evaluation tests
(glucose, cholesterol, liver transaminases, fructosamine and glycated hemoglobin) were
performed according to methods enzymatic standards as set out in diagnostic kits. The Murraya
paniculata extract (MPE) was used in doses of 100, 200 and 400 mg / kg, while glibenclamide
and metformin classic drugs were administered at doses of 5 and 50 mg / kg, respectively for
two months . Studies of one week to two months of treatment, showed a significant reduction
in glucose levels, cholesterol and plasma triglycerides in the groups treated with the MPE
extract and traditional drugs, where MPE 100mg / kg, reduced by 57.55% its glucose levels,
***n <0.001 and 44.39% plasma levels of cholesterol, *** p <0.001. It could be observed also
a significant decrease in serum levels of hepatic transaminases, in the groups treated during the
experiment. There was a reduction in the levels of fructosamine and glycated hemoglobin,
which contributed to the improvement in glucose levels of the animals studied. In augmentation
study of hypoglycemic effect of MPE extract, there was a possible synergy between MPE and
extract the classical drugs, glibenclamide and metformin. The MPE extract 100mg / kg was
able to reverse at all times evaluated hyperglycemia induced by diazoxide via blockade of K*
channels, and histopathological examination of the liver, kidneys and pancreas of animals
treated with MPE extract, showed an normal range throughout the two-month experiment,
showing that the MPE has a low toxicity extract.

Keywords: glycemic profile, lipid profile, acute toxicity, histopathological analysis.
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1. INTRODUCAO

As doencas cronicas ndo transmissiveis representam a maior carga de morbimortalidade
no Brasil. Em 2011, o Ministério da Saude langou seu plano de agfes estratégicas para o
enfrentamento das doencas cronicas ndo transmissiveis, enfatizando acfes populacionais para
controlar as doencas cardiovasculares, diabetes, cancer e doenca respiratdria crénica,
predominantemente pelo controle do fumo, inatividade fisica, alimentacdo inadequada e uso
prejudicial de alcool (DUNCAN et al, 2012).

O diabetes é uma das principais questdes de salde no cenario atual e estd afetando
muitas pessoas de diferentes idades de vida em quase todos os paises do mundo. E uma doenca
crbnica e esta associada com o metabolismo anormal dos carboidratos, gorduras e proteinas.
Niveis elevados de aclcar no sangue em jejum e pés-prandial sdo uma caracteristica especifica
do diabetes (ROGLIC & UNWIN, 2010).

Esta patologia constitui-se como uma desordem metabdlica complexa, que se
caracteriza por anormalidades no metabolismo dos carboidratos, lipidios e proteinas, resultando
em profunda ou absoluta deficiéncia de insulina, caracterizando o diabetes tipo 1 ou da
resisténcia dos tecidos periféricos a insulina, caracteristico do diabetes tipo 2. O tipo 3 é 0
diabetes gestacional, apresentando intolerancia aos carboidratos durante a gravidez (SOUSA et
al,2011). A Sociedade Brasileira de Diabetes, toma como base um quarto tipo de diabetes,
classificada como outros tipos especificos de diabetes mellitus, que pode estar relacionado a
defeitos genéticos na funcdo das células beta, defeitos na acéo da insulina, doencas do pancreas
exaocrino, entre outras condigdes (SBD, 2013).

O diabetes mellitus (DM) configura-se hoje como uma epidemia mundial, representando
grande desafio para os sistemas de salude de todo o mundo. A prevaléncia de DM esta
aumentando por causa do crescimento e do envelhecimento populacional, maior urbanizacéo,
crescente prevaléncia da obesidade, sedentarismo e maior sobrevida do paciente diabético
(FERREIRA CLR & FERREIRA MG, 2009).

Segundo MANNA (2007), as formas de DM que apresentam deficiéncia total ou parcial
da secrecdo de insulina deverdo receber reposicdo hormonal com insulina exdgena. Ja nas
formas de DM em que o principal mecanismo fisiopatologico for a resisténcia insulinica, o
controle da situacdo geradora desta resisténcia devera receber o tratamento primario, como, por
exemplo, suspensdo de droga hiperglicemiante, tratamento da obesidade e mudanca de estilo

de vida.
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O DM tipo 1 é caracterizado pela destruicdo das células-beta pancreéticas, geralmente
levando a uma dependéncia absoluta de insulina. Na maioria dos casos, esta € uma destruicao
de origem auto imune. Ja o0 DM tipo 2 tem etiologia multifatorial, incluindo fatores genéticos e
ambientais que resultam da combinacdo de um aumento da resisténcia a insulina em tecidos
periféricos, associada com o aumento de gordura visceral e uma disfuncdo progressiva das
células-beta pancreéticas (LIBMAN, 2009).

A prevaléncia do diabetes mellitus (DM) na populacéo adulta mundial é de cerca de 4%,
podendo variar de acordo com a etnia e 0s habitos de vida da populacdo estudada, como
alimentacdo, atividade fisica e prevaléncia de obesidade. Estima-se que cerca de, 35% a 50%
dos individuos com DM tipo 2 (DM2) ndo saibam ter a doenca, o que de forma significativa
contribui, em muitos casos, para que ja no diagnostico clinico tenhamos a presenca de alterac6es
micro e macrovasculares (CHEN, et al 2011).

O diagnéstico correto e precoce do diabetes e das alteracGes da tolerancia a glicose é
extremamente importante porque permite que sejam adotadas medidas terapéuticas que podem
evitar o aparecimento de diabetes nos individuos com tolerancia diminuida e retardar o
aparecimento das complicacdes cronicas nos pacientes diagnosticados com diabetes. Os
critérios diagnosticos baseiam-se na glicose plasmatica de jejum (8 horas), nos pontos de jejum
e de 2h apds sobrecarga oral de 75¢g de glicose (teste oral de tolerancia a glicose — TOTG) e na
medida da glicose plasmatica casual (GROSS et al, 2002).

Os recursos financeiros envolvidos no tratamento, recuperacdo e manutencdo de
pacientes portadores desta patologia sdo altos para a sociedade. Neste sentido, ha constante
necessidade da busca de novas alternativas terapéuticas de origem natural ou sintética. A
fitoterapia e 0 uso de plantas medicinais fazem parte da pratica da medicina popular,
constituindo um conjunto de saberes internalizados nos diversos usuarios e praticantes,
especialmente pela tradicdo oral. (BRUNIN et al, 2012).

Neste sentido, um grande numero de espécies de plantas tem sido usado
experimentalmente para tratar os sintomas do DM. Porém, somente algumas espécies
apresentam substancias com potencial terapéutico, enquanto outras podem produzir
hipoglicemia como um efeito colateral devido a sua toxicidade, especialmente hepatotoxidade.

A Murraya paniculata (sinonimia Murraya exotica), pertencente a familia Rutaceae, é
uma arvore nativa da India que foi introduzida no Brasil, sendo largamente utilizada em
arborizacdo e em jardins. Esta espécie é considerada medicinal nas regides tropicais e
subtropicais da Asia e também na China e Indonésia. Nesses paises, as folhas e raizes s&o

utilizadas para o tratamento de problemas intestinais, de reumatismo e tosse (MESQUITA et
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al, 2008). Além disso, Gautam e colaboradores (2012a) em estudos utilizando modelo de
diabetes experimental, relatam o efeito hipoglicemiante desta planta em ratos. Desta forma, a
Murraya paniculata é considerada uma planta comumente encontrada e que apresenta um uso
bastante difundido para diversas finalidades na regido do cariri Cearense.

A pesquisa com produtos provenientes de plantas é importante por possibilitar a
diversificagdo do arsenal terapéutico existente hoje, uma vez que contribui para a descoberta de
novas moléculas capazes de tratar diversas patologias, sendo alvo de investigacdo na nossa
pesquisa, 0 tratamento do DM. O acompanhamento do diabetes, no presente trabalho, foi
realizado em curto prazo (uma e duas semanas) com o objetivo de ver as a¢cGes mais agudas do
DM e prever as acgdes curativas das drogas em estudo. E em longo prazo (um a dois meses)
como forma de avaliar a acdo do Extrato de Murraya paniculata (MPE) sobre a glicacdo de

proteinas (estado da hiperglicemia crénica).

Este trabalho representa o primeiro estudo subcrénico hipoglicemiante utilizando o
extrato hidroalcéolico das folhas da espécie M. paniculata utilizando o modelo de aloxano em

ratos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

v

Avaliar o perfil bioquimico de ratos tratados com o extrato das folhas de

Murraya paniculata L. (MPE) em modelo de diabetes experimental.

2.2 Objetivos Especificos:

<

Realizar a analise fitoquimica do extrato hidroalcéolico de M. paniculata.
Realizar a analise de toxicidade aguda segundo o teste hipocratico;

Avaliar o efeito hipoglicemiante a médio e longo prazo do extrato de M.
paniculata através da dosagem de frutosamina e hemoglobina glicada;
Avaliar o possivel potencial hipocolesterolémico e hipotrigliceridémico do
extrato da planta, através de determinagdes bioquimicas segundo métodos
enzimaticos padroes;

Avaliar efeito sobre a funcdo hepéatica através da dosagem das
transaminases hepaticas AST (Aspartato aminotransferase) e ALT (Alanina
aminotransferase) segundo métodos enzimaticos padrdes;

Avaliar possivel potencializacdo do efeito hipoglicemiante atraves das
associagOes do extrato de M. paniculata com glibenclamida e do extrato de
M. paniculata com metformina.

Verificar os efeitos do extrato de M. paniculata na hiperglicemia induzida
pelo diazéxido (DZD).

Avaliar do ponto de vista histoldgico, possiveis alteracdes nos rins, figados
e pancreas de ratos diabéticos na presenca e auséncia de tratamento com o

extrato de M. paniculata.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 O Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) é um grupo heterogéneo de doengas metabdlicas caracterizadas
por hiperglicemia com metabolismo deficiente de carboidratos, gorduras e proteinas (DAVEY
et al, 2014). Caracteriza-se por uma elevacdo nos niveis de glicose plasmatica, resultante da
menor secrecdo de insulina, resisténcia a sua acao periférica, ou ambos. Nas Gltimas décadas,
essa condicdo tem vindo a ser considerada uma pandemia mundial. Dados da Organizacao
Mundial da Saude (OMS) indicam que a prevaléncia de diabetes mellitus é de 2,8% entre a
populacdo mundial com mais de 20 anos de idade (MATOS et al., 2011).

A prevaléncia do DM tem aumentado vertiginosamente e espera-se um incremento
ainda maior, em muitos paises do mundo, os paises em desenvolvimento apresentam uma
tendéncia maior de aumento na frequéncia de DM em todas as faixas etarias, principalmente
nas mais jovens, cujo impacto negativo sobre a qualidade de vida e a carga da doenga aos
sistemas de saude é imensuravel (SARTORELLI & CARDOSO, 2006).

A adocdo de um estilo de vida pouco saudavel, o envelhecimento, a urbanizacao
crescente e a intensificacdo da globalizacdo, contribuem para 0 aumento dessa doenca e torna-
se um desafio para os sistemas de satide em todo 0 mundo (STOPA et al, 2014).

A sexta edicdo do atlas de diabetes, mostrou que no ano de 2014 existiam cerca de 387
milhdes de pessoas com diabetes mellitus em todo o mundo, e que no ano de 2025, hd uma
estimativa de que esse valor cresca ainda mais, algo em torno de 53%, 0 que representa um total
de 592 milhdes de pessoas com DM. A Africa apresenta o nimero estimado mais baixo de
pessoas com diabetes: 22 milhdes de pessoas em 2014, e uma estimativa de 42 milhdes de
pessoas com diabetes em 2025, (Figura 1). A regi&o do pacifico ocidental e o sudeste da Asia
respondem pelos numeros mais altos, com prevaléncia de 138 milhdes e 75 milhdes
respectivamente, em 2014, podendo esse valor chegar a 202 milhdes e 123 milhdes de pessoas
em 2025, respectivamente (IDF, 2014).

No ano de 2014, as taxas de pessoas com DM na Ameérica do Norte e Europa eram de:
39 milhGes e 52 milhdes, respectivamente, podendo chegar a 50 milhdes e 69 milhdes de
pessoas, respectivamente com diabetes em 2025. Na América do Sul e Central a prevaléncia
era de 25 milhdes de pessoas em 2014, com uma estimativa no ano de 2025 de até 39 milhdes

de pessoas com diabetes, Figura 1. (IDF, 2014).



21

Figura 1. Distribuicdo Mundial do Diabetes mellitus

paople living with diabetes
PREVALENCE

NORTH AMERICA
AND CARIBBEAN (NAC)

¢ I

’ people living with diabetes o people living with diabetes

| | PREVALENCE ’ PREVALENCE

[ . 9.7%
% MIDDLE EAST AND SOUTH-

f NORTH AFRICA [MENA] EAST ASIA (SEA) N

A

SOUTH AND
CENTRAL AMERICA (sAcA]

\

Fonte: Diabetes Atlas, sixth edition, 2014.

Em 2011, as regides da América Central e América do Sul, que concentram paises em
desenvolvimento, apresentaram uma estimativa de 25,1 milhdes de pessoas com diabetes
mellitus. Este contingente populacional equivale a 8,7% da populacdo de 20 a 79 anos com
possibilidade de aumentar em 60% nos proximos 20 anos.

De acordo com o Ministério da Saide, mais de 10 milhdes de brasileiros tem diabetes,
dos quais 33% estdo entre 60 e 79 anos de idade (STOPA et al, 2014). Dados Brasileiros de
2010 mostram que as taxas de mortalidade por DM (por 100 mil habitantes) apresentam
acentuado aumento com o progredir da idade, variando de 0,50 para a faixa etaria de 0 a 29
anos a 213,4 para a de 60 anos ou mais, ou seja, um gradiente de 427 vezes (SBD, 2013).

Nas ultimas décadas, a proporcdo da mortalidade atribuivel as doengas nao-
transmissiveis aumentou significativamente no Brasil, nesse contexto o diabetes mellitus, esta
entre as dez principais causas de mortalidade, contribuem para esse cenario desfavoravel, a alta
prevaléncia de diabéticos ndo diagnosticados e a expressiva propor¢do de casos com evidéncias
de complicacdes ao diagnostico (GEORGE et al, 2005).

Com o aumento da prevaléncia do DM em escala mundial e a sobrevida dos pacientes
diabéticos cada vez maior, € de se esperar um aumento na prevaléncia das complicacdes dessa
doenca, sendo essencial e importante a adocdo de medidas de prevencao, controle e diagnostico
precoce para diminuir tais complicacdes (ANTAO et al, 2007).
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3.2 Classificagao do diabetes mellitus

Conforme consta nas diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), a
classificacdo atual do DM baseia-se na etiologia da doenca, e ndo no tipo de tratamento utilizado
pelos pacientes. A classificacdo proposta pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e pela
Associacdo Americana de Diabetes (ADA) inclui quatro classes clinicas: DM tipo 1 (DM1),
DM tipo 2 (DM2), outros tipos especificos de DM e DM gestacional (SBD, 2013).

O DM tipo 1 é uma doenga multifatorial, em que uma predisposicdo genética e fatores
ambientais promovem a auto imunidade cronica contra as células beta pancreaticas. Com o
tempo, a auto imunidade leva a uma perda de células beta e detecgdo do diabetes. E comumente
diagnosticado na infancia e adolescéncia, mas também ocorre na idade adulta (PUGLIESE,
2014).

O DM tipo 2 ¢ caracterizado por uma deficiéncia ou falha na manutengdo da homeostase
da glicose, resulta de defeitos na secrecdo e acao da insulina, estd intimamente associada com
a obesidade, sedentarismo e um histdrico familiar de diabetes, é um fator de risco para
complicacdes microvasculares, insuficiéncia renal, cegueira, doenca cardiovascular e
dislipidemia (DISTEFANO & WATANABE, 2010).

Diabetes gestacional é um tipo de DM que € diagnosticado durante a gravidez, filhos de
maes com diabetes gestacional, apresentam um risco maior de desenvolver diabetes e obesidade
(COUSTAN, 2013). Semelhante ao Diabetes Mellitus tipo 2, o Diabetes Mellitus gestacional
associa-se tanto a resisténcia a insulina quanto a diminuicdo da funcdo das células beta
pancreéticas (SBD, 2013).

Outros tipos especificos de DM, constituem uma quarta classificacdo do DM, e pode ser
reportado por uma gama de fatores, dentre os quais relacionados a defeitos genéticos na funcao
das células beta, defeitos genéticos na agédo da insulina, doencas do pancreas exocrino, induzido
por medicamentos ou agentes quimicos e infec¢des (SBD, 2013).

Estudos recentes mostram a semelhanca fisioldgica existente entre o Alzheimer e 0 DM,
sendo que este é considerado um fator de risco para o desenvolvimento da doenca de Alzheimer,
estas semelhancas fisiologicas incluem: processos relacionados ao envelhecimento e
degeneracéo, desordens metabolicas, niveis elevados de colesterol, aumento do stress oxidativo
e aumento da resposta inflamatoria, entre outras (HOLSCHER & LI, 2007).

Diabetes mellitus tipo 2 e a doenca de Alzheimer sdo mais prevalentes com o avangar
da idade, evidéncias sugerem que pacientes que apresentam diabetes mellitus tipo 2 tem um

risco aumentado de contrair a doenca de Alzheimer, estudos em modelos animais com diabetes
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mellitus tipo 2 mostraram reducéo no transporte de insulina para o cérebro, reducao da absorgédo
de insulina além de uma reducdo neuronal de insulina, o que pode levar a uma diminuicao da
memoria (AKTER et al, 2011).

3.3 Complicagdes micro e macrovasculares do diabetes

As consequéncias do DM a longo prazo decorrem de alteracbes micro e
macrovasculares que levam a disfuncédo, dano ou faléncia dos 6rgdos. As complicacdes cronicas
incluem a nefropatia, com possivel evolucdo para insuficiéncia renal, retinopatia, com a
possibilidade de cegueira e/ou neuropatia, com risco de Ulceras nos pés, amputacdes, e
manifestacdes de disfuncdo autonémica, incluindo disfuncdo sexual (SBD, 2006).

De uma forma geral, as complicagdes em longo prazo no DM, parecem estar
relacionados a proporcao do descontrole metabolico, em que a deficiéncia de insulina, a
elevacdo dos niveis plasmaticos de glicose, assim como o tempo de exposicdo, sdo fatores
determinantes para essas complicagdes (KAHN et al, 2009).

Aproximadamente um terco da mortalidade em pacientes diabéticos, sdo oriundos de
doencas cardiovasculares, a incidéncia de diabetes e obesidade esta em constante ascensdo, as
complicacbes do diabetes tem efeitos deletérios sobre tecidos e varios 6rgdos do corpo,
culminando com a morbidade e mortalidade da doenga (ZHANG, 2014).

A hiperglicemia cronica no diabetes conduz a varias alteragdes no corpo de natureza
metabdlica, hormonal, e fisioldgica, que podem desencadear complica¢des secundarias, que séo
responsaveis pela maior morbidade do DM (DAVEY et al, 2014).

ConcentracOes elevadas de glicose estimulam a formagdo de produtos avancados de
glicacdo ndo enzimatica, os chamados AGES (AGEs — do inglés, Advanced Glycated End-
Products, (BERTOLUCI et al, 2008). Em individuos diabéticos, a exposicdo a agucares
oxidados, assim como o aumento da concentracdo lipidica, resultard em lipoxidacdo, que
também é considerado um mecanismo intermedidrio na formagdo dos AGES, estes irdo
produzir danos estruturais e funcionais a macromoléculas (CHILELLI et al, 2013).

Esses produtos de glicacdo ndo enzimatica podem acumular em locais especificos como:
retina, placas aterosclerdticas e rim, sendo o rim considerado o principal alvo das AGES, uma
vez que esse Orgao € considerado o maior sitio de depuracdo dessas moléculas (REIS et al,
2008).

A nefropatia nos pacientes diabéticos é uma preocupacao nao s6 porque pode resultar

em insuficiéncia renal terminal, mas também porque esta associada com doenca cardiovascular
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e porque é uma complicacdo frequentemente descrita no diabetes mellitos (WILMOT & IDRIS,
2014).

A nefropatia diabética ¢ uma complicacdo do DM associada a grande morbimortalidade.
A deteccdo da microalbumindria, nos pacientes diabéticos, tem como finalidade a identificacéo
de pacientes com risco de complicacdes renais antes da ocorréncia de maiores danos a esse
orgéo (SBEM, 2004).

A retinopatia diabética é uma desordem da vascularizagdo retiniana caracterizada por
anormalidades microvasculares (microaneurismas e hemorragias intrarretinianas), progredindo
para alteracdo da permeabilidade vascular, ma perfusédo tecidual, edema e isquemia retiniana e
anormalidades microvasculares intrarretinianas. A fase avangada, associada ao aumento do
risco de cegueira, € chamada retinopatia diabética proliferativa e determinada pela presenca de
neovascularizacdo da retina ou do disco optico (VALIATTI, 2011).

A neuropatia diabética periférica € uma das complicagdes mais prevalentes nesses
pacientes, podendo acometer até 80% desses individuos, é uma complicacdo progressiva e
irreversivel, a neuropatia leva a uma perda das informacGes sensoriais cutaneas nos pés,
podendo ocasionar transtornos da estrutura osteoarticular dessa regido, além de contribuir para
modificar a marcha, o equilibrio estatico e dindmico (SALES et al, 2012).

A doenca macrovascular no paciente diabético € a prdpria doenca aterosclerética, que
incide em uma populac&o n3o diabética. E contudo, mais precoce, mais frequente e mais grave,
¢ a maior causa de morbidade e mortalidade nesses pacientes, a prevencdo primaria da doenca

macrovascular esta relacionada com a prépria prevencao do diabetes (SBD, 2013).

3.4 Diagnostico e monitoramento do diabetes mellitus

O controle da glicemia reduz de forma significativa as complicagdes do DM. Desta
forma, métodos que avaliam a frequéncia e a magnitude da hiperglicemia sdo essenciais no
acompanhamento do diabetes. Atualmente sdo aceitos trés critérios para o diagndstico do
diabetes mellitus: sintomas de polidria, polidipsia e perda ponderal acrescidos de uma glicemia
casual > 200mg/dL; glicemia de jejum > 126 mg/dL e glicemia de 2 horas pds-sobrecarga de
75¢ de glicose > 200 mg/dL. Ao longo do tempo houve avangos significativos nos métodos de
controle da glicemia a médio e longo prazo, como exemplo desses métodos, pode-se ter a
dosagem de frutosamina e hemoglobina glicada, respectivamente (SBD, 2013).
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3.4.1 Frutosamina

A frutosamina consiste de uma forma estavel de proteinas glicadas, que sao
incorporadas a glicose por um mecanismo de ligagdo ndo enzimatico, sofrendo assim
modificagdo pos-translacional. Sua determinacdo em pacientes diabéticos é considerada
importante, pois niveis elevados no sangue dessa proteina, indicam o aumento da glicacéo
proteica (SHAFI et al, 2012).

A dosagem de frutosamina apresenta um aumento em portadores de DM devido a
formagdo de aldiminas instaveis e reversiveis, rearranjadas a cetoaminas. Pode ser utilizada
como parametro auxiliar no controle glicémico de portadores de DM onde a aplicabilidade da
HbA1c é limitada, como nas hemoglobinopatias, hemdlise e anemia. Representa a concentracdo
média da glicose em duas a trés semanas e funciona como parametro alternativo para a
monitoracgéo da glicemia capilar no controle glicémico a curto prazo (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2010).

Pode ser uma ferramenta capaz de avaliar o controle glicémico em pacientes diabéticos
e transplantados de ilhotas (THARAVANIJ et al, 2009). Em individuos portadores de
complicacdes vasculares e nefropatias € Gtil para a avaliagdo do controle glicémico assim como
para a avaliagdo da morbi-mortalidade em individuos com diabetes descontrolada. A
frutosamina também pode ser utilizada na avaliagdo do controle glicémico a curto prazo em
gestantes que desenvolvem diabetes gestacional, (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2010).

3.4.2 Hemoglobina glicada

A hemoglobina glicada define-se por um grupo de substancias resultantes da reacao
entre a hemoglobina A (HbA) e um acucar, no qual o componente mais importante é a fracdo
A1C, formado por um residuo de glicose ligado ao grupo amino terminal do aminoacido valina.
A ligacdo entre a HbA e a glicose é o produto de uma reacdo ndo-enzimatica definida como
glicacdo, ocorrendo em maior ou menor grau, conforme o nivel de glicemia (KUMAR et al,
2010).

A hemoglobina glicada permanece dentro das hemacias e a sua concentracdo, depende
da meia-vida e da taxa glicémica média. A membrana da hemécia é altamente permeével a
molécula de glicose, fazendo com que a hemoglobina presente no seu interior fique exposta

praticamente & mesma concentracdo da glicose plasmatica. A reacdo entre a glicose e a
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hemoglobina glicada ocorre em duas fases, sendo a primeira fase reversivel e que origina um
composto intermediario denominado pré-A1C ou base de Schiff e a segunda fase é irreversivel
e resulta em um composto estavel denominado HbAlc (KUMAR et al, 2010). Cerca de 4% a
6% do total de HbAlc apresenta-se glicada em pacientes ndo-diabéticos, sendo que no diabético
descompensado, esse nimero pode ser duas a trés vezes acima do normal.

Diante disso, niveis de hemoglobina glicada acima de 7% sdo considerados um risco
progressivamente maior de complicacdes cronicas, levando ao conceito de que esse valor é o
limite para a revisdo do esquema terapéutico do diabetes em vigor. As outras fragcdes da
hemoglobina Al originam-se da ligacdo de outros elementos & porcéo valina N-terminal da
cadeia beta da hemoglobina A: Alal (frutose-1,6-bifosfato), Ala2 (frutose -6-fosfato) e Alb
(Acido pirtvico). Quando o processo de glicacdo ocorre em outros pontos de cadeia beta e na
cadeia alfa, origina-se a molécula da hemoglobina glicada Ao. O somatdrio de todas as fracdes
da hemoglobina A1 e Ag resulta na chamada hemoglobina glicada total (GALAN et al, 2008).

O nivel de hemoglobina glicada resulta no somatorio de todas as hemacias circulantes
no organismo, seguindo o ciclo de vida de 120 dias. A glicose dos Ultimos 30 dias antes da
dosagem da hemoglobina glicada contribui com 50% da HbALc, e os niveis glicémicos dos
altimos dois a quatro meses contribuem com 25%, Concluindo, que a hemoglobina glicada
consiste, na média ponderada do niveis glicémicos de 60 a 90 dias antes do exame (SELVIN et
al, 2010).

A hemoglobina glicada € uma dosagem bioquimica que auxilia na determinacdo do
controle da glicose em pacientes diabéticos. Porém, novas recomendacdes da American
Diabetes Association indicam o uso da hemoglobina glicada para o diagnostico do diabetes
mellitus, com base na associacdo estabelecida entre hemoglobina glicada e as complicagoes
microvasculares da doenca. Além disso possui varias vantagens sobre a glicemia de jejum,
como a maior reprodutibilidade, a possibilidade de ser avaliada no estado fora do jejum, e a
facilidade de monitorizagdo da glicose (SELVIN et al, 2010).

Deve ser avaliada rotineiramente em todos os pacientes com DM para documentar o
grau de controle glicémico. As metas de tratamento sdo baseadas em resultados de estudos
clinicos prospectivos e randomizados. De acordo com o United Kingdom Prospective Diabetes
Study (UKPDS), os testes de HbAlc devem ser realizados pelo menos duas vezes ao ano por
todos os pacientes diabéticos. Dessa forma, manter o nivel de HbA1C abaixo de 7% no portador
de diabetes reduz significativamente o risco de desenvolvimento das complicages micro e
macrovasculares em relacdo ao paciente cronicamente descontrolado (LITTLE & ROBERTS,
2009).
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A doenca cardiovascular é a principal consequéncia do diabetes mellitus.
Recomendacdes para o diagndstico desta doenca baseiam-se nas relacdes de glicose em jejum
e hemoglobina glicada com doencga microvascular, indicando que a hemoglobina glicada é um
marcador Util de um possivel risco cardiovascular e morte por qualquer causa (SELVIN et al,
2010).

3.5 O papel dainsulina

A insulina é um hormdnio produzido pelo organismo através das llhotas de Langherans
no pancreas, através da extremidade B. Ela regula a homeostase da glicose e atua de maneira
coordenada em eventos celulares que regulam os efeitos metabolicos e de crescimento. O
mecanismo molecular da acéo da insulina evidenciado em estudos, mostram que depende da
remocao do efeito inibitdrio da subunidade a sobre a atividade da sub-unidade 3 do seu receptor.
Induz a auto fosforilagdo aumentando a capacidade de fosforilar um ou mais substratos
proteicos intracelulares (BEARDSALL et al, 2008).

A insulina molecular retira a glicose sanguinea enviando-as para o interior das células,
principalmente as musculares, na forma de glicogénio. Ocorre a oxidacdo do glicogénio nos
musculos em &cido piravico, chegando finalmente a anidrido carbénico e agua. O piruvato
armazena-se e é reduzido a &cido latico, podendo voltar a &cido pirdavico, e enfim ser
metabolizado (BRUNKHORST et al, 2008).

A glicose é fosforilada a partir da enzima glicoguinase, formando a glicose-6-fosfato,
com producdo de ATP. O aumento na concentracdo de ATP/MgADP que é produto do
metabolismo da glicose, fecha o canal, que leva a um aumento da carga positiva dentro da célula
B, com consequente despolarizacdo da membrana, causando abertura dos canais de Ca?*
dependentes de voltagem. Esse aumento de calcio intracelular gera a secrecdo da insulina
(GRIBBLE & REIMAN, 2003; HENQUIN, 2004).

Apos a secrec¢do, a insulina promove a captacdo, armazenamento e rapida utilizacdo da
glicose nos tecidos, como figado, musculo e tecido adiposo. Altas concentragdes de insulina,
estimulam a glicolise para liberacao de energia, a glicose que ndo é utilizada imediatamente, é
captada pelo figado e musculo, sendo convertida em glicogénio.

No figado, a insulina estimula a glicogénio sintase a produzir glicogénio, além de inibir
a glicogénio fosforilase e a gliconeogenese. No musculo, esse hormonio aumenta a sintese de
glicogénio, estimula a glicélise e a captacdo de glicose por aumentar o nimero de receptores

(GLUT-4). Enquanto que no tecido adiposo, a insulina promove a lipogénese, uma vez que
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aumenta a atividade da lipoproteina lipase, esta libera &cidos graxos para a sintese de
triglicerideos. A insulina ainda promove a entrada de aminoacidos na célula para estimular a
sintese proteica (TAHA & KLIP, 1999; BEARDSALL et al, 2003; MOORE et al., 2003)

3.6 Diabetes mellitus experimental

O aloxano (2,4,5,6-tetraxipirimidina) € um composto muito hidrofilico, quimicamente
instavel, apresentando uma meia-vida de 1,5 min a pH 7,4 e 37°C (LENZEN, 2008). Dunn,
Sheehan e McLethie em 1943 reportaram as propriedades diabetogénicas do aloxano ap6s
constatar que a droga causava necrose nas ilhotas pancredticas em coelhos que receberam a
administracdo dessa droga. Dessa forma o aloxano tem sido utilizado em experimentagdo com
animais para inducdo do DM (LENZEN & MUNDAY, 1991).

O aloxano causa uma elevacédo na secrec¢do de insulina seja na presenca ou auséncia de
glicose. Este atua sobre as células beta pancreéticas, induzindo a liberagdo de insulina.

A formacdo de espécies reativas de oxigénio, as chamadas (EROs) sdo oriundas da
reducdo do aloxano para formacao do acido dialurico (LENZEN, 2008). O aloxano ao reagir
com o acido dialurico da origem a um radical aloxano intermediario (HA.) e a outra substancia
chamada “composto 305”. Além disso, este agente quimico reage com dois grupamentos —SH
no sitio de ligacdo da enzima glicoquinase, o que resulta na formacédo de ligacGes dissulfeto e
consequentemente inativacdo da enzima glicoquinase (LENZEN & MUNDAY, 1991).

As espécies reativas de oxigénio tem como alvo o DNA das células pancreéticas, pois
estas moléculas causam destruicdo das membranas celulares e quebra no DNA (SAKURAI &
OGISO, 1995). O aloxano também é responsavel por elevar os niveis de Ca?* livre citossélico
nas células beta do pancreas, causando despolarizacao das ilhotas de Langerhans (PARK et al,
1995). A acdo toxica do aloxano é evidenciada por diferentes processos, que incluem a
oxidacdo dos grupamentos —SH, inibicdo da glicoquinase, geracdo de radicais livres além dos
disturbios na homeostase intracelular do calcio. Sendo a geracdo de radicais livres e 0s
distdrbios na homeostase do célcio, as causas principais pela liberacéo fisiologica de insulina e
consequente desgaste das ilhotas de Langerhans (KLIBER et al., 1996; SZKUDELSKI, 2001,
LENZEN, 2008).
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3.7 Farmacoterapia no tratamento do DM tipo 2

Os agentes antidiabéticos devem ser utilizados em pacientes que apresentam diabetes
mellitus tipo 2, quando estes ndo respondem adequadamente as medidas ndo medicamentosas,
dai a possibilidade de associar estes medicamentos, tendo como objetivo o controle glicémico
e a promocédo da hemoglobina glicada (SBD, 2013). O tratamento do Diabetes deve ter como
meta a normoglicemia, devendo dispor de boas estratégias para a sua manutencao em longo
prazo.

De acordo com o mecanismo de acdo principal, os antidiabéticos orais podem ser
separados em: medicamentos que incrementam a secrecdo pancredtica de insulina
(sulfonilureias e glinidas); reduzem a velocidade de absorcdo de glicidios (inibidores das
alfaglicosidases); diminuem a producdo hepética de glicose (biguanidas); e/ou aumentam a
utilizacdo periférica de glicose (glitazonas), (SBD, 2013).

As biguanidas sdo farmacos hipoglicemiantes que atuam melhorando a a¢do da insulina
no figado, sendo capaz de diminuir a producdo hepatica da glicose em 30% e nos musculos
aumentam a capacidade de absorcéo da glicose em 40%, com o aumento da glicogénese. O
principal representante desta classe de farmacos é a metformina, sendo bastante utilizada e
difundida por apresentar menos efeitos colaterais (BASHIR et al, 2012).

A metformina é uma biguanida que atua como sensibilizadora de insulina, sendo
bastante segura para 0 uso em jejum, pois ndo provoca hipoglicemia severa. Age no tecido
adiposo sobre os adipocitos, inibindo a lipdlise e a disponibilidade de acidos graxos livres.
Estudos comprovam que essa droga é capaz de melhorar a afinidade dos receptores de insulina,
tanto nos adip6citos como nos musculos esqueléticos e aumenta a atividade da tirosina-quinase
do receptor de insulina nas células, estimulando a translocacdo do GLUT4 e a atividade da
glicogénio-sintase (BODMER et al, 2010).

Quando utilizada no tratamento do diabetes mellitus é absorvida no intestino e excretada
pelos rins, quase ndo sendo metabolizada pelo figado. A metformina tem baixa afinidade pelas
mitocdndrias celulares dos adipdcitos, pois ndo interfere na fosforilacdo oxidativa. Quando nao
se consegue um controle satisfatério, pode ser utilizada em associacdo com sulfoniluréia,
acarbose, tiazolidinediona, repaglinida e ou insulina (BOURRON et al, 2010).

Essa droga melhora o perfil lipidico dos pacientes que utilizam esses hipoglicemiantes
orais. Ocorre a reducdo de 20-25% dos triglicerideos e 10% do LDL-Colesterol, além de

aumentar o HDL-Colesterol em até 17% e causar uma diminui¢do do fator inibidor de ativacédo



30

do plasminogénio (PAI-1) em 20-30%. Uma combinagdo com insulina foi mais eficaz no
controle de glicemia, com um ganho de peso menor (MARIC, 2010).

Como efeitos colaterais as biguanidas podem apresentar: desconforto abdominal e
diarreia, enquanto que os efeitos benéficos sdo: diminuicdo de eventos cardiovasculares,
prevencao do diabetes mellitus tipo 2, melhora do perfil lipidico e diminui¢do do peso (SBD,
2013).

As sulfoniluréias sdo os farmacos mais comumente prescritos para o tratamento do
diabetes tipo 2. Sdo farmacos compostos por 3 geracdes, onde os de 1% geracdo, como a
clorpropramida, possuem vida-média de agdo mais longa, em torno de 30-60 horas. Os de 22
geracdo (glibenclamida, glicazida e glipizida) e 32 geracgdo (glimepirida) possuem uma meia-
vida mais curta de cerca de 8-16 horas (SATO et al, 2012).

Acredita-se que as sulfoniuréias agem sobre as células beta-pancreaticas diminuindo sua
sensibilidade, resultando na regulacdo dos canais de potassio. Em curto prazo, elas aumentam
a secrecgéo de insulina, mas ao longo do uso cronico (acima de 6 meses) diminuem a secre¢do
desse hormonio, relacionados com efeitos extra pancreaticos. Estudos indicam que as
sulfoniluréias sao ainda capazes de aumentar o numero de receptores de insulina (CAMPBELL,
2009).

O tratamento das sulfoniluréias € iniciado seguindo critérios e diretrizes do tratamento
do diabetes mellitus, sendo que o tipo e a geracdo que serd utilizada depende da idade do
individuo, da toleréncia e da resposta positiva ao tratamento medicamentoso com essa classe
de hipoglicemiantes. E recomendado utilizar a terapéutica com apenas um comprimido e se
necessario aumentar a dose, tendo o cuidado para ndo ultrapassar as doses maximas diérias
(STERI et al, 2010).

O uso crénico das sulfoniluréias pode levar ao surgimento de efeitos indesejados em
cerca de 3% dos pacientes. Os mais comuns sdo a hipoglicemia, alteragcdes hematoldgicas, como
a trombocitopenia, efeitos gastrointestinais e reacfes alérgicas. Ocorre também aumento de
peso, devido aos elevados niveis de insulina no sangue. Além disso, alguns pacientes podem
apresentar complicacdes cardiovasculares, através do agravamento da hipoxemia do miocardio
na doenca coronariana (STERI et al, 2010).

A limitacao do uso das sulfoniluréias podem ocorrer em pacientes com as caracteristicas
como idade menor de 40 anos, presenca do DM menos de 5 anos e que apresente peso normal
ou baixo. Essas falhas sdo bastante comuns e podem ocorrer em cerca de 30% dos pacientes.
Esses fatores, associados a outros problemas, levam provocam ainda a diminuic¢do da funcgéo

da célula pancreatica em 48 % dos pacientes (BASHIR et al, 2012).
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Os inibidores competitivos da alfa-glicosidase sdo farmacos que atuam antagonizando
os efeitos das enzimas da amilase e sucrase e diminuem a absorcdo intestinal da glicose. Os
representantes desses grupos s@o a acarbose, o miglitol e a voglibose, sendo pouco comuns na
iniciacdo do tratamento do DM. Esses farmacos ndo interferem na secrecdo de insulina, e
diminuem a glicemia de jejum e a hiperglicemia p6s-prandial, além de diminuirem os niveis de
triglicérides (LIN et al, 2012).

A acarbose é o farmaco mais difundido dessa classe, e encontra-se disponivel em
comprimidos de 50 e 100mg, devendo ser administrada com as refei¢fes. Sua associagdo com
a insulina potencializa o efeito antidiabético, sendo seu efeito hipoglicemiante bem acentuado
(TAHARA et al, 2012).

Os efeitos colaterais mais comuns do uso dos inibidores de alfa-glicosidade sdo
flatuléncias, diarréeias, dores abdominais, e elevacao das transaminases, que tém relagcdo com a
dose utilizada e séo atenuados com a continuidade. Logo individuos com doengas intestinais
inflamatorias, gravidez e lactacdo, insuficiéncia hepatica ou renal grave, ndo devem fazer uso
destes medicamentos (BODMER et al, 2010).

Dentre os efeitos benéficos dessa classe de farmacos, podem apresentar: uma
diminuicdo de eventos cardiovasculares, prevencdo de diabetes mellitus tipo 2, reducdo do
espessamento médio intimal carotideo e melhora do perfil lipidico (SBD, 2013).

Os tiazolidineos sdo farmacos hipoglicemiantes orais derivados da tiazolidinediona.
Encontram-se disponiveis no mercado farmacéutico mundial comercialmente ha alguns anos.
Séo exemplos dessa classe de farmacos, a rosiglitazona e a pioglitazona, que sdo considerados
de 22 geracdo e atuam sobre a hiperglicemia, aumentando e sensibilizando a agéo da insulina
no figado, masculos e adipdcitos. Esses farmacos sdo capazes de ativarem 0s receptores
nucleares intracelulares como o0 PPAR (receptores ativados por proliferador de peroxissoma).
Eles regulam a expressao de genes responsaveis pela captacdo de glicose mediada por insulina
nos tecidos periféricos e que atuam na diferenciacdo de pré-adipdcitos em adipdcitos
(BOGNER et al, 2012).

Os tiazolidineos aumentam a expressdo do GLUT4, da lipase, além de reduzirem a
expressao da leptina e do TNF-alfa. Inibem também a oxidacdo de cadeias longas de acidos
graxos no figado, resultando na inibicdo da gliconeogénese. Diante disso, esses agentes podem
diminuir a progressdo da aterosclerose. A reducédo dos niveis glicémicos de pacientes diabéticos
reflete-se em 20% dos pacientes, porém ndo ocorre elevacdo da secrecdo de insulina. Eles
podem apresentar maior efeito potencializador da acao periférica da insulina e menor efeito em
diminuir a producéo hepatica de glicose (BASHIR et al, 2012; MINGRONE, et al 2012).
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Os efeitos colaterais dos tiazolidineos sdo bastante comuns e ocorrem em cerca de 5%
dos pacientes e caracterizam-se como infec¢Ges do trato respiratorio superior, cefaléia, elevacéo
de transaminases, edema, aumento de peso e anemia. O uso dos tiazolidineos pode levar ao
surgimentos de hipoglicemia, sendo seu uso contra-indicado em criangas, gravidez e
hepatopatias (LIGVAY et al, 2009).

Esses farmacos sdo contra-indicados em pacientes que apresentam insuficiéncia
cardiaca classes Il e 1V, insuficiéncia hepatica e gravidez, dentre os efeitos benéficos, podem
ser citados: prevencdo de diabetes mellitus tipos 2, reducdo do espessamento médio intimal

carotideo, melhora do perfil lipidico e reducéo da gordura hepética (SBD, 2013).

3.8 Plantas medicinais e Fitoterapia

Desde o inicio da sua existéncia, 0 homem tem utilizado as plantas para curar suas
doencas. Ao longo do tempo, os povos indigenas, curandeiros e lideres religiosos segurou o
conhecimento através das plantas e muitas vezes eles simbolizam a Unica opgéo terapéutica
para muitas comunidades e grupos étnicos (ARCANJO, 2012).

O uso de plantas medicinais tem origem na tradigdo familiar, que passa de geracao a
geracgdo, e € uma pratica comum na medicina popular. Nos dias atuais, 0 uso de produtos de
origem natural tem aumentado consideravelmente, entre outros fatores, em virtude do dificil
acesso da populacéo a assisténcia médica, e do alto custo dos medicamentos industrializados
(BRASILEIRO et al, 2008).

A fitoterapia representa uma alternativa que se adequa a necessidade de Varios
municipios Brasileiros no que concerne ao atendimento primario a salde. Essa expansao dos
medicamentos fitoterapicos deve-se em parte, aos efeitos adversos provocados pelos farmacos
sintéticos, a uma preferéncia cada vez maior dos usuarios por tratamento alternativo a base de
plantas medicinais, a uma crescente iniciativa da ciéncia em conhecer as propriedades
farmacologicas das espécies vegetais, além do desenvolvimento de novos métodos analiticos
para o controle de qualidade e novas formas de preparacdo dos medicamentos fitoterapicos,
aliados ao baixo custo destes medicamentos (MOREIRA et al, 2010).

Segundo Antonio (2014), o uso da fitoterapia tem motivacGes diversas, tais como
aumentar 0s recursos terapéuticos, resgatar saberes populares, preservar a biodiversidade,
fomentar a agroecologia, o desenvolvimento social e a educacdo ambiental, popular e

permanente.
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3.9 Espécie botanica em estudo

3.9.1 Taxonomia

Classe: Magnoliopsida
Ordem: Sapindales

Familia: Rutaceae

Género: Murraya

Espécie: Murraya paniculata

3.9.2 Sinonimia

Murraya exotica L.; Chalcas paniculata L.; Chalcas exotica (L.) Millsp.

3.9.3 Nomes populares

Murta-de-cheiro; Dama-da-noite; Laranja-Jasmin; Murta; Murta-da-india; Murta-dos-jardins.

3.10 Familia Rutaceae

A familia Rutaceae € constituido por cerca de 1800 espécies, distribuidas em
aproximadamente 156 géneros encontrados em regifes tropicais e subtropicais do mundo. No
Brasil, 28 géneros foram identificadas até agora, incluindo 182 espécies, metabolitos
secundarios, tais como: alcaldides, cumarinas e lignanas sdo encontrados nas espécies da
familia Rutaceae (COSTA et al., 2010).

Rutaceae é uma grande familia de arvores, arbustos e trepadeiras reconhecido
facilmente pelo cheiro aromatico dos galhos ou das folhas esmagadas. Alguns constituintes dos
o0leos essenciais, como citronela e bergamota, sdo obtidas por destilacao a partir de plantas desta

familia, e muitas espécies sdo utilizadas na medicina nativa na Malasia (SUKARI et al, 2010).
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3.11 Murraya paniculata

Figura 2 — Murraya paniculata

Fonte: Autor

Murraya paniculata (L.) Jack é uma pequena arvore nativa da familia Rutaceae,
originaria da Asia e introduzida no Brasil para fins ornamentais ha muitos anos sendo
vulgarmente conhecida como laranja jasmim. Na India ela é distribuida na maior parte do
territorio, sendo considerada nativa da Asia tropical, as suas folhas sdo estimulante e
adstringente, que séo supostamente usadas na forma de uma infusdo para o tratamento da
diarréia e disenteria nas Filipinas (GAUTAM et al, 2012). Um estudo quimico desta planta
colhida no estado de Sdo Paulo — Brasil, apresentou um perfil quimico diferente, quando
comparado com os estudos utilizando material vegetal coletado em paises asiaticos (SOUSA et
al, 2008).

Dentre os compostos existentes na espécie M. paniculata, podem ser encontrados
cumarinas preniladas e flavondides, alem de derivados do acido cindmico e alcaldides.
Entretanto, trabalhos publicados na literatura cientifica, ressaltam sobre a existéncia de uma
grande variedade de compostos quimicos entre as espécies dessa planta encontrados em
diferentes localidades (MESQUITA et al, 2008).

Estudos fitoquimicos mostraram a presenca de duas novas cumarinas na espéecie M.
paniculata, sendo identificado a (dioxina e a policlorbifenil dioxina) em tecidos vegetais e solos
contaminados. Na familia Rutaceae, isoflavondides foram encontrados em Fortunella

obovats e M. paniculata. Uma nova cumarina foi também encontrada em M. paniculata com
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caracteristicas estruturais semelhantes a um polissacarideo soltvel em 4gua (SHARKER et al,
2009).

Diversos constituintes quimicos como: flavonoides, alcaldides indol, cumarinas,
isoflavonoides, 6leos essenciais, polissacarideos e acidos graxos, foram isolados das diferentes
partes dessa planta. Esta espécie vegetal ja foi avaliada para diversas atividades farmacologicas,
dentre as quais: acdo antinociceptiva, antiinflamatoria, antioxidante, antimicrobiana,
antiflngica, anti-febre reumatica e anti-disentérico (GILL NS, KAUR N & ARORA R, 2014).

Além dessas atividades farmacoldgicas apresentadas, Gautam e colaboradores (2012a)
em trabalhos publicados, relataram que o extrato da planta M. paniculata apresenta uma
atividade hipoglicemiante quando utilizado em modelos de diabetes experimental.

Tradicionalmente folhas desta planta sdo usadas para analgesia em diferentes partes de
Bangladesh, eles costumam usar o extrato de folhas por via oral e relatam aliviar a dor. A
espécie cresce como uma planta de floracéo e as flores tém cheiro doce (SHARKER et al,
2009). Segundo Rahmatullah (2014), os praticantes da medicina popular em Bangladesh
aconselham ferver as folhas da planta, fazer gargarejos com a agua de trés a quatro vezes ao dia
por trés dias para a manutencao de dentes e gengivas saudaveis, além das hastes da planta serem

utilizadas para dor de dente.
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4. METODOLOGIA

4.1 Material Botanico

As folhas de Murraya paniculata utilizadas para realizagdo do extrato vegetal foram
coletadas no municipio de Crato-CE, na primeira quinzena do més de julho de 2013, entre 8:00
e 9:30 da manha, no campus da Universidade Regional do Cariri — URCA, sob as coordenadas
geograficas: latitude 7°23°80°°,74 S, e longitude 39°41°59°°,68 W. O material botanico foi
identificado pela Dr? Maria Arlene Pessoa da Silva e uma exsicata do referido material foi
depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade Lima da Universidade Regional do

Cariri, sob o nimero 4301.

4.2 Analise Fitoquimica

A andlise Fitoquimica do extrato de M. paniculata foi realizada no laboratorio de
Pesquisa Fitoquimica do Departamento de Farmacia Industrial da Universidade Federal de
Santa Maria — RS, Brasil.

4.2.1 Produtos quimicos, aparelhos e procedimentos gerais

Todos os produtos quimicos utilizados foram de grau analitico. Acetonitrilo, acido
fosforico, acido galico, acido elagico, acido clorogénico e acido cafeico foram adquiridos da
Merck (Darmstadt, Alemanha). A catequina, epicatequina, rutina, quercetina, quercitrina,
kaempferol e luteolina foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-DAD) foi realizada com um amostrador
automatico Shimadzu proeminéncia (SIL-20A) sistema de HPLC (Shimadzu, Quioto, Japao),
equipado com bombas alternativas Shimadzu LC-20AT ligados a um DGU 20A5
desgaseificador com um CBM 20A integrador, SPD-M20A diodo detector de arranjo e LC

solucgéo 1,22 software SP1.

4.2.2 Quantificacdo de compostos por meio de HPLC-DAD

O extrato Hidroalcoolico de M. paniculata a uma concentragao de 12 mg/ml foi injetada

por meio de um amostrador modelo SIL-20A da Shimadzu automatico. As separacdes foram
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realizadas utilizando uma coluna Phenomenex C18 (4,6 mm x 250 mm X 5um tamanho de
particula). A fase movel foi &gua com 1% de acido fosforico (v/v) (solvente A) e acetonitrilo
de grau HPLC (solvente B) a uma taxa de fluxo de 0,7 ml / min e o volume de injecdo de 40
uL. O gradiente de composigéo foi: 5% do dissolvente B, atingindo 15% aos 10 min; 30% de
solvente B em 25 min, 65% de solvente B em 40 min e 98% de solvente B em 45 min. Aos 50
minutos o gradiente alcangcado as condic@es iniciais de novo, seguindo 0 método descrito por
MENEZES et al. (2015) com ligeiras modificacdes. A amostra e a fase mével foi filtrada através
de filtro de membrana de 0,45 um (Millipore) e, em seguida, desgaseificou-se por banho de
ultra-sons antes da utilizacdo. As solucbes stock de referéncias de normalizacdo foram
preparadas em fase movel de HPLC numa gama de concentrag¢fes de 0,030-0,500 mg / ml.
Quantificacdes foram realizadas por integracdo dos picos utilizando o método do padrdo
externo, a 254 nm para o acido galico; 280 nm para catequina e epicatequina; 327 para acido
caféico, acido clorogénico e acido elagico; e 356 nm rutina, quercitrina, quercetina, kaempferol
e luteolina. Cromatografia picos foram confirmados por comparacéo do seu tempo de retengédo
com os de padrdes de referéncia e por espectros de DAD (200 a 600 nm). Todas as operacoes
de cromatografia foram realizados a temperatura ambiente e em triplicata. Curva de calibracédo
para o &cido galico: Y = 13072x + 1.264,5 (r = 0,9998); acido caféico: Y = 11957x + 1.321,9
(r=10,9996); acido clorogénico: Y = 11893x + 1.280,5 (r = 0,9997); acido elégico: Y = 12758x
+1.176,4 (r = 0,9998); catequina: Y = 13276x + 1194,8 (r = 0,9999); epicatequina: Y = 13164x
+1293,6 (r = 0,9995); rutina: Y = 12595x + 1.256,7 (r = 0,9997); kaempferol: Y = 11893x +
1186,5 (r = 0,9996), luteolina: Y = 11863x + 1348,9 (r = 0,9998); quercetina: Y = 12740x +
1265,6 (r = 0,9999) e quercitrina: Y = 12756x + 1237,1 (r = 0,9999).

O limite de detecgédo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) foi calculado com base no
desvio padrdo das respostas e a inclinacdo por meio de trés curvas de analise independentes.
LOD e LOQ foram calculados como 3,3 ¢ 10 o/S, respectivamente, onde ¢ é o desvio padrio

da resposta e S € o declive da curva de calibracdo (BOLIGON et al., 2015).

4.3 Drogas

O aloxano utilizado no processo de indugéo do diabetes, assim como o diazéxido foram
adquiridos da Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA), os hipoglicemiantes: glibenclamida
e metformina foram adquiridos do Laboratério Biossintética (Sao Paulo, SP, Brasil). O aloxano
utilizado no experimento, na concentracdo (40 mg/Kg) foi preparado minutos antes de cada

processo de inducdo. Pesava-se a droga, adicionava-se agua, homogeneizava e transferia a



38

solucdo para um recipiente ambar envolto com papel aluminio, para diminuir o possivel
processo de fotossensibilizacdo. Posteriormente, administrava-se o aloxano pela veia peniana,
via intravenosa (i.v.). Os comprimidos de glibenclamida e metformina eram macerados, em gral
e pistilo, dissolvidos em agua e administrados por gavagem nas concentracdes de 5mg/Kg e
50mg/Kg, respectivamente. O diazdxido (125mg/Kg) foi preparado minutos antes do
experimento, pesou-se a substancia, em seguida realizou-se a diluigdo com NaOH 1M e NaCl

0,9% na proporcao (4:1), (v.v) respectivamente conforme indicacdes do fabricante.

4.4 Preparacéao do extrato vegetal

O extrato Hidroalcoolico das folhas de Murraya paniculata (MPE) foi preparado no
Laboratorio de Pesquisa com Produtos Naturais da Universidade Regional do Cariri — URCA,
sob coordenacdo do Prof. Dr. José Galberto Martins da Costa. As folhas de Murraya paniculata
foram pesadas, lavadas e trituradas com a ajuda de um triturador elétrico para aumentar a
superficie de contato, em seguida colocadas para secar ao sol, por um periodo de 24h. Foi
colocado para macerar juntamente com alcool metilico P.A (95° GL) e 4gua (1:1), (v/v), durante
trés dias. Ao final dos trés dias, realizou-se a filtragdo do extrato com o auxilio de um bécker e
papel de filtro. Em seguida, passou-se o extrato em aparelho evaporador rotativo (Fisaton), a
(40 rpm, 40 °C) para retirada do etanol, terminado de passar todo o extrato no evaporador
rotativo, este foi colocado no banho-maria a 50 °C, por 24 horas para retirar o alcool
remanescente do processo anterior. Por fim, o extrato foi congelado e em seguida colocado para

liofilizar, procedendo-se a pesagem do po liofilizado.
4.5 Teste de toxicidade aguda

Foi realizado segundo o teste hipocratico, utilizou-se Rattus norvegicus de linhagem
Wistar albina, machos, adultos pesando entre 200 a 250 g, estes foram divididos em 7 grupos
com 3 animais cada (n=3), foi administrado o extrato por via oral (v.0.) nas concentragdes de
(5, 50, 250, 500, 1000, 2000 (mg/Kg)) e outro grupo tratado com agua. Os efeitos foram
observados nas primeiras quatro horas e seguidamente analisava-se uma vez ao dia por 14 dias
seguidos, baseado nos parametros da tabela de Malone. Essa avaliagdo seguiu a metodologia
proposta por Almeida et al., (1999) e consistiu em observar a presenca ou ndo de alteragdes
respiratdrias, digestivas e neuroldgicas com o objetivo de quantificar-se os efeitos destes sobre

o0s parametros: 1- Sistema Nervoso Central - SNC a) estimulante (hiperatividade, irritabilidade,
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agressividade, tremores, convulsao, piloerecdo, b) depressora (hipnose, ptose, sedagéo, ataxia,
reflexo de endireitamento, catatonia, analgesia, resposta ao toque diminuida, perda do reflexo
corneal, perda do reflexo auricular); ¢) outros comportamentos (bocejo excessivo, limpeza,
levantar, escalar, vocalizar, sacudir a cabeca, contorgdes abdominais, abdugdo das patas do trem
posterior). 2- Sistema Nervoso Autdnomo - SNA (diarréia, constipacao, defecacdo aumentada,
respiragdo forcada, lacrimejamento, miccdo, salivagdo, cianose, tono muscular, forca para
agarrar). 3- Morte.

A quantificacdo dos efeitos foi observada utilizando o seguinte critério: (0) sem efeito,
(-) efeito diminuido; (+): efeito presente e (++): efeito intenso. Os sinais de toxicidade foram
definidos de acordo com Almeida et al., (1999) e Brito (1994) e estdo descritos no
(APENDICE A). Ao final calculou-se a Dose Letal Minima (DLso), com base na quantidade

de morte dos animais por grupo.

4.6 Delineamento do estudo

O presente estudo caracterizou-se por ser um estudo experimental, longitudinal com
caracteristicas quantitativas considerado subsidio importante no planejamento das politicas de
salde para as populagdes (ROUQUAYROL & ALMEIDA FILHO, 1999).

4.7 Periodo e local do estudo

Os testes com experimentacao animal foram realizados no laboratério de Farmacologia
e Biofisiologia da Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte (FMJ), localizado no referido
municipio do estado do Ceara. O periodo de realizacdo dos experimentos foi de Outubro de
2013 a Novembro de 2014.

4.8 Populacéo e amostra

Foram utilizados Rattus norvegicus de linhagem Wistar albina, machos, adultos pesando
entre 200 a 250 g, provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Juazeiro do
Norte (FMJ), mantidos em repouso por no minimo 24 horas em caixas plasticas forradas com
serragem. Os animais receberam agua e racdo ad libitum e foram mantidos em ambiente

controlado com ciclo de 12 horas claro/escuro, bem como temperatura (22+2 °C) e umidade
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(70%), divididos em grupos de 10 animais e sendo distribuidos cinco animais em cada caixa

conforme as drogas em estudo.

Os protocolos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da Universidade Regional do Cariri — URCA (Protocolo n°— 00129/2013.2) ANEXO

A

4.9 Critérios de inclusao e exclusdo da coleta de dados

Grupo em estudo:

Rattus norvegicus de linhagem Wistar albina.

Machos.

Adultos.

Pesar entre 200 e 250 g.

Apresentar glicemia > 250 mg/dL, apds indu¢do com aloxano.

Ser provenientes do Biotério Central da FMJ.

Grupo controle:

Rattus norvegicus de linhagem Wistar albina.

Machos.

Adultos.

Pesando entre 200 a 250 g.

Né&o ser diabético (Controle negativo).

Apresentar glicemia > 250 mg/dL, apds indugdo com aloxano (Controle positivo).

Ser provenientes do Biotério Central da FMJ.

410 Grupos experimentais

Foram utilizados seis grupos de dez animais cada: sendo trés grupos tratados com o

extrato de Murraya paniculata (MPE) nas concentracdes de (100, 200 e 400 mg/Kg),

Glibenclamida (5 mg/Kg), Metformina (50 mg/Kg) e um grupo tratado com &gua destilada.
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4.10.1 Marcacéo e pesagem dos animais

No inicio do estudo, os animais foram marcados através de pincel atbmico na regido da
cauda e pesados individualmente uma vez por semana no periodo entre oito e dez horas da
manha. Foi registrado o peso corporal inicial (momento da indugdo) e durante todo o periodo
do estudo (semanalmente), foi utilizada uma balanca da marca Filizola®, com peso em gramas

para a realizacdo da pesagem dos animais.

4.10.2 Tratamento dos animais

Os animais eram tratados todos os dias com as drogas em estudo, sempre N0 mesmo
periodo da manha entre (8:00 e 10:00h) e a dose era ajustada conforme a variacdo do peso

médio entre 0s grupos tratados.

4.11 Inducéo do diabetes

O diabetes foi induzido em ratos machos Wistar (200-250g) pela administracao
intravenosa de aloxano (40 mg/kg), através da veia peniana com 0s animais sob anestesia
inalatéria em campanula com éter. Apds 72 h, coletou-se do plexo retroorbital 1 ml de sangue
em tubos contendo gel separador (Vacuette, Brasil), novamente, com 0s animais sob anestesia
inalatéria em campéanula com éter. O soro foi separado por centrifugacdo a 5000 rpm, por 10
min, e imediatamente usado nos ensaios bioquimicos. Somente 0s animais apresentando
glicemia igual ou superior a 250 mg/dl, foram submetidos aos tratamentos com as drogas em
questdo (PACKER et al., 2000).

4.12 Avaliacdo dos efeitos do extrato de M. paniculata e dos farmacos de

referéncia sobre os parametros bioquimicos.

4.12.1 Testes pilotos de curta e longa duracéo

Foram utilizados ratos machos Wistar (200 - 250 g) divididos em grupos de dez animais.
Somente os animais que apresentaram glicemia igual ou superior a 250 mg/dL foram
submetidos a administracdo diaria via oral do Extrato Hidroalcoolico de M. paniculata (MPE)
(100, 200 e 400 mg/kg), dos hipoglicemiantes orais glibenclamida (GLI) (5 mg/kg) e
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metformina (MET) (50 mg/kg)) e &gua por 1 e 2 semanas. Uma hora apds a Ultima
administracdo os animais foram pesados, o sangue foi coletado e submetido as determinacdes
bioquimicas de: glicose, colesterol total, triglicerideos e transaminases hepaticas ALT e AST.
Apb6s um més de tratamento foi realizado a dosagem de frutosamina e todas as determinaces
bioquimicas anteriores e com dois meses de tratamento, realizou-se a dosagem de hemoglobina
glicada, seguida da determinacdo de: glicose, colesterol total, triglicerideos e transaminases
hepaticas ALT e AST.

4.12.2 Potencializagéo do efeito do extrato de M. paniculata

Foram utilizados ratos machos Wistar (200 - 250 g) divididos em grupos de dez animais.
Somente 0s animais que apresentaram glicemia igual ou superior a 250 mg/dL foram
submetidos a administracdo diaria das substancias por via oral, distribuidos em seis grupos
tratados: Extrato de Murraya paniculata (MPE) (10 mg/kg), glibenclamida (GLI) (2 mg/kg),
metformina (MET) (5 mg/kg); um grupo controle (4gua) e dois grupos tratados com as drogas
em associacdo (MPE 10 mg/Kg + Glibenclamida 2mg/Kg) e (MPE 10 mg/Kg + Metformina 5
mg/Kg), tratados por uma semana. Uma hora apés a ultima administracdo os animais foram
pesados, uma gota de sangue oriunda da cauda do animal foi retirada e analisada com relacédo

ao parametro bioquimico de glicose em um glicosimetro do tipo ACCU-CHEK®Active.

4.13 Determinacgdes Bioguimicas

Para realizacdo dos pardmetros bioquimicos: glicose, colesterol total, triglicerideos e as
transaminases hepaticas AST (Aspartato aminotransferase) e ALT (Alanina aminotransferase),
frutosamina e hemoglobina glicada foram realizadas segundo métodos enzimaticos padrdes
(Labtest). APENDICE B. O sangue para a realizacio dessas analises era coletado em tubos
contendo gel separador (Vacuette, Brasil) ap6s um jejum de no minimo 8 horas, em seguida o
sangue era centrifugado a 10 rpm durante 5 minutos, e o0 soro utilizado para realizacdo das

analises bioguimicas.

4.13.1 Glicose

Foram separados trés tubos de ensaio e identificou-se como: branco, teste e padrdo. No

tubo branco: Adicionou-se 1,0 mL do reagente “1” composto por (Solugdo tampao 50mmol/L,
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pH 7,5; fenol =1 mmol/L; glicose oxidase >11000 U/L; peroxidase =700 UI/L; 4-
aminoantipirina 290 pumol/L; azida sodica 7,5 mmol/L; estabilizadores e surfactantes). No tubo
teste, adicionou-se 0,01mL da amostra além de 1,0 mL do reagente “1” e no tubo padrio
adicionou-se 0,01mL do padréo (contendo glicose 100 mg/dL e biocida ndo tdxico) e 1,0mL do
reagente “1”. Misturou-se e foram incubadas em banho maria a 37°C durante 15 minutos. Em
seguida, determinou-se as absorbancias do teste e padrdo em 505 nm ou filtro verde (490 a 520),
acertando o zero com o branco. Para o célculo do valor da glicose utilizou-se o calculo abaixo:

Glicose (mg/dL) = _ Absorbancia do teste  x 100
Absorbancia do padrédo

4.13.2 Colesterol Total

Foram separados trés tubos de ensaio e identificou-se como: branco, teste e padrdo. No
tubo branco: Adicionou-se 1,0 mL do reagente “1” composto por (tampao 50mmol/L, pH 7,0;
fenol 24 mmol/L; colato de sodio 500umol/L; azida sédica 15 mmol/L; 4-aminoantipirina
500umol/L; colesterol esterase >250 U/L; colesterol oxidase >250 U/L; peroxidase >1000
U/L). No tubo teste, adicionou-se 0,01mL da amostra além de 1,0 mL do reagente “1” e no tubo
padrdo adicionou-se 0,01mL do padrdo (contendo azida sddica 15 mmol/L) e 1,0mL do
reagente “1”. Misturou-se e foram incubados em banho maria a 37°C durante 10 minutos. Em
seguida, determinou-se as absorbancias do teste e padrdo em 500 nm ou filtro verde (490 a 510),
acertando o zero com o branco. Para o calculo do valor do colesterol utilizou-se o célculo
abaixo:

Colesterol (mg/dL) = _ Absorbancia do teste  x 200
Absorbancia do padréo

4.13.3 Triglicerideos

Foram separados trés tubos de ensaio e identificou-se como: branco, teste e padréo. No
tubo branco: Adicionou-se 1,0mL do reagente “1”” composto por (tampao 50mmol/L, pH 7,0;
ions magnésio 4mmol/L; 4-clorofenol 2,70mmol/L; 4-aminoantipirina 300umol/L; ATP 1,8
mmol/L; lipoproteina lipase >1400 U/L; glicerolquinase 1000 >U/L; glicerolfosfato oxidase
>1500 U/L; peroxidase >900 U/L e azida sodica 0,095%). No tubo teste adicionou-se 0,01mL
da amostra, além de 1,0 mL do reagente “1” e no tubo padrao adicionou-se 0,01 mL do padrao
(contendo triglicérides 200mg/dL e azida sodica 0,045%) além de 1,0mL do reagente “1”.

Misturou-se e foram incubados em banho maria a 37°C durante 10 minutos. Em seguida,
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determinou-se as absorbancias do teste e padrdo em 505 nm ou filtro verde (490 a 520),
acertando o zero com o branco. Para o célculo do valor do triglicerideo, utilizou-se o calculo
abaixo:

Triglicérides (mg/dL) = __Absorbéancia do teste  x 200
Absorbancia do padrao

4.13.4 AST

Foram separados dois tubos de ensaio e adicionou-se 0,5 mL do substrato AST
(contendo 0,2M de L-aspartato, 0,002M Alfa cetoglutarato, tampdo de fosfatos 0,1M pH 7,4)
colocou-se em banho maria a 37°C durante 2 minutos. Adicionou-se 200uL, homogeneizava e
incubava a 37°C, durante 30 minutos. Adicionou-se 0,5 mL de reagente de cor (solucdo 0,001M
de 2,4 dinitrofenilhidrazina), homogeneizou-se e deixou em repouso, a temperatura ambiente
(20-30°C), durante 20 minutos. Adicionou-se 5 mL hidréxido de sodio 0,4M; misturou-se e
deixou repousar durante 2 minutos, a temperatura de 20-30°C. Por fim procedeu-se a leitura
das absorbancias em espectrofotdmetro em 505nm ou filtro verde, acertando o zero com agua
destilada. Utilizando a curva de calibracdo, procurou-se os valores em unidades AST, esses
valores eram convertidos conforme a equagdo abaixo:

Transaminases (U.I/L) = transaminases unidades F.R/ mL x 0,482

4135 ALT

Foram separados dois tubos de ensaio e adicionou-se 0,5 mL do substrato ALT
(contendo 0,2M de L-alanina, 0,002M Alfa cetoglutarato, tampéo de fosfatos 0,1M pH 7,4)
colocou-se em banho maria a 37°C durante 2 minutos. Adicionou-se 100uL, homogeneizava e
incubava a 37°C, durante 30 minutos. Adicionou-se 0,5 mL de reagente de cor (solu¢édo 0,001M
de 2,4 dinitrofenilhidrazina), homogeneizou-se e deixou em repouso, a temperatura ambiente
(20-30°C), durante 20 minutos. Adicionou-se 5 mL hidréxido de sédio 0,4M; misturou-se e
deixou repousar durante 2 minutos, a temperatura de 20-30°C. Por fim procedeu-se a leitura
das absorbancias em espectrofotdometro em 505nm ou filtro verde, acertando o zero com agua
destilada. Utilizando a curva de calibracdo, procurou-se os valores em unidades ALT, esses
valores eram convertidos conforme a equagéo abaixo:

Transaminases (U.I/L) = transaminases unidades F.R/ mL x 0,482
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4.13.6 Frutosamina

Primeiro procedeu-se a preparacdo do reagente de trabalho, misturando o contetdo do
frasco de reagente “2” com o frasco de reagente do tubo “1”” homogeneizando-0 por inversao.
Para preparagdo do calibrador, dissolveu-se o contetdo do frasco de calibrador (N° 3)em 2 mL
de agua destilada, esperou-se 30 minutos antes de misturar por inversdo. Foram identificados 2
tubos de ensaio como teste e calibrador e colocou-se 1 mL do reagente de trabalho em cada
tubo, incubou-se a 37°C durante 2 minutos. Em seguida adicionou-se 0,05 mL da amostra no
tubo teste e 0,05 mL do calibrador no tubo identificado como calibrador. Misturou-se bem e
incubou-se a 37°C. Apos exatamente 10 minutos determinou-se as absorbancias (A1) do teste
e do calibrador em 530 nm (510-550), acertando o zero com agua destilada. Em seguida
continuou a incubacdo a 37°C por mais exatamente 5 minutos e determinou-se as absorbancias
(A2) do teste e do calibrador em 530 nm (510-550), acertando o zero com agua destilada, para
o célculo da frutosamina, utilizou-se a equagao abaixo:

Frutosamina (umol/L) = Absorbancia (A2 — Al) teste _ x Conc. Calibrador, em que:
Absorbancia (A2 — Al) calibrador

Al e A2 teste: Absorbancias do Teste
Al e A2 calibrador: Absorbancias do Calibrador

4.13.7 Hemoglobina glicada

Primeiro procedeu-se a prepara¢do do hemolisado, em um tubo de ensaio adicionou-se
0,4 mL do hemolisante (n° 2) e 0,1 mL da amostra. Agitou-se fortemente por 20 segundos e
esperou-se 5 minutos. Apds essa etapa, centrifugou-se o hemolisado e usou o sobrenadante.
Para preparacdo da coluna, retirou-se a tampa superior da coluna, introduziu-se o bastdo
fazendo movimentos giratérios descendentes e ascendentes para ressuspender a resina.
Removeu-se imediatamente a tampa inferior e colocava a coluna em um tubo de ensaio. Em
seguida, adicionou-se 0,05 mL do hemolisado sobre a resina, de modo que ndo houvesse
ressuspensdo da mesma, evitando a formacéo de bolhas de ar, esperando que todo o hemolisado
penetre na resina. Transferiu-se a coluna para um tubo de ensaio marcado com o nimero “1” e
adicionou-se lentamente com a ponta da pipeta tocando a parede da coluna, 3,5 mL de Tampéo
Hb-Répida (n° 1), a eluicdo da Hb-G completou-se ap6s todo o tampéo penetrar na resina. Na
parte colorimétrica, homogeneizou-se o contetdo do tubo nimero “1” (Hb-G) e usou-o para a

colorimetria sem qualquer tratamento adicional. Em um tubo de ensaio identificado com o
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numero “2” (Hb-Total), pipetou-se 7 mL de &gua deionizada, adicionou-se 0,02 mL do
hemolisado e misturava-os. Por fim foram determinadas as absorbancias dos tubos de nimero
“1” (Hb-G) e nimero “2” (Hb-Total) em 415 nm ou filtro azul (405 a 430) acertando o zero
com &gua destilada. Para o célculo da hemoglobina glicada, usou-se a equacao abaixo:

Hemoglobina Glicada (%) = _ A1 x 100, em que:
5x A2

Al: Absorbancia do tubo “1” (Hb-G)
A2: Absorbancia do tubo “2” (Hb-Total)

4.14 Investigacdo do mecanismo de acdo via bloqueio de canais de K" ATP-

dependentes na hiperglicemia induzida por diazéxido (DZD)

Os ensaios foram realizados de acordo com estudos de LEAHY et al.,1994; ZHAO et
al., 2005. Grupos de seis ratos machos, Wistar, pesando entre 200 e 250 gramas foram utilizados
e divididos em trés grupos (Controle Normal, MPE 100 mg/Kg e GLI 5 mg/Kg), ap6s uma hora
de tratados, o diazoxido (DZD) 125 mg/Kg foi administrado por via intraperitoneal. Uma gota
de sangue oriunda da cauda dos animais foi retirada e analisada com relacdo ao parametro
bioquimico de glicose em um glicosimetro do tipo ACCU-CHEK®Active nos tempos zero

(antes da aplicacéo do DZ), 60, 120 e 180 minutos apos a aplicagéo.

4.15 Avaliacéo histopatologica dos rins, figado e pancreas

Foi realizada a analise morfoldgica dos 6rgédos dos grupos: controle negativo (ratos néo
diabéticos), ratos diabéticos (controle positivo), dos grupos tratados com o extrato de Murraya
paniculata (MPE) (100, 200 e 400 mg/kg), dos grupos tratados com glibenclamida (GLI) (5
mg/Kg) e metformina (MET) (50mg/kg), ao final do experimento, os animais foram
anestesiados por inalacdo em éter e seus 6rgdos foram retirados e mantidos em frasco de vidro,
contendo formalina tamponada (pH 7,4) durante 3 dias. Em seguida submetidos ao
processamento histolégico para preparacdo das laminas. Os fragmentos dos segmentos, fixados
em formalina tamponada foram desidratados por uma bateria de lcool etilico com concentracao
crescente (70%, 80%, 90% e alcool absoluto), diafanizados em xilol, emblocados em parafina
e cortados por microtomo, em cortes com espessura de 5 mm. As secc¢des obtidas foram secadas

em estufa a 37°C e coradas com hematoxilina e eosina.
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416 Meétodos estatisticos

A andlise estatistica foi realizada através do software v6.0 Prism ™ (GraphPad ®
Software, San-Diego, Califérnia, EUA) e os resultados foram apresentados como médias +
EPM e os dados analisados através de ANOVA e do teste de Tukey como teste post hoc.

Quando necessario utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Perfil quimico

Foram obtidos 3906¢ de folhas secas de Murraya paniculata, que posteriormente foram
submetidas a extracdo com agua e alcool (1:1); (v.v). Em seguida essa mistura foi filtrada para
eliminacdo de residuos solidos, e o filtrado foi concentrado em evaporador rotativo, para
posterior liofilizacdo. Ao término desse processo, obteve-se 215,69¢g, 0 que representou um
rendimento de 5,52%.

A analise fitoquimica do extrato hidroalcéolico de M. paniculata revelou a presenca de
acido galico (tempo de retencdo - t R = 10,05 min; pico 1), catequina (tR = 12,73 min; pico 2),
0 acido clorogénico (tR = 17,96 min; o pico 3), cafeico &cido (R = 19,34 min; pico 4), acido
elagico (tR = 22,45 min; pico 5), epicatequina (tR = 25,79 min; pico 6), a rutina (tR = 33,68
min; pico 7), quercitrina (tR = 37,11 min; pico 8), a quercetina (tR = 39,65 min; pico 9),
campferol (tR = 43,57 min; pico 10) e luteolina (tR = 46.93min; pico 11) (Figura 1 e Tabela 1).
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Figura 3. Perfil de cromatografia liquida de alta eficiéncia representante de Murraya paniculata.
O acido galico (pico 1), catequina (pico 2), acido clorogénico (pico 3), acido caféico (pico 4),
acido elagico (pico 5), epicatequina (pico 6), a rutina (pico 7), quercitrina (pico 8), quercetina
(pico 9), kaempferol (pico 10) e luteolina (pico 11).
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Tabela 1. Composi¢do do extrato hidroalcoolico de M. paniculata

M. paniculata LOD LOQ

Composicéo

mg/g pg/mL  pg/mL
Acido galico 5.18£0.03a 0.023 0.076
Catequina 2.05+0.01b 0.011 0.036
Acido clorogénico 9.93+£0.01c 0.018 0.059
Acido cafeico 8.06 +0.04 d 0.009 0.030
Acido elagico 1411 +0.02¢ 0.020 0.066
Epicatequina 1.98+0.01b 0.015 0.049
Rutina 5.07+0.03a 0.007 0.023
Quercitrina 9.83+0.01c 0.026 0.085
Quercetina 9.46+0.01c 0.013 0.043
Kaempferol 5.09+£0.02a 0.008 0.026
Luteolina 1.97£0.03b 0.019 0.063

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo (DP) de trés determinagdes.Médias
seguidas por letras diferentes diferem pelo teste de Tukey p <0,05. LOD: Limite de detec¢éo e
LOQ: limite de quantificagéo.

Estes compostos também foram observados em trabalhos de MESQUITA e
colaboradores (2008) que demonstraram a presenca de alcaloides e flavonoides.

O extrato de M. paniculata contém hidratos de carbono, proteinas, aminoécidos e
compostos fenolicos (GAUTAM et al., 2012a), fitoesterol e cumarinas (ITO et al, 2005;
MESQUITA et al, 2008), alcaldides e flavondides (ALITHEEN, 2012), e derivados de flavona
(LU et al, 2012), além de acido galico, catequinas, rutina e quercetina (MENEZES et al, 2014).

5.2 Teste de toxicidade aguda

Antes de iniciar os estudos de diabetes induzido por aloxano, o estudo buscou avaliar a
toxicidade do MPE via screening hipocratico, ensaio de triagem prévia, Gtil na avaliacdo das
atividades farmaco-toxicoldgicas (LUCIO et al., 2000; CUNHA et al., 2009).

Nas doses testadas do MPE, incluindo a mais alta, (2000 mg/kg), nenhum dos animais
apresentou mortalidade, assim como nenhum efeito de toxicidade nas primeiras 24 horas apds
a administracao e durante todo o periodo de estudo. Com estes resultados, observou-se que a
toxicidade oral aguda do MPE é maior que 2000 mg/kg e classificada como categoria 5.
Segundo o Guia 423 (OECD, 1996) a amostra € considerada praticamente atdxica quando
apresenta um valor de DL50 acima de 2000mg/kg ou entre 2000 e 5000mg/kg.
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Esses achados sdo compativeis com o estudo de toxicidade aguda realizado por Gautam
e colaboradores (2012), em que ndo se observou sinais de toxicidade e morte, apds a
administracdo do MPE em ratos.

Resultados semelhantes foram encontrados por Menezes et al (2014), em que no grupo
tratado com a dose de 2000 mg/Kg do extrato de M. paniculata, ndo observou morte de nenhum
animal, nem alteragcbes comportamentais significativas.

Estudos realizados por Tembhurne e colaboradores (2009), em que avaliou-se a
toxicidade aguda de M. koenigii (L) em camundongos, ndo foi observado alteracdes
significativas nos parametros bioguimicos e comportamentais ao longo do experimento.

Conforme verificou-se o baixo potencial toxico da planta, o passo seguinte foi avaliar
se ratos diabéticos submetidos ao extrato hidroalcéolico das folhas de M. paniculata
apresentariam alteracfes no peso e nos parametros bioquimicos de: glicemia, triglicerideos,

colesterol total, ALT e AST durante todo o periodo de tratamento.

5.3 Ganho ou reducéo do peso

O ganho ou reducéo ponderal do peso para cada esquema de tratamento foi registrado
no periodo de tratamento de até oito semanas. Os pesos, em gramas, de todos os ratos
formadores de cada grupo de tratamento foram medidos no dia zero (TO — inicio do tratamento)
e no fim de cada periodo de tratamento (1 semana, 2 semanas, 4 semanas e 8 semanas)

A variacdo no peso corporal dos animais diabéticos tratados com MPE 100, MPE 200,
MPE 400, GLI5, MET50 e 4gua (CD), durante os periodos experimentais, € demonstrada na
Figura 4. Percebe-se que na primeira semana existiu uma reducao de peso para os ratos tratados
com MPE100, MPE200, GLI5, MET50 e CD néo tratado, sendo mais acentuada para o0 CD néo
tratado 14,24% (223,209 + 2,13 para 191,40 £ 2,08). O grupo tratado com MPE400,
diferentemente dos grupos anteriores, obteve ganho ponderal de 2,40% (250,0 £ 9,89 para 256,0
+7,82) (Figura 4).
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Figura 4. Curva tempo-resposta do efeito do tratamento por via oral do extrato de Murraya
paniculata sobre o peso em ratos Wistar. Os animais foram tratados com veiculo dgua (CD),
glibenclamida na dose de 5mg/kg (GLI15), metformina na dose de 50 mg/kg (MET50) ou extrato
de M. paniculata nas doses 100 mg/kg (MPE 100), 200 mg/kg (MPE 200) ou 400 mg/kg (MPE
400). Os pontos representam a média de 6 animais e as barras verticais o0 E. P. M. As médias
foram comparadas com o grupo controle negativo e foram consideradas significativamente
diferentes para (*p < 0,05 **p < 0,01; ***p < 0,001) comparadas ao controle negativo, ANOVA
de duas vias seguido do teste de Tukey).

Apbs os dois meses de tratamento tem-se o seguinte quadro de perdas e ganhos
ponderais; MPE 100 com perda de 6% (243,20 + 1.85 para 228,40 + 9,30), MPE 200 com ganho
de 6,27% (261,2 + 6,24 para 277,6 + 12,89), MPE 400 com ganho de 13,92% (250,00 + 9,89
para 284,80 + 12,56), GLI5 com ganho de 10,05% (222,8 + 4,40 para 245,2 + 11,09), MET50
com ganho de 14,55% (192,4 + 7,41 para 220,4 £ 14,51) e o controle diabético (dgua) com
perda de 25,89% (223,2 + 2,13 para 165,40 + 3,07) (Tabela 2).

A andlise estatistica do peso corporal (Teste de Tukey) demonstrou que os grupos MPE

200 e MPE 400 nao possuem diferencas estatisticamente significantes entre si (p > 0,05).
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A perda de peso no animal diabético € uma caracteristica associada a condigdo
patoldgica, devido a um aumento do catabolismo muscular (RAVI et al., 2004). Os ratos
diabéticos apresentaram um aumento significativo da glicemia com a concomitante reducéo de

peso dos animais.

Tabela 2. Variagdo do peso corporal dos animais ao longo do tempo de tratamento. Significativo

apos analise estatistica Teste de Tukey (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001)

T ZERO 1 Semana 2 Semanas 4 Semanas 8 Semanas
CD 223.2+2.13 191.4+2.08 197.0+3.82 179.0+7.96 165.4+3.07
MPE 100 243.2+1.85 241.2+4,07*** | 235.64£6.67** | 254.4+8.77*** | 228.4+£9.30***
MPE 200 261.2+6.24** | 255.2+4.84*** | 262.4+4.91*** | 304.44+8.28*** | 277.6+12.89***
MPE 400 250.0+9.89 256.0+7.82*** | 262.0+£10.99*** | 308.8+11.74*** | 284.8+12.56***
GLI5 222.8+4.40 218.8+3.61 222.0+5.09 230.446.73*** | 245.2411.09***
MET 50 206.8+7.41 | 183.6+7.25 194.4+6.21 234.448.44*** | 220.4+14 51***

Os valores representam médiastEPM para a variagdo do peso corporal (n=5). NUmero de animais
especificados em paréntese. MPE 100=extrato de M. paniculata 100 mg/Kg; MPE 200=extrato de M.
paniculata 200 mg/Kg; MPE 400=extrato de M. paniculata 400 mg/Kg; GLI 5=glibenclamida 5
mg/Kg; MET50=metformina 50 mg/Kg; CD=controle diabético. Tempo zero (1, 2, 4 e 8) semanas
de tratamento.

5.4 Consideracdes sobre o experimento

No presente estudo, a inducgéo do diabetes com aloxano foi considerado o modelo para
avaliacdo da atividade hipoglicemiante do extrato de Murraya paniculata a curto e a longo
prazo. Segundo alguns autores o diabetes induzido por aloxano pode ser permanente, como
observado no estudo em que o diabetes persistiu por 2 a 8 meses em coelhos, ratos, cachorros
e carneiros (DUFF & STARR, 1944; HOUSSAY et al., 1946; CURTIS et al., 1974; ZHAO et
al., 1987).

Como drogas hipoglicemiantes classicas foram usadas a glibenclamida, um secretagogo
de insulina, que causa hipoglicemia principalmente por estimular a liberagdo de insulina das
células pancreaticas (DAVIS, 2006) e a metformina, uma biguanida que melhora o controle
glicémico, aumentando principalmente a sensibilidade hepatica (por meio da supressdo da
glicogendlise e inibicao da gliconeogenese no figado) (WIERNSPERGER & BAILEY, 1999).

Percebe-se também até as primeiras 72 horas ap6s a indugédo do diabetes com aloxano,
embora ndo registrado neste trabalho, uma maior mortalidade dos grupos, fato que pode ser
atribuido a brusca hipoglicemia inicial decorrente da liberagdo macica de insulina das células

beta destruidas e a posterior hiperglicemia severa pela auséncia da insulina.
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5.5 Avaliacéo dos paréametros bioquimicos — Glicose

A administracdo oral do Extrato de Murraya paniculata (MPE) reduziu
significativamente a hiperglicemia (mg/dL) causado pelo aloxano nos ratos diabéticos apds uma
p<0,001 na ordem de 57,55% (301,8 = 1,90
para 128,1+8,93), 200 mg/Kg reduziu na ordem 42,49% (285,0+11,12 para 162,7+£26,82),
“p<0,01 (Figura 2). Na dose de 400 mg/Kg a reducéo foi na ordem de 50,54% (284,3+8,34
para 140,6 + 15,85) ““p<0,001. As drogas de referéncia também apresentaram reducdes
significativas ““p<0,001, a glibenclamida 48,56% (292,6 + 5,34 para 150,5 +19,76) e a
metformina 37,94%(281,7 £ 12,50 para 174,8 £ 12,39). O controle diabético manteve a
hiperglicemia (309,8 +5,13 para 378,9 +9,80) conforme expresso na Tabela 3.

*kk

semana de tratamento, nas doses de 100mg/Kg

Gautam e colaboradores (2012a) reportam em seus achados que, apds o tratamento de
uma semana a ratos diabéticos com o MPE nas concentragdes de (100, 200 e 400 mg/Kg),
observou-se que apenas o grupo tratado com MPE na concentracdo de 400 mg/Kg, apresentou
reducdo significativa dos niveis glicémicos em relacdo ao grupo controle, assim como o grupo
tratado com glibenclamida.

El-Amin e colaboradores (2013) ao estudar o efeito hipoglicemiante de outra planta do
género Murraya, verificou que o extrato da planta M. koenigii em ratos diabéticos induzidos
por estreptozotocina, apresentaram uma reducdo significativa ap6s uma semana de tratamento

nos grupos tratados com o extrato nas concentracGes de (100 e 200 mg/Kg).
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Figura 5. Curva tempo-resposta do efeito do tratamento por via oral do extrato de M. paniculata sobre a glicemia plasmatica em ratos Wistar. Os
animais foram tratados com veiculo agua (CD), glibenclamida na dose de 5mg/kg (GLI5), metformina na dose de 50 mg/kg (MET50) ou extrato
de Murraya paniculata nas doses 100 mg/kg (MPE 100), 200 mg/kg (MPE 200) ou 400 mg/kg (MPE 400). (n=6). As médias dos grupos tratados
D (Apos tratamento) foram comparadas com o grupo A (antes do tratamento) e foram consideradas significativamente diferentes para (*p < 0,05
**p < 0,01; ***p < 0,001), ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey).
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Tabela 3. Efeito do tratamento com MPE sobre os niveis de glicose plasmatica, em ratos com diabetes induzido por aloxano. Significativo apos
teste de Tukey (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001).

Gru/;l)gs Glicemia 1 Semana Glicemia 15 dias Glicemia 1 més Glicemia 2 meses
(mg/Kg, vo) Média + EPM (mg/dL) Média + EPM (mg/dL) Média + EPM (mg/dL) Média + EPM (mg/dL)
MPE 100 A 301.8 +1.90 301.8 +1.90 301.8+1.90 301.8+1.90

MPE 100 D 128.1 + 8.93%** 1295 + 13.91%** 198.0 + 17.72%%+ 156.4 % 7.92%**
MPE 200 A 2850+ 11.12 2850+ 11.12 330.9 + 24,51 2850+ 11.12
MPE 200 D 162.7 + 26.82** 103.2 + 4.91%** 133.3 % 9.00%** 137.1 + 11.63%*+
MPE 400 A 284.3 + 8.34 284.3+8.34 284.3+8.34 284.3+8.34

MPE 400 D 140.6 + 15.85%** 93.02 + 1.08%** 147.3 + 15 50%** 159.2 + 18.41%**
GLI5A 2926 + 5.34 292.6 +5.34 292.6 +5.34 292.6 +5.34
GLI5D 150.5 + 19.76%** 93.67 + 1.64%** 136.6 + 12.58%** 105.9 + 4.21%%*
MET 50 A 281.7 +12.50 281.7 +12.50 281.7 +12.50 281.7 +12.50
MET 50 D 174.8 + 12.39%** 133.0 + 25.22%%* 167.1 + 28.89** 125.9 + 6.07***
CDA 309.9 +5.13 309.9+5.13 309.9+5.13 309.9+5.13
CDD 378.9.+9.80 335.0 + 24.26 3274+3435 326.6 + 22.75

Os valores representam médiastEPM para os niveis de glicemia (n=6). Numero de animais especificados em paréntese. MPE 100=extrato de M.
paniculata 100 mg/Kg; MPE 200=extrato de M. paniculata 200 mg/Kg; MPE 400=extrato de M. paniculata 400 mg/Kg; GLI 5=glibenclamida 5

mg/Kg; MET50=metformina 50 mg/Kg; CD=controle diabético. A=antes do tratamento e D=depois do tratamento.
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A glicose plasmatica dos animais tratados por duas semanas apresentou uma
diminuicdo significativa em relacdo a analise de uma semana (Figura 5). O grupo tratado com
MPE 100mg/Kg reduziu o valor da glicemia na ordem de 57,09% (301,8 + 1,90 para 129,5 +
13,91), ***p<0,001; MPE 200 mg/Kg reduziu 63,78% (285,0 + 11,12 para 103,2 *+ 4,91),
***n<0,001; o MPE 400 mg/Kg, reduziu o valor da glicemia na ordem de 67,28% (284,3 £
8,34 para 93,02 + 1,08), ™
a reducdo foi na ordem de 67,98% (292,6 + 5,34 para 93,67 + 1,64),
diabético apresentou um aumento nos valores glicémicos, passando de (309,9+5,13 para 335,0
+ 24,26).

Os resultados encontrados nesse estudo corroboram com os achados de Gautam et al,

p<0,001, de forma semelhante ao grupo tratado com glibenclamida

*hk

p<0,001. O grupo

(2012a) sobre a avaliacdo glicémica para ratos diabéticos quando tratados com o extrato de M.
paniculata, em que estes verificaram que os grupos tratados com o MPE nas concentracdes de
200 e 400 mg/Kg, conseguiram reduzir significativamente os niveis glicémicos ao longo de
duas semanas de tratamento.

Um efeito hipoglicemiante semelhante apds treze dias de administracdo do extrato de
Murraya koenigii foi relatado por EI-Amin e colaboradores (2013), em que 0s grupos tratados
com o extrato nas concentracdes de (100 e 200mg/Kg), apresentaram uma reducéo significativa
nos niveis glicémicos.

Com base na Tabela 3, podemos observar os valores plasmaticos de cada grupo tratado
relativo a concentracdo plasmatica de glicose. Todos os grupos tratados com MPE, obtiveram
reducbes dos niveis glicémicos semelhantes aos grupos tratados com as drogas
hipoglicemiantes cléssicas glibenclamida e metformina. A administracdo oral de MPE, nas
diferentes doses estudadas, reduziu com a mesma intensidade os niveis glicémicos dos ratos
diabéticos. A MPE na dose 100mg/Kg durante um més reduziu a hiperglicemia induzida por
aloxano nos ratos na ordem 34,39% (301,8 + 1,90 para 198,0 = 17,72) ***p<0,001. A MPE na
dose 200mg/Kg apresentou uma redugdo semelhante, na ordem de 59,71% (330,9 £ 24,51 para
133,3 £ 9,00) ***p<0,001 e a MPE na dose 400mg/Kg obteve uma reducdo de 48,18% (284,3
+ 8,34 para 147,3 + 15,50) ***p<0,001. O controle diabético teve os seus valores glicémicos
aumentados em 5,64% (309,9 £ 5,13 para 327,4 £+ 34,35).

Achados de Gautam e colaboradores (2012b), mostraram que, em experimento
realizado com ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina, tratados com o extrato de M.
paniculata ao longo de 21 dias, apresentaram redugdes significativas nos niveis de glicose
plasmatica, para os grupos tratados com MPE nas concentracfes de 200 e 400mg/Kg, assim

como o grupo tratado com glibenclamida.
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Subramanian & Arulselvan (2007), em experimentos realizados ao longo de um més
de tratamento com o extrato da planta Murraya koenigii em ratos diabéticos, observaram uma
reducdo significativa nos niveis glicémicos destes animais, quando tratados com o extrato dessa
planta na concentracdo de 200 mg/Kg, assim como o grupo tratado com a droga cléssica
glibenclamida.

Resultados semelhantes foram encontrados por Jayakumar & Ganesh (2012), ao
estudar o efeito hipoglicemiante da planta Murraya koenigii em ratos diabéticos induzidos por
aloxano, estes verificaram que 0s grupos tratados com o extrato na concentracdo de (100 e
200mg/Kg), assim como o grupo tratado com glibenclamida, reduziram significativamente os
niveis glicémicos ao longo de um més de tratamento.

Em um outro estudo, realizado por Kesari et al (2007), com ratos diabéticos, apds um
més de tratamento com o extrato da planta Murraya koenigii na concentracdo de 300 mg/Kg,
observou-se uma reducao significativa nos niveis glicémicos desses animais tratados com o
extrato dessa planta.

Ap0os dois meses de administracdo do extrato MPE e das drogas classicas metformina
e glibenclamida aos animais diabéticos, observou-se 0s seguintes valores, conforme consta na
Tabela 2. Os niveis glicémicos apresentam reducdes significativas, ***p<0,001 nos trés grupos
tratados. MPE 100mg/Kg reduziu na ordem de 48,17% (301,8 +1,90 para 156,4 + 7,92), MPE
200mg/Kg 51,89% (285,0 + 11,12 para 137,1 + 11,63) e MPE 400 mg/Kg 44,00%(284, 3 +
8,34 para 159,2 + 18,41). Os grupos tratados com metformina e glibenclamida também
apresentaram o mesmo perfil de reducdo, ***p<0,001; glibenclamida 63,80%(292,6 + 5,34 para
105,9 £ 4,21) e metformina 55,30% (281,7 + 12,50 para 125,9 + 6,07). Em contrapartida o
controle diabético aumentou os seus valores glicémicos na ordem de 5,35% (309,9 £ 5,13 para
326,6 + 22,75), embora ndo sendo considerado estatisticamente significativo (Tabela 3).

Esses resultados encontrados referentes a dois meses de tratamento com o MPE, néo
foram confrontados com a literatura devido serem parte do primeiro estudo em que se avalia as
acoes do tratamento do extrato de M. paniculata a longo prazo em modelo de diabetes

experimental usando o aloxano.
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5.6 Avaliacdo dos parametros bioquimicos — Triglicerideos

A Figura 6 mostra a andlise da concentracdo de triglicerideos ao longo de todo o
experimento, foi registrado que apds uma semana de tratamento, o extrato de MPE na dose de
100 mg/Kg reduziu significativamente os valores de triglicerideos plasméaticos em comparacao
as outras doses analisadas do mesmo extrato, na ordem de 70,30% (501,7 + 57,31 para 149,0 +
20,10),
classicas metformina 84,20% (488,3 + 43,48 para 77,12 + 4,92), ***p<0,001 e glibenclamida
48,96% (319,2 £ 40,27 para 162,9 £ 7,49), **p<0,01.

Ao término de 15 dias de tratamento, nos ratos tratados com MPE 100mg/Kg, observou-

p<0,001. Esses resultados sdo comparaveis a reducdo mostrada pelas drogas

se uma reducdo significativa dos valores de triglicerideos, 65,13% (501,7 + 57,31 para 174,9 +
7,02),
estatisticamente significativas, ***p<0,001, sendo que o grupo tratado com glibenclamida
reduziu na ordem de 63,72% (319,2 + 40,27 para 115,8 = 15,96) e o tratado com metformina
reduziu 76,77% (488,3 + 43,48 para 113,4 £ 20,44).

Os dados encontrados nesse trabalho sdo compativeis com os achados de Gautam e

*hk

p<0,001. Os grupos tratados com glibenclamida e metformina apresentaram redugfes

colaboradores (2012a), em que ratos diabéticos induzidos por aloxano, ap6s 14 dias de
tratamento, reduziram significativamente os niveis de triglicerideos plasmaticos, nos grupos
tratados com MPE nas concentragdes de 100, 200 e 400 mg/Kg.

Ao longo de um més de tratamento os valores de triglicerideos encontrados foram: MPE
100mg/Kg reduziu os valores na ordem de 75,60% (501,7 + 57,31 para 1224 +
6,48)***p<0,001, assim como MPE 200mg/Kg 62,18% (311,8 + 68,96 para 117,9 + 20,47),
*p<0,05 e MPE 400 mg/Kg 76,74% (456,5 + 78,06 para 107,3 £ 10,09), **p<0,01. Os grupos
tratados com as drogas classicas apresentaram reducgdes igualmente significativas, o tratado
com glibenclamida 78,14% (319,3 £ 40,27 para 69,77 = 6,82), ***p<0,001; a metformina
reduziu na ordem de 84,85%(488,3 + 43,48 para 73,93 £ 8,51), ***p<0,001. Engquanto que o
controle diabético apresentou um aumento nos niveis de triglicerideos plasmaticos na ordem de
9,35%(258,8 £ 8,22 para 283,0 + 23,67) (Tabela 4).

Gautam e colaboradores (2012b), ao estudar ratos diabéticos tratados com MPE (100,
200, 400 mg/Kg) e glibenclamida, mostraram que ao final de 21 dias de tratamento, 0s grupos
tratados com glibenclamida e MPE 400mg/Kg, reduziram significativamente os niveis de

triglicerideos plasmaticos em relacdo ao grupo controle.
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Kesari e colaboradores (2007), em seus estudos com o extrato da planta Murraya
koenigii, ap6s um més de tratamento, relataram uma diminuicdo significativa nos niveis de
triglicerideos plasmaticos, no grupo de animais tratados com o extrato dessa planta.

Os niveis de triglicerideos plasméticos foram reduzidos em todos os grupos tratados
com o extrato MPE. MPE 100mg/Kg 75,10% (501,7 + 57,31 para 124,9 £ 4,74),***p<0,001;
MPE 200mg/Kg 53,72% (311,8 + 68,96 para 144,3 + 16,28), *p<0,05 e MPE 400 mg/Kg
70,17% (456 + 78,06 para 136,0 + 12,98, **p<0,01. Os resultados acima mostram-se
semelhantes aos resultados encontrados nas drogas hipoglicemiantes classicas. Metformina
75,44% (488,3 + 43,48 para 119,9 £ 7,16), ***p<0,001 e glibenclamida 57,39% (319,2 + 40,27
para 136,0 £ 12,98), **p<0,001. Esses dados ndo foram confrontados com a literatura, por ser

parte do primeiro estudo que avalia as ac6es do MPE a longo prazo.
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Figura 6. Curva tempo-resposta do efeito do tratamento por via oral do extrato de M. paniculata sobre os valores de triglicerideos
plasmatico em ratos Wistar. Os animais foram tratados com veiculo 4gua (CD), glibenclamida na dose de 5mg/kg (GLI5), metformina na
dose de 50 mg/kg (MET50) ou extrato de Murraya paniculata nas doses 100 mg/kg (MPE 100), 200 mg/kg (MPE 200) ou 400 mg/kg
(MPE 400). (n=6). As médias dos grupos tratados D (Apds tratamento) foram comparadas com o grupo A (antes do tratamento) e foram
consideradas significativamente diferentes para (*p < 0,05 **p < 0,01; ***p < 0,001), ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey).



Tabela 4. Efeito do tratamento com MPE sobre os niveis de triglicerideos plasméticos, em ratos com diabetes

induzido por aloxano. Significativo apos teste de Tukey (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001).

(Grr::ﬂgs vo) Triglicerideos 1 Semana Triglicerideos 15dias ~ Triglicerideos 1 més Triglicerideos 2 meses
' Média + EPM (mg/dL) Média £+ EPM (mg/dL) Média = EPM (mg/dL) Média + EPM (mg/dL)
MPE 100 A 501.7 £57.31 501.7 +57.31 501.7 +57.31 501.7 +57.31

MPE 100 D 1490 + 20,10%* 174.9 +7.02%% 122.4 + 6.48*** 124.9 + 4.74%%

MPE 200 A 311.8 +£68.96 311.8 +68.96 311.8 +68.96 311.8 £68.96

MPE 200 D 117.8 +8.82* 164.6 £ 25.76 1179 +20.47* 1443 + 16.28*

MPE 400 A 456.5 + 78.06 456.5 + 78.06 456.5 + 78.06 456.5 + 78.06

MPE 400 D 129.7 £ 7.131** 136.8 + 15.59** 107.3 +£10.09** 136.0 +£ 12.98**

GLIS A 319.2 +40.27 319.2 +40.27 319.2 +40.27 319.2 +40.27

GLI5D 162.9 + 7.49** 115.8 + 15.96*** 69.77 + 6.82%** 136.0 + 12.98**

MET 50 A 488.3 +43.48 488.3 £43.48 488.3 £43.48 488.3 £43.48

MET 50 D 77.12 + 4.92%** 113.4 £ 20.44*** 73.93 + 8.51*** 119.9 £ 7.16***

CDA 258.8 £8.22 258.8 £8.22 258.8 +8.22 258.8 £8.22

CDD 274.1 +16.66 272.0+2.03 283.0 + 23.67 343.4 +39.44

Os valores representam mediastEPM para os niveis de triglicerideos (n=6). Nimero de animais especificados em
paréntese. MPE 100=extrato de M. paniculata 100 mg/Kg; MPE 200=extrato de M. paniculata 200 mg/Kg; MPE
400=extrato de M. paniculata 400 mg/Kg; GLI 5=glibenclamida 5 mg/Kg; MET50=metformina 50 mg/Kg;
CD=controle diabético. A=antes do tratamento e D=depois do tratamento.
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5.7 Avaliacéo dos parametros bioguimicos — Colesterol Total

Na Figura 7, pode-se avaliar a variacéo dos niveis de colesterol plasmatico ao longo dos
dois meses de experimento. Em uma semana de tratamento, verificou-se que a dose de 100
mg/kg apresentou uma importante reducéo dos niveis séricos de colesterol 44,39% (137,3
3,14 para 76,34 £ 6,86), ***p<0,001 quando comparada com as demais doses e ao controle
diabético. O grupo tratado com a metformina reduziu de forma mais significativa o valor de
colesterol em 43,34% (91,35 +7,28 para 51,73 + para 4,04),

aumentou os seus niveis de colesterol, passando de (129,3 + 6,36 para 153,0 + 9,86.

*k*k

p<0,001. O controle diabético

Conforme é mostrado na Tabela 5, em todos os grupos tratados com MPE registrou-se,
de forma significativa, uma reducédo dos niveis séricos de colesterol ao longo de duas semanas
de tratamento, ***p<0,001, MPE 100mg/Kg 48,84% (137,3 + 3,14 para 70,23 + 2,12); MPE
200 mg/Kg 65,51% (158,8 + 10,21 para 54,77 + 5,38); MPE 400 mg/Kg 56,68% ( 142,5 £

12,72 para 61,72 + 4,93), de forma semelhante a reducdo observada para a metformina 49,65%

(91,35 £ 7,28 para 45,99 + 3,15), ***p<0,001, o grupo tratado com glibenclamida reduziu
significativamente os niveis séricos de colesterol na ordem de 29,95%(100,9 + 7,72 para 70,68
+4,99), **p<0,01 (Tabela 5).

Ainda segundo os achados de Gautam et al. (2012a), foi possivel verificar uma reducao
significativa nos niveis plasméticos de colesterol apds duas semanas de tratamento com o
extrato MPE nas doses de (100, 200 e 400mg/Kg), bem como no grupo tratado com
glibenclamida.

Ao analisar a varia¢do dos niveis de colesterol em ratos diabéticos tratados com o extrato
da planta M. koenigii, EI-Amin e colaboradores (2013), verificaram que apés treze dias de
tratamento, os grupos tratados com metformina, e com o extrato nas concentracdes de (100 e
200mg/Kg), foram capazes de diminuir significativamente as valores de colesterol.

A dosagem do colesterol plasmatico de um més de tratamento, apresentou diminuicao
significativa para os grupos tratados com MPE 100mg/Kg e 200 mg/Kg, ***p<0,001, em que
os valores observados no primeiro grupo foram 39,35% (137,3 + 3,14 para 83,27 £ 8,21) e no
segundo grupo 52,68% (158,8 + 10,21 para 75,14 + 7,38). Nos grupos tratados com as drogas
classicas houve uma reducéo significativa, os niveis de colesterol plasmatico encontrado foram:
glibenclamida 43,02% (109,0 £ 7,72 para 62,10 + 3,83) ***p<0,001 e metformina 38,50%
(91,35 + 7,28 para 56,18 * 3,74), **p<0,01.
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Apos 21 dias de tratamento com o extrato da planta Murraya paniculata, Gautam e
colaboradores (2012b), observaram que 0s grupos tratados com MPE (200 e 400mg/Kg) assim
como o grupo tratado com glibenclamida, causaram reducdo significativa nos niveis de

colesterol plasmatico em relagdo ao grupo controle.

Estudos realizado por Kesari et al (2007), constatou-se uma diminuicdo significativa
nos niveis de colesterol plasmatico, em animais diabéticos tratados com o extrato da planta
Murraya koenigii na concentragdo de 300mg/Kg, ao longo de um més de tratamento. Em um
outro estudo com ratos diabéticos, realizado por Jayakumar & Ganesh (2012) com o extrato da
mesma planta, estes autores observaram uma reducéo significativa nos grupos tratados com o
extrato de Murraya koenigii (200mg/Kg), assim como o grupo tratado com glibenclamida ao
longo de um més de tratamento.

Ao longo de dois meses de tratamento, pode-se observar as seguintes reducdes para 0s
valores de colesterol plasméatico, MPE 100mg/Kg 61,58%(137,3 + 3,14 para 52,74 + 1,48),
***p<0,001; MPE 200 mg/Kg 77,32%(158,8 + 10,21 para 36,01 + 4,66), ***p<0,001; MPE
400 mg/Kg 43,80%(142,5 + 12,72 para 80,08 + 21,89), *p<0,05. A anélise dos grupos tratados
com as drogas classicas também apresentaram reducdes significativas, glibenclamida
26,53%(109,0 + 7,72 para 80,08 + 21,89), ***p<0,001 e metformina 36,97%(91,35 + 7,28 para
57,57 + 3,24), **p<0,01. (Tabela 5). Esses achados de dois meses, ndo foram confrontados com
a literatura por ser parte do primeiro estudo que avalia as agdes do tratamento MPE a longo

prazo.
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Figura 7. Curva tempo-resposta do efeito do tratamento por via oral do extrato de M. paniculata sobre os niveis de colesterol plasmatico em ratos
Wistar. Os animais foram tratados com veiculo agua (CD), glibenclamida na dose de 5mg/kg (GLI5), metformina na dose de 50 mg/kg (MET50)
ou extrato de M. paniculata nas doses 100 mg/kg (MPE 100), 200 mg/kg (MPE 200) ou 400 mg/kg (MPE 400). (n=6). As médias dos grupos
tratados D (Apds tratamento) foram comparadas com o grupo A (antes do tratamento) e foram consideradas significativamente diferentes para (*p
< 0,05 **p < 0,01; ***p < 0,001), ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey).



Tabela 5. Efeito do tratamento com MPE sobre os niveis de colesterol plasmatico, em ratos com diabetes induzido
por aloxano. Significativo apos teste de Tukey (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001).

?n:;ﬁg; vo) Colesterol 1 Semana  Colesterol 15 dias Colesterol 1 meés Colesterol 2 meses
' Média + EPM (mg/dL) Média £+ EPM (mg/dL) Média = EPM (mg/dL) Média + EPM (mg/dL)

MPE 100 A 137.3+3.14 137.3+3.14 137.3+3.14 137.3+3.14

MPE 100 D 76.34 £ 6.86% 70.23 £ 2.12%% 83.27 £ 8.21%* 52.74 + 1 48+

MPE 200 A 158.8 +10.21 158.8 +10.21 158.8 +10.21 158.8 +10.21

MPE 200 D 108.8 + 7.49** 54.77 + 5.38*** 75.14 + 7.38*** 36.01 + 4.66***

MPE 400 A 1425+ 12.72 1425 +£12.72 1425+ 12.72 1425+ 12.72

MPE 400 D 99.75 + 14.85 61.72 + 4.93*** 1054 + 8.34* 80.08 + 21.89*

GLI5 A 109.0+7.72 109.0+7.72 109.0+7.72 109.0+7.72

GLI5D 68.46 + 7.99** 70.68 + 4.99** 62.10 + 3.83*** 80.08 + 21.89***

MET 50 A 91.35+7.28 91.35+7.28 91.35+7.28 91.35+7.28

MET 50 D 51.73 = 4.04*** 45.99 + 3.15%** 56.18 + 3.74** 57.57 + 3.24**

CDA 129.3 £6.36 129.3 £ 6.36 129.3 £ 6.36 129.3 £ 6.36

CDD 153.0 £ 9.86 98.15 +2.98 1042 +£3.14 1045+3.21

Os valores representam médiastEPM para os niveis de colesterol plasmatico (n=6). Numero de animais
especificados em paréntese. MPE 100=extrato de M. paniculata 100 mg/Kg; MPE 200=extrato de M. paniculata
200 mg/Kg; MPE 400=extrato de M. paniculata 400 mg/Kg; GLI 5=glibenclamida 5 mg/Kg; MET50=metformina
50 mg/Kg; CD=controle diabético. A=antes do tratamento e D=depois do tratamento.
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5.8 Avaliacéo dos parametros bioquimicos — Transaminase hepatica (AST — TGO)

Conforme constatou-se nos testes de toxicidade aguda para o extrato de Murraya
paniculata, esta planta apresenta uma baixa toxicidade, apresentando uma DLso entre 2000 e
5000mg/Kg, diante disso pode-se constatar uma diminui¢do nos niveis séricos da transaminase
hepatica AST.

A anélise da transaminase hepatica (AST) apds uma semana de tratamento, mostrou
que, os grupos tratados com o MPE nas diferentes concentragdes, apresentaram redugdes nos
valores enzimaticos, sendo que apenas o grupo tratado com MPE 100mg/Kg apresentou dados
estatisticamente significativos, = p<0,001, na ordem de 55,47% (42,67 + 2,90 para 19,00 +
0,68) nos niveis de AST, de forma semelhante ao grupo tratado com metformina, 41,70% (60,33
+ 3,24 para 35,17 + 1,01) " p<0,001. (Figura 8)/(Tabela 6).

Ao longo de duas semanas de tratamento, os valores de AST apresentaram reducao

*kk

igualmente significativa, ***p<0,001, nos grupos tratados com MPE 100mg/Kg 47,26% (42,67
+ 2,90 para 22,50 £ 0,50); MPE 400mg/Kg 39,67% (40,33 £ 2,09 para 24,33 £ 1,20) e no grupo
tratado com metformina 61,87% (60,33 + 3,24 para 23,00 £ 0,44).

Um estudo realizado por Pande et al (2009) mostrou uma importante atividade
hepatoprotetora do extrato da casca da planta Murraya koenigii LINN frente a atividade
hepatotoxica de tetracloreto de carbono, observou-se uma diminui¢do nos niveis séricos da
transaminase hepatica AST.

Com um més de tratamento, os valores da transaminase hepatica AST, apresentou
reducdo nos seus niveis em todos os grupos tratados com MPE, MPE 100mg/Kg 47,66% (42,67
+ 2,90 para 22,33 + 1,08), ***p<0,001; MPE 200mg/Kg 30,33% (29,67 + 3,02 para 20,67 *
0,98), *p<0,01 e MPE 400mg/Kg 52,88% (40,33 + 2,09 para 19,00 + 1,23), ***p<0,001.
Observou-se reducao também no grupo tratado com glibenclamida 29,46% (37,33 + 1,33 para
26,33 £ 3,80), *p<0,05 e metformina 68,50% (60,33 + 3,24 para 18,00 £ 1,03), ***p<0,001,
conforme percebe-se na Tabela 6.

Kesari e colaboradores (2007), reportam em seus achados, a baixa toxicidade do extrato
da planta M. koenigii, ap6s um més de tratamento em ratos diabéticos, em que se verificou uma
diminuicdo nos niveis séricos da transaminase hepatica AST.

Ao término de dois meses de tratamento, 0s niveis séricos de AST foram reduzidos em
todos os grupos tratados, sendo significativo nos grupos tratados com MPE 100mg/Kg
51,76%(42,67 + 2,90 para 20,58 + 2,20),***p<0,001; MPE 200 mg/Kg 26,96% (29.67 +3,02
para 21,67 £ 0,80), *p<0,05 e MPE 400mg/Kg 51,22% (40,33 = 2,09 para 19,67 = 1,08),
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***p<0,001. Os grupos tratados com as drogas classicas também apresentaram redugdes
significativas; glibenclamida 40,18% (37,33 + 1,33 para 22,33 = 2,09), ***p<0,001 e
metformina 65,73% (60,33 £ 3,24 para 20,67 £ 1,22), **p<0,01. Os achados de um e dois meses
de tratamento, ndo foram confrontados com a literatura, por fazer parte do primeiro estudo que

avalia as agOes do extrato da planta M. paniculata a longo prazo.
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Figura 8. Curva tempo-resposta do efeito do tratamento por via oral do extrato de M. paniculata sobre os niveis da transaminase hepatica AST
em ratos Wistar. Os animais foram tratados com veiculo 4gua (CD), glibenclamida na dose de 5mg/kg (GLI5), metformina na dose de 50 mg/kg
(MET50) ou extrato de M. paniculata nas doses 100 mg/kg (MPE 100), 200 mg/kg (MPE 200) ou 400 mg/kg (MPE 400). (n=6). As médias dos
grupos tratados D (Apds tratamento) foram comparadas com o grupo A (antes do tratamento) e foram consideradas significativamente diferentes
para (*p < 0,05 **p < 0,01; ***p < 0,001), ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey).



Tabela 6. Efeito do tratamento com MPE sobre os niveis séricos de AST em ratos com diabetes induzido por

aloxano. Significativo apos teste de Tukey (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001).

Grupos

(mg/Kg, vo) QS,T_l Semana AST 15 dias AST 1 més AST 2 meses
édia = EPM (U.1./L) Meédia + EPM (U.1./L) Média £ EPM (U.1./L) Média + EPM (U.1./L)

MPE 100 A 42.67 +2.90 42.67 +2.90 42.67 +2.90 42.67 +2.90

MPE 100 D 19.00 + 0.68*** 22.50 + 0.50*** 22.33 £1.08*** 20.58 + 2.20***

MPE 200 A 29.67 £3.02 29.67 +£3.02 29.67 +3.02 29.67 +£3.02

MPE 200 D 21.67£2.70 23.67 £ 1.74 20.67 +0.98* 21.67 +0.80*

MPE 400 A 40.33 £2.09 40.33 £ 2.09 40.33 £ 2.09 40.33 £ 2.09

MPE 400 D 34.00 £ 3.34 24.33 + 1.20*** 19.00 + 1.23*** 19.67 + 1.08***

GLI5 A 37.33+1.33 37.33+1.33 37.33+1.33 37.33+1.33

GLI5D 38.33+2.15 27.83+4.77 26.33 + 3.80* 22.33 £ 2.09***

MET 50 A 60.33 + 3.24 60.33 + 3.24 60.33 + 3.24 60.33 + 3.24

MET 50 D 35.17 £ 1.01*** 23.00 + 0.44*** 18.00 + 1.03*** 20.67 + 1.22%**

CDA 46.33 £3.15 46.33 £3.15 46.33 £3.15 46.33 £3.15

CDD 44.67 £ 2.45 41.67 +£2.09 36.67 +2.71 32.00 + 2.47

69

Os valores representam médiastEPM para os niveis séricos de AST (n=6). Numero de animais especificados em
paréntese. MPE 100=extrato de M. paniculata 100 mg/Kg; MPE 200=extrato de M. paniculata 200 mg/Kg; MPE
400=extrato de M. paniculata 400 mg/Kg; GLI 5=glibenclamida 5 mg/Kg; MET50=metformina 50 mg/Kg;
CD=controle diabético. A=antes do tratamento e D=depois do tratamento.
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5.9 Avaliacéo dos parametros bioguimicos — Transaminase hepética (ALT — TGP)

ApOs uma semana de tratamento, a analise da transaminase hepatica ALT, mostrou que
em todos os grupos tratados com MPE apresentaram reducdo nos seus valores enzimaticos,
MPE 100 mg/Kg 42,64% (50,42 £ 3,78 para 28,92 £ 5,09), **p<0,01; MPE 200mg/Kg 41,87%
(43,58 £ 4,05 para 25,33 + 2,71), **p<0,01 e MPE 400mg/Kg 37,64% (29,67 + 2,10 para 18,50
+1,45), **p<0,01, também de forma semelhante a metformina 21,93% (38,75 + 1,05 para 30,25
+ 1,25), ***p<0,001. (Figura 9)/(Tabela 7).

Passados quinze dias de tratamento, 0s niveis séricos da enzima ALT, apresentaram
reducdo em todos os grupos analisados, sendo estatisticamente significante o grupo tratado com
MPE 100mg/Kg, em que os valores reduziram na ordem de 43,31% (50,42 + 3,78 para 28,58 +
0,58), ***p<0,001. Em um estudo realizado por Pande et al (2009) com outra planta do género
Murraya, mostrou uma importante atividade hepatoprotetora do extrato da casca da planta
Murraya koenigii LINN frente a atividade hepatot6xica de tetracloreto de carbono.

Os resultados encontrados para os niveis séricos da enzima ALT apds um més de
tratamento, mostraram que apenas a dose de MPE 200mg/Kg reduziu significativamente os
niveis séricos dessa enzima, na ordem de 37,08%(43,58 + 4,05 para 27,42 + 3,39), *p<0,05.

Ao analisar-se 0s niveis séricos da enzima ALT ap0s dois meses de tratamento,
observou-se que nos grupos tratados com o extrato MPE houve uma diminuicao significativa
no grupo MPE 100 mg/Kg 43,47% (50,42 + 3,78 para 28,50 £ 6,31), *p<0,05. O grupo tratado
com metformina também apresentou reducdo significativa na ordem de 25,6% (38,75 + 1,05
para 28,83 + 2,68), **p<0,01.

Estudos realizados por Kesari et al. (2007), mostraram-se que 0 extrato da planta
Murraya koenigiiin, apds um més de tratamento a ratos diabéticos é responsavel por causar uma

diminuicdo significativa nos niveis séricos da transaminase hepatica ALT.
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Figura 9. Curva tempo-resposta do efeito do tratamento por via oral do extrato de Murraya paniculata sobre os niveis da transaminase hepatica
ALT em ratos Wistar. Os animais foram tratados com veiculo agua (CD), glibenclamida na dose de 5mg/kg (GLI5), metformina na dose de 50
mg/kg (MET50) ou extrato de M. paniculata nas doses 100 mg/kg (MPE 100), 200 mg/kg (MPE 200) ou 400 mg/kg (MPE 400). (n=6). As médias
dos grupos tratados D (Apos tratamento) foram comparadas com o grupo A (antes do tratamento) e foram consideradas significativamente
diferentes para (*p < 0,05 **p < 0,01; ***p < 0,001), ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey).



Tabela 7. Efeito do tratamento com MPE sobre 0s niveis séricos de ALT em ratos com diabetes induzido por
aloxano. Significativo apos teste de Tukey (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001).

Grupos

(mg/Kg, vo) ALT 1 Semana ALT 15 dias ALT 1 més ALT 2 meses
Média + EPM (U.1./L) Média + EPM (U.L./L) Média + EPM (U.1./L) Média + EPM (U.1./L)

MPE 100 A 50.42 +3.78 50.42 + 3.78 50.42 + 3.78 50.42 + 3.78

MPE 100 D 28.92 + 5.09** 28.58 + 0.58*** 44,67 +5.63 28.50 + 6.31*

MPE 200 A 4358 + 4.05 4358 + 4.05 4358 + 4.05 43,58 + 4.05

MPE 200 D 25.33 + 2.71** 33.33 +3.07 27.42 +3.39* 38.92 +4.92

MPE 400 A 29.67 +2.10 29.67 +2.10 29.67 +2.10 41.92 +4.16

MPE 400 D 18.50 + 1.45%* 29.33 +4.40 31.50 £ 4.75 48.08 + 4.48

GLISA 38.25 + 2.50 38.25 £ 2.50 38.25 £ 2.50 38.25 £ 2.50

GLI5D 34.67+1.72 35.83+3.34 37.17 +3.87 34.83 +4.37

MET 50 A 38.75 + 1.05 38.75 + 1.05 38.75 + 1.05 38.75 + 1.05

MET 50 D 30.25 + 1.25%** 37.42 +4.19 28.75 + 1.35%** 28.83 + 2.68**

CDA 34.67+1.73 34.67+1.73 34.67+1.73 34.67+1.73

CDD 33.33+1.26 35.33+1.83 36.33+3.73 37.75 + 3.46

Os valores representam médiastEPM para os niveis séricos de ALT (n=6). Nimero de animais especificados em
paréntese. MPE 100=extrato de M. paniculata 100 mg/Kg; MPE 200=extrato de M. paniculata 200 mg/Kg; MPE
400=extrato de M. paniculata 400 mg/Kg; GLI 5=glibenclamida 5 mg/Kg; MET50=metformina 50 mg/Kg;
CD=controle diabético. A=antes do tratamento e D=depois do tratamento.
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5.10 Atividade hipoglicemiante do extrato de M. paniculata e das drogas classicas
(glibenclamida e metformina) através de dois métodos de rastreio da glicacdo: Frutosamina

e Hemoglobina glicada.

A Figura 10 mostra os resultados da dosagem de frutosamina ap6s um més de
tratamento. Esses resultados, analisados por ANOVA seguidos do teste de Tukey, mostraram
que os ratos tratados com MPE em todas as doses estudadas mostraram niveis séricos de
frutosamina semelhantes aos ratos normais nédo tratados e aos tratados com as drogas
hipoglicemiantes classicas glibenclamida e metformina. Os ratos tratados com MPE 100mg/Kg
apresentaram valor médio sérico de frutosamina (umol/L2) de 22550 + 9,90
umol/L3**p<0,01; os ratos tratados com MPE 200mg/Kg de 198,70 + 15,11, ***p<0,001 e 0s
ratos tratados com MPE 400mg/Kg de 173,50 + 32,48 umol/L3, sendo estes estatisticamente
significativos em relagdo ao controle diabético (420,13 + 34,78 pmol/L®). O grupo tratado com
glibenclamida apresentou niveis séricos na ordem de (229,50 + 22,35 pmol/L2), **p<0,01, o
grupo tratado com metformina (172,90 +18,40 pmol/L?), ***p<0,001 Os animais normais nio

tratados, apresentaram um valor de frutosamina de (163,0 + 12,49 umol/L?®). (Tabela 8).
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Figura 10. Avaliacdo da Frutosamina apds um més de tratamento de ratos diabéticos com MPE,
glibenclamida e metformina. MPE100 vs CD (as p<0,001); MPE200 vs CD (a3 p<0,001);
MPE400 vs CD (a3 p<0,001; GLI5 vs CD (a2 p<0,01); MET50 vs CD (as p<0,001), apos
Anélise de Variancia (ANOVA) seguido de teste de Tukey.
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Tabela 8. Efeito do tratamento de médio prazo (um més) com MPE sobre as concentracdes de
Frutosamina em ratos diabéticos induzidos por aloxano.

Grupos Frutosamina (umol/L2)
(mg/Kg, vo) % + EPM
CD 420,13 + 34,78
MPE100 225,5 + 9,90
MPE200 198,70 £ 15,112
MPE400 173,50 + 32,48?
GLI5 229,50 + 22,35?
MET50 172,90 + 18,49°

Os valores representam mediastEPM dos niveis de frutosamina. N=6. CD=controle diabético;
MPE100=Extrato de M. paniculata 100 mg/Kg; MPE200= Extrato de M. paniculata 200
mg/Kg; MPE400=Extrato de M. paniculata 400 mg/Kg; GLI5=glibenclamida 5 mg/Kg e
MET50=Metformina 50 mg/Kg. Valor da Frutosamina do controle normal n&o tratado (163.0
+12.49).

O controle glicémico é extremamente importante, pois um estado de constante
hiperglicemia acarreta diversas complicagdes, promovendo o desenvolvimento de lesfes
organicas extensas e irreversiveis, afetando os olhos, os rins, 0s nervos, 0s vasos grandes e
pequenos, assim como a coagulagao sanguinea. Em seres humanos, a hemoglobina glicada e a
frutosamina séo ferramentas importantes para monitorar o tratamento do diabetes mellitus, pois
fornecem informac6es precisas dos niveis glicémicos médios a curto e longo prazo (MARCA
et al., 2000).

A Figura 10 mostra os resultados de todos os grupos em estudo para 0s niveis séricos
de hemoglobina glicada. Os resultados, analisados por ANOVA seguidos do teste de Tukey,
mostraram que ap6s os dois meses de tratamento todos os grupos tratados com MPE em todas
as doses estudadas mostraram niveis séricos de hemoglobina glicada semelhantes aos ratos
tratados com as drogas hipoglicemiantes classicas glibenclamida e metformina. O extrato MPE
na dose de 100 mg/kg reduziu a dosagem da hemoglobina glicada (HBA1c) para o valor médio
(%) de 6,35 + 0,40; MPE 200 mg/Kg apresentou um valor de hemoglobina glicada (HBA1c)
em % de 5,37 £ 0,30 e MPE 400 mg/Kg um valor de hemoglobina glicada (HBA1c) em % 5,71
+ 0,44. O grupo tratado com glibenclamida valor de hemoglobina glicada (HBALc) em % de
6,04 + 0,68 e o grupo tratado com metformina um valor de hemoglobina glicada (HBALc) em
% 6,08 + 0,55. O controle diabético mostrou niveis de hemoglobina glicada (HBA1c) em % de
12,15 £+ 0,60. O controle normal nédo tratado apresentou um valor de hemoglobina glicada
(HBA1c) em % de 2,13 £ 0,68. (Tabela 8).
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Figura 11. Avaliacdo da HbA1C apds dois meses de tratamento de ratos diabéticos com MPE,
glibenclamida e metformina. az p<0,001 (MPE100 vs CD; MPE200 vs CD; MPE400 vs CD;
GLI5 vs CD; MET50 vs CD) apds Andlise de Variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey

Tabela 9. Efeito do tratamento prolongado (dois meses) com extrato de Murraya paniculata
e drogas classicas sobre as concentracdes de Hemoglobina Glicada (HbA1C) em ratos
diabéticos induzido por aloxano.

Grupos HbA1C

(mg/Kg, vo) %+ EPM
CD 12,15+ 0,60
MPE100 6,35 £ 0,402
MPE200 5,37 £ 0,307
MPE400 5,71 + 0,442
GLI5 6,04 + 0,682
METS50 6,08 £ 0,55

Os valores representam médiastEPM dos niveis de hemoglobina glicada. N=6. CD=controle
diabético; MPE100=Extrato de M. paniculata 100 mg/Kg; MPE200= Extrato de M. paniculata
200 mg/Kg; MPE400=Extrato de M. paniculata 400 mg/Kg; GLI5=glibenclamida 5 mg/Kg e
MET50=Metformina 50 mg/Kg. Valor da hemoglobina glicada do controle normal néo tratado
(2,13 £ 0,68).

Esses achados de hemoglobina glicada para o controle diabético, o grupo tratado com

glibenclamida e o MPE 100, sdo compativeis com os resultados encontrados por Subramanian
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& Arulselvan, (2007), ao analisar a hemoglobina glicada em ratos tratados com o extrato das
folhas de Murraya koenigii.

Segundo Nathan et al., (2008), o processo de glicacdo de proteinas ndo se restringe
apenas a ligacdo da glicose com a hemoglobina, formando a hemoglobina glicada. Ao contrério,
esse processo estende-se, praticamente, a muitas proteinas do organismo, contribuindo para a
geracdo dos chamados produtos finais da glicagdo avancada (“Advanced Glycation end
products” = AGEzs).

Os resultados de HbALC e frutosamina obtidos para os ratos tratados com MPE indicam
que esta planta pode inibir o desenvolvimento de lesdes micro e macrovasculares advindas do
DM, confirmando os achados recentes de Zou et al (2014) que mostraram um efeito protetor de
flavonoides totais extraidos das folhas de M. paniculata na nefropatia diabética em ratos, onde
parametros como albumina, creatinina, ureia e interleucina-6 foram significativamente
diminuidos pelo tratamento. Outro aspecto importante atribuido a M. paniculata é sua possivel
eficdcia sobre outras patologias de base inflamatoéria, uma vez que segundo Narkhede et al
(2012) o extrato das folhas de M. Paniculata exibiu significativa acdo anti-inflamatéria e
atividade analgésica em modelos inflamatdrios agudos e crénicos.

Estudos com cumarinas isoladas de M. paniculata evidenciaram sua atividade
hipoglicemiante e efeito inibitdrio sobre a atividade da enzima aldose redutase e sobre a
agregacdo plaquetéria, as quais sdo consideradas como as causas das complicagdes diabéticas
(FORT et al., 2000a).

5.11 Estudo de associagdo das drogas — Uma semana de tratamento

Tendo como objetivo identificar um possivel mecanismo de acdo hipoglicemiante do
extrato de M. paniculata, foram definidas doses que apresentavam um efeito terapéutico baixo
para o extrato MPE, glibenclamida e metformina (10, 2 e 5 mg/Kg respectivamente) em que
estas doses foram utilizadas em associacéo

A Figura 12 expressa 0s valores da glicose plasmatica dos animais ap6s uma semana de
tratamento em associacdo do extrato de M. paniculata com as drogas classicas (glibenclamida
e metformina), observou-se que 0s grupos tratados em associacdo com o extrato MPE e as
drogas cléssicas apresentaram uma potencializagdo do efeito hipoglicemiante significativa ao
longo de uma semana de tratamento, os grupos tratados com a associa¢do do extrato MPE
10mg/Kg e glibenclamida 2mg/Kg, apresentou uma reducdo nos niveis glicémicos na ordem
de 19,75% (383.2 + 18.04 para 307.5 + 16.59), "p<0,05, assim como o grupo tratado com a



77

associacdo do extrato MPE 10mg/Kg com a metformina 5mg/Kg apresentou uma reducao dos
niveis glicémicos na ordem de 22,68% (390.2 + 22.01 para 301.7 £ 23,37), *p<0,05. Tabela 9.
Esses resultados indicam que possivelmente haja um sinergismo com relacdo ao efeito
hipoglicemiante do MPE com as drogas classicas glibenclamida e metformina, em que o extrato
pode exercer parte do seu efeito hipoglicemiante via blogueio de canais de potassio como
também aumentando a captacdo da glicose periférica, melhorando a ligacéo da insulina aos seus

receptores.
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Figura 12. Estudo de potencializacdo do efeito hipoglicemiante curva tempo-resposta do
tratamento por via oral do extrato de M. paniculata sobre a glicemia plasmética em ratos Wistar.
Os animais foram tratados com veiculo dgua (CD), glibenclamida na dose de 2mg/kg (GLI2),
metformina na dose de 5 mg/kg (METS5), extrato de M. paniculata na dose 10 mg/kg (MPE 10),
extrato de M. paniculata na dose 10mg/Kg + glibenclamida 2mg/Kg (MPE10 + GLI2) e extrato
de M. paniculata na dose 10mg/Kg + metformina 5mg/Kg (MPE10 + MET5). (n=6). As médias
dos grupos tratados D (Apds tratamento) foram comparadas com o grupo A (antes do
tratamento) e foram consideradas significativamente diferentes para (*p < 0,05 **p < 0,01;
***pn < 0,001), ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey).
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Tabela 10. Efeito do tratamento com extrato MPE (estudo de potencializagcdo — Uma semana)
sobre os niveis de glicose plasmatica em ratos com diabetes induzido por aloxano. Significativo
apos teste de Tukey (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001).

(mG;;J(pof,o) Glicemia 1 Semana
e Média + EPM (mg/dL)
371.3+16.21
MPE 10 A
368.2 +£ 13.85
MPE 10 D
434.7 +25.99
GLI2 A
345.5 £ 15.04
GLI2D
388.2 +23.18
METS5 A
351.7+£14.22
MET 5D
383.2 +£18.04
MPE 10 + GLI 2 A
307.5+16.59"
MPE 10 + GLI 2D
390.2 +£22.01
MPE 10 + MET 5 A
301.7 +£23.37"
MPE 10 + MET 5D
409.7 +11.72
CD A
385 + 4.305
CDD

Os valores representam médiastEPM para o0s niveis séricos de glicose plasmaética (n=6). Numero de
animais especificados em paréntese. MPE 10=extrato de M. paniculata 10 mg/Kg; GLI 2=glibenclamida
2 mg/Kg; MET 5=metformina 5 mg/Kg; MET 10 + GLI 2= extrato de Murraya paniculata 10 mg/Kg +
glibenclamida 2 mg/Kg; MPE 10 + MET 5= extrato de M. paniculata 10 mg/Kg + metformina 5 mg/Kg;
CD=controle diabético. A=antes do tratamento e D=depois do tratamento.

Os compostos presentes nas plantas podem exercer o seu efeito hipoglicemiante por
diversos mecanismos de acdo, contribuem para esse processo 0s seguintes fatores: aumento da
liberagdo de insulina através da estimulagao das células [B-pancredticas; resisténcia aos
hormdnios que aumentam a taxa de glicose; aumento do nidmero e da sensibilidade do sitio
receptor de insulina; diminuicdo da perda de glicogénio; aumento do consumo de glicose nos
tecidos e 6rgdos; eliminacdo de radicais livres; resisténcia a peroxidagédo de lipideos; correcao
da desordem metabdlica causada em lipideos e proteinas e estimulo ao aumento da

microcirculacdo do sangue no organismo (Negri, 2005).

Flavondides metilados também foram encontrados nas folhas de M. paniculata (Wu et
al., 1988). Miricetina ¢ conhecido por estimular o mecanismo de corrente de Ca* 2 para dentro

das celulas beta pancreaticas, o que pode caracterizar que o extrato de Murraya paniculata pode
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através do influxo aumentado de célcio aumentar a secre¢do de insulina a partir das ilhotas de
células de Langerhans e, finalmente, diminuir o nivel de glicose no sangue (Wu et al., 1988).

Gautam e colaboradores (2012b) ao avaliar o potencial hipoglicemiante e
antioxidadente do extrato de M. paniculata, reportaram que um possivel mecanismo para o
efeito hipogliceminate desse extrato era atraves do aumento da secrecdo pancreética de insulina
pelas células beta das ilhotas de Langerhans.

Yadav e colaboradores (2002), em estudos realizados com a planta M. koeingii para
verificar a atividade hipoglicemiante em ratos, tentando explicar o mecanismo de agéo desta
planta, propuseram como mecanismo mais provavel a liberacéo de insulina pelas células Beta-
pancreaticas, uma vez que o extrato desta planta ndo é muito efetivo no tratamento de casos

graves de diabetes com niveis altos de glicose plasmatica.

5.12 Determinagdo do mecanismo de acdo do extrato de Murraya paniculata via bloqueio

de canais de K na hiperglicemia induzida por diazéxido (DZD) em ratos nédo diabéticos.

A glibenclamida estimula a secrecdo de insulina através do bloqueio dos canais de K* -
ATP dependentes nas membranas das células f-pancreéaticas, causando uma despolarizacdo e
um influxo de Ca?*, enquanto que o diazdxido inibe a secre¢do de insulina prolongando o tempo
de abertura dos canais de K'-ATP dependentes. O diazéxido também apresenta uma capacidade
modesta de inibir a utilizacdo periférica da glicose pelo masculo e estimular a gliconeogénese
hepética (Davis, 2006). Neste estudo avaliou-se a capacidade do extrato MPE em prevenir a
hiperglicemia induzida pelo diazéxido em ratos ndo diabeéticos (Figura 13).

Os resultados analisados por ANOVA seguidos do teste de Tukey, mostraram que a
hiperglicemia provocada pelo diazdxido em ratos normais foi significativamente revertida pelo
extrato MPE 100mg/Kg em todos os tempos em que se avaliou os niveis glicémicos,
apresentando os seguintes valores em mg/dL: (130,5 + 2,25 uma hora; 119,2 £ 7,15 duas horas
e 121,80 £ 2,67 trés horas, quando comparado ao grupos tratado com a glibenclamida este
apresentou um padrdo normoglicémico em todos os tempos analisados ( uma hora: 73,94 +
2,75; duas horas: 63,64 * 3,31 e trés horas:80,61 + 4,58) (Tabela 10).
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Figura 13. Avaliacdo do extrato MPE e da glibenclamida na curva glicémica com diazéxido
(DZD) em ratos nao diabéticos.(n=6).( a2 p<0,01, az p<0,001, as p<0,0001para 1h, 2h e 3h
((GLI 5 + DZD)® vs (CN + DZD)%; ((GLI 5 + DZD)° vs (MPE 100 + DZD)". (a) Ap6s anlise
de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey.

Tabela 11. Avaliacdo do extrato de M. paniculata (MPE) e glibenclamida na curva glicémica
com diazéxido (DZD) em ratos ndo diabéticos. A glicemia foi avaliada no tempo zero (T0) ap6s
jejum de 12 horas. Logo em seguida os animais foram pré-tratados por via oral com MPE
100mg/Kg, GLI 5mg/Kg e 4&gua. Uma hora ap6s foram tratados com DZD 125mg/Kg.

Gr“po\slé)mg’ Kag, Glicemia (mg/dL)
0 hora 1 hora 2 horas 3 horas
CN + DZD 91.64 + 2.932 156.9+ 7.7 138.6 + 3.89 143.1 +2.80

MPE 100 + DZD 90.83 +4.895 130.5+2.25 119.2+7.15 121.8 £ 2.67

GLI5 + DZD 80.81 +4.185 73.94 +2.75 63.64 + 3.31 80.61 + 4.58

Os valores representam a média + EPM dos niveis glicémicos. (n=6). O nimero de animais
encontra-se  especificado em paréntese. CN+DZD=controle normal + diazoxido;
MPE100+DZD=extrato de M. paniculata 100mg/Kg + diazoxido; GLI5+DZD= glibenclamida
5mg/mL + diazoxido.
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5.13 Analise Histopatologica

Para a analise histopatoldgica foram selecionados apenas os 6rgdos figado, rins e
pancreas, tendo em vista que, estes sdo 0s que apresentam maior comprometimento (GUELHO,
D; PAIVA I., & CARVALHEIRO, M, 2013). Ao longo de dois meses de tratamento, foram
observados 0s seguintes aspectos nos grupos em estudo. No grupo controle, quando foi
realizada a andlise do figado, foi observado que os hepatdcitos apresentavam-se preservados e
morfologicamente normais, além disso, 0 espa¢o portal e seus componentes (ramo da artéria
hepética, ducto biliar e ramo da veia porta) apresentavam-se sem varia¢Ges da normalidade e
com auséncia de inflamacéo e de hiperemia dos vasos sanguineos. No pancreas, varios l6bulos
pancreéaticos foram identificados. Os acinos pancreéaticos (serosos) e as ilhotas de Langerhans
(llhotas pancreéticas) apresentavam-se com morfologia normal e auséncia de infiltrado
inflamatorio. No rim foi possivel observar a zona cortical e medular do 6rgdo. Os glomérulos
renais apresentavam-se numerosos, com o espaco de Bowman presente e folhetos viscerais e

parietais bem definidos demonstrando aspecto de normalidade do 6rgdo (Figura 14).

(C) — Rim. (HE 100x)

Resultados esses compativeis com os achados do estudo de Melazzo e colaboradores
(2004) em que o pancreas dos animais pertencentes ao grupo controle normal, apresentaram um
arranjo classico das células nas ilhotas pancreaticas, em que as células B (células positivas)
ocupavam uma posigéo central e as outras células enddcrinas (células negativas) encontravam-
se em uma posi¢do mais periférica.

No grupo controle diabético, quando foi realizada a analise do figado, observou-se que
os tecidos hepaticos conservavam a anatomia normal do érgdo, contudo, algumas areas de

esteatose (degeneragdo lipidica) foram identificadas. Os espacos porta e seus constituintes
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apresentavam-se bem definidos, no entanto, notou-se dilatagdo e hiperemia da veia
centrolobular em algumas regides. No pancreas foram observados &cinos pancreaticos sem
alteracdes morfoldgicas evidentes e reducdo do volume das ilhotas de Langerhans, bem como
irregularidades na forma desta estrutura e areas sugestivas de fragmentacao nuclear. No tecido
renal foi possivel observar a presenca de numerosos glomérulos renais, sendo que alguns destes
apresentavam reducdo de volume glomerular e aumento do espaco de Bowman, além da
presenca de substancia amorfa no interior do glomérulo (area sugestiva de hialinizacdo
glomerular parcial e/ou total), reducdo parcial ou total dos tufos capilares (sugerindo atrofia da

estrutura) e poucas areas com a presenca de células inflamatdrias mononucleares (Figura 15).

Figura 15. Avaliacdo histopatoldgica do controle diabético (CD): (D) — Figado, (E) — Pancreas,
(F) — Rim. (HE 100x)

As principais alteracbes observadas no pancreas de animais diabéticos s&o
caracterizadas por uma diminuicao das células B, e uma citoarquitetura das ilhotas, além de
apresentar uma distribuicdo irregular de outras células pancreéticas (GEPTS & LECOMPTE,
1981). Um outro tipo de lesdo que pode ser encontrado no pancreas de animais diabéticos, é a
infiltracdo linfocitica nas ilhotas, também denominada de insulite, uma vez que os linfocitos
sdo atraidos pela presenga de antigenos nas células e essa pode ser a causa da destruicéo
progressiva da célula (KESSLER et al, 1999).

Para o grupo tratado com glibenclamida foi observado que a morfologia dos hepatdcitos,
em sua grande maioria, se encontravam em aspecto de normalidade, assim como espago porta.
A veia centrolobular apresentava-se discretamente hiperemiada e escassas areas em
degeneracéo lipidica também foram identificadas. No tecido pancreatico foi possivel observar
que 0s &cinos pancreaticos se apresentavam sem alteracdes morfoldgicas dignas de nota. As
ilhotas de Langerhans apresentavam-se com formato regular e volume reduzido além de em
menor nimero quando comparadas ao 6rgao controle. Quanto ao sistema renal foi percebido a

presenca de numerosos glomerulos renais, que em sua grande maioria, eram semelhantes aos
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glomérulos normais, com exce¢do de alguns poucos com discreta reducdo de volume

glomerular. (Figura 16).

s | , H (" :
Figura 16. Avaliacdo Histopatologica grupo tratado com Glibenclamida 5mg/Kg (GLI 5): (G)
— Figado, (H) — Pancreas, (I) — Rim. (HE 100x)

Jayakumar & Ganesh (2012) ao estudar o efeito hipoglicemiante do extrato de Murraya
koenigii, ao longo de trinta dias de tratamento, observou na andlise histologica, que o grupo
tratado com glibenclamida 5mg/Kg apresentou uma restauracdo da populacdo celular nas
ilhotas de Langerhans.

O grupo tratado com metformina na dose de 50mg/kg, quando da avaliagdo do figado,
foi observado que os hepatdcitos se encontravam aparentemente normais, com escassos focos
de degeneracdo celular. O espago porta apresentava formato compativel com a normalidade, no
entanto, algumas poucas veias centrolobulares estavam hiperemiadas com a presenca de poucas
células polimorfonucleares na luz do vaso. No pancreas, foi possivel observar que os acinos
pancreaticos se apresentavam sem alterac6es morfoldgicas evidentes. As ilhotas de Langerhans
apresentavam-se com formato discretamente irregular e volume reduzido, além de em menor
numero quando comparadas ao 6rgdo controle. A analise do tecido renal evidenciou a presenca
de numerosos glomérulos renais, sendo que alguns destes apresentavam reducdo de volume
glomerular e aumento do espaco de Bowman, além de presenca de substancia amorfa no interior
do glomérulo sugestivo de hialinizacdo glomerular parcial e tufos capilares atréficos. Escassas

areas com infiltrado inflamat6rio mononuclear foram observadas (Figura 17).
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Figura 17. Avaliacdo Histopatoldgica grupo tratado com Metformina 50mg/Kg (MET 50): (J)
— Figado, (K) — Pancreas, (L) — Rim. (HE 100x)

Para o grupo tratado com extrato MPE na dose de 100mg/kg, o tecido hepatico e o
espaco porta apresentaram-se sem variacbes de normalidade. Em algumas poucas veias
centrolobulares foi observada hiperemia na luz do vaso com auséncia de células inflamatérias
nos vasos e escassas areas de degeneragdo dos hepatdcitos. No pancreas, foi percebido que os
acinos pancreaticos se apresentavam sem alteragdes morfologicas evidentes. As ilhotas de
Langerhans apresentavam-se com formato regular, porém, com volume reduzido e em menor
numero quando comparadas ao érgao controle. No tecido renal foi possivel observar a presencga
de numerosos glomérulos renais, sendo que alguns destes apresentavam reducdo de volume
glomerular e aumento do espaco de Bowman, além de presenca de substancia amorfa no interior
do glomérulo sugestivo de hialinizacdo glomerular parcial. Em algumas areas foi percebido a

reducéo parcial ou total do tufo capilar, sugerindo atrofia da estrutura. (Figura 18)

(IR et MR RNER N 2, " 0
Figura 18. Avaliacdo Histopatoldgica grupo tratado com extrato MPE 100mg/Kg (MPE 100):
(M) — Figado, (N) — Pancreas, (O) — Rim. (HE 100x)

-

Para o grupo tratado com extrato MPE na dose de 200mg/kg, quando da analise do
figado do animal, foi observado que os hepatdcitos e 0 espaco porta apresentaram-se sem
variagdes de normalidade. Em algumas poucas veias centrolobulares foi observada hiperemia

na luz do vaso com a presenca de escassas células inflamatdrias nos vasos e em poucas areas
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focais notou-se hepatdcitos em processo de degeneracdo, porém, menos significativo quando
comparado aos outros grupos. No pancreas, foi percebido que os &cinos pancreaticos se
encontravam sem alteracdes morfologicas evidentes. As ilhotas de Langerhans apresentavam-
se com aspecto normal e com formato regular, porém, com volume reduzido e em menor
numero quando comparadas ao 6rgdo controle. A avaliacdo do rim do animal revelou a presenca
de numerosos glomérulos renais, sendo que alguns destes apresentavam reducdo de volume
glomerular e aumento do espaco de Bowman, além de presenca de substancia amorfa no interior
do glomérulo sugestivo de hialinizacdo glomerular parcial. Em algumas areas foi percebido a
reducdo parcial ou total do tufo capilar, sugerindo atrofia da estrutura além de escassas areas de

infiltrado inflamatdrio mononuclear (Figura 19).

o "'-'z..,i!'" P N L] N e T R
Figura 19. Avaliacdo Histopatoldgica grupo tratado com extrato MPE 200mg/Kg (MPE 200):
(P) — Figado, (Q) — Pancreas, (R) — Rim. (HE 100x)

Para o grupo tratado com extrato MPE na dose de 400mg/kg foi observado que os
hepatdcitos apresentaram-se sem variacdes de normalidade, porém, em algumas areas foi
percebido a presenca de degeneracdo celular. O espaco porta apresentou-se significativamente
aumentado, com dilatacdo exuberante da veia centrolobular, que se encontrava hiperemiada e
com a presenca de polimorfonucleares na luz vascular. Na avaliacdo do pancreas, 0s 4cinos
pancreaticos se encontravam sem alteragdes morfologicas evidentes. As ilhotas de Langerhans
apresentavam-se com aspecto normal e com formato discretamente irregular, além de volume
reduzido e em menor nimero quando comparadas ao 6rgao controle. No tecido renal foi
percebido a presenca de numerosos glomérulos renais com reducdo de volume glomerular e
aumento do espago de Bowman, além de presenca de substadncia amorfa no interior do
glomérulo sugestivo de hialinizacdo glomerular parcial. Em algumas areas foi percebido a
reducéo parcial ou total do tufo capilar, sugerindo atrofia da estrutura (Figura 20).



86

Figura 20. Avaliacao Histopatoldgica grupo tratado com extrato MPE 400mg/Kg (MPE 400):
(S) — Figado, (T) — Pancreas, (U) — Rim. (HE 100x)

Gautam e colaboradores (2012a) mostraram que animais tratados com o extrato de M.
paniculata nas concentracdes de (100, 200 e 400mg/Kg), apresentaram uma melhora na
estrutura das células B pancreaticas ao longo do tempo de tratamento. Em achados
histopatoldgicos de Subramanian & Arulselvan, (2007), estes autores relataram que o extrato
de M. koenigii, apresenta um efeito de protecdo hepéatica a medida em que se observou uma
arquitetura celular normal e um aumento moderado de vesiculas secretoras de granulos das

células pancreaticas.
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6. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo nos permite concluir que:

Foram encontrados no extrato hidroalcéolico das folhas de Murraya paniculata os
seguintes compostos: acido galico, catequina, rutina, quercetina, entre outros compostos.

O extrato da planta M. paniculata, em testes de toxicidade, ndo causou morte nem
apresentou sinais de toxicidade aguda nos grupos de animais testados.

O extrato da planta M. paniculata apresentou efeito hipoglicemiante em animais
diabéticos induzidos por aloxano, em todas as doses testadas, e que a reducdo nos valores de
frutosamina e hemoglobina glicada indicam um importante controle glicémico no tratamento.

A administracdo oral do extrato MPE causou reducgdes significativas nos niveis de
triglicerideos e colesterol, sendo esse um achado importante para a prevengdo de complicacfes
da doenca.

A administracdo do extrato MPE de maneira cronica, diminuiu os niveis séricos das
enzimas hepaticas AST e ALT.

O tratamento com extrato MPE produziu um efeito sinérgico com glibenclamida e
metformina.

O MPE na dose de 100mg/Kg foi capaz de reverter a hiperglicemia induzida pelo
diazoxido via bloqueio dos canais de K.

A anélise histopatolégica das amostras de figado, pancreas e rins mostrou que o

tratamento cronico com MPE ndo produziu alteragdes morfologicas dignas de nota.
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Apéndice A — Protocolo Experimental para Avaliacdo da Toxicidade Aguda
TESTE HIPOCRATICO

Produto: DOSE: DATA | [

VIA DE TRATAMENTO: ANIMAL:

RESPONSAVEL PELO TRATAMENTO:

ATIVIDADE Dias

FARMACOLOGICA 40,300 [1h | 2n [an|an [1]2] 3 [a[s[6 [ 7 [ 8o [10]11]12]13

14

ESTIMULANTE

Ambulacéo
aumentada

Aumento da
frequéncia
respiratoria

Andar em circulo

Autolimpeza

Convulsdo Clénica

Piloerecdo

Estereotipia (tremor,
bater a cabeca e
morder-se)

Irritabilidade

Levantar

Morder a cauda

Tremores

Dias

DEPRESSOR (10’30’ | 1h [ 2h | 3h| 4h

14

Diminuic&o da Freq.
Respiratoria

Paralisia do trem
posterior

Ambulacéao
diminuida

Analgesia
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Ataxia
(Incoordenacdo dos
movimentos
musculares)

Perda da preensdo
das patas

Anestesia

Exoftalmia

Catatonia

Salivacédo

Perda do reflexo
corneal

Ptose palpebral

Resposta diminuida
ao toque

Sedacéo

OUTROS
SINAIS

10

30°

1h

2h

3h

4h

Dias

10

11

12

13

14

Cianose

Agressividade

Reacdo de fuga

Erecdo da cauda

Tremor da cauda

Amontoados

(hipotermia)
Defecacdo

Diarreia

Coma

Catalepsia

Letargia

Lacrimejamento

Miccéo

Tonus muscular

Mortes
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Quadro 1 - Parametros das atividades do sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso auténomo
e descri¢do para avalia¢ao dos parametros.

Fungao Parametro Descrigao para avaliagcdao do Parametro
Hiperatividade Observar se os animais estao hiperativos e excitados
Irritabilidade e . , . o
- Assoprar o animal e toca-lo levemente para examinar reagao.
agressividade
SNC - Tremores Observar se estdo presentes ou ndo.
estimulante | Convulsdo Observar a presencga ou nao.
Piloerecdo Verificar se ha ericamento de pelos.
Movimento intenso . . o
. Verificar aumento no movimento das vibrissas.
das vibrissas
Hipnose Verificar se os animais dormem agrupados.
Ptose Olho fechado ou semi-fechado mesmo apds estimulo.
. Observar se o animal estd quieto, sem movimento, mas se
Sedagdo ,
tocado responde ao estimulo.
Anestesia Auséncia de resposta a estimulo doloroso.
Ataxia Observar se ha irregularidades das agdes musculares ou falta de
coordenacdo destas acdes.
Reflexo de Colocar o animal com o dorso para baixo e verificar a laténcia
o com que o animal volta a sua posicdo normal em até 15
endireitamento seaundos
SNC - g : : :
depressora Colocar o animal apoiado apenas sobre trem posterior com as
patas anteriores apoiadas em uma barra horizontal (bastdo de
Catatonia vidro), os que permaneceram na barra por 30 segundos sdo
considerados catatonicos e os que n3ao permanecerem como
nao catatonicos.
Resposta ao toque . . .
o, Tocar o animal com uma pinga e examinar as respostas.
diminuida
Aproximar uma pinga, lentamente, até os olhos do animal, sem
Reflexo corneal , e . .
encosta-la, e verificar se o animal tem o reflexo de fecha-los.
. Observar a posi¢do da orelha, quanto mais préxima da cabega,
Reflexo auricular .
menor é o reflexo. Estalar os dedos para observar os reflexos.
Bocejo excessivo Verificar se o animal apresenta aumento no ato de bocejar.
Limpeza Verificar se o animal apresenta comportamento de autolimpeza
aumentado.
Avaliar se 0 animal consegue levantar apoiado apenas nas patas
Levantar .
traseiras.
Outros - - - :
comportame Escalar Avaliar se o animal consegue escalar a grade superior da gaiola.
P . Verificar se os sinais sonoros emitidos pelos animais estdo
ntos Vocalizar
aumentados.
Contorgdes . .
(.; . Movimento vermiforme do corpo.
abdominais
Abducdo das patas | Verificar se o animal estd com a postura normal ou se o
do trem posterior trem posterior esta caido (intensidade, modo de andar).
Diarréia Verificar presenga ou nao.
Constipacao Verificar auséncia de bolos fecais.
SNA Defecagdo o .
¢ Verificar aumento dos bolos fecais.
aumentada

Respiracdo forcada

Observar se a respiracdo do animal esta aumentada.
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Lacrimejamento

Examinar nos olhos dos animais a presenca de secrecao que em
geral apresentam tonalidade avermelhada.

Micgdo Verificar se ha aumento de miccéo.
Salivacdo Verificar se ha aumento da salivagao.
Cianose Alteracdo da coloragao da pele — azulada.

Tono muscular

Retirar o animal da gaiola e verificar se a musculatura esta
flacida.

Forga para agarrar

Avaliar a capacidade do animal em permanecer seguro a um
ldpis ou mesmo a grade superior da gaiola.
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APENDICE B - Determinagdes Bioquimicas de glicemia, colesterol total, triglicerideos,
as transaminases hepéaticas AST (Aspartato aminotransferase) e ALT (Alanina
aminotransferase), frutosamina e hemoglobina glicada.

Glicemia (TRINDER modificado, 1969)

Preparo da amostra: A amostra de sangue deve ser obtida apos jejum de no minimo 8

horas. Usar plasma ou soro colhido com um anticoagulante contendo um inibidor da glicolise.
As amostras de sangue ndo contendo antiglicolitico devem ser centrifugadas imediatamente

apos a colheita, e o plasma ou soro separados das células ou coagulo.
Procedimento: Separar trés tubos de ensaio e proceder como a seguir:

1. Branco: Adicionar 1,0mL do reagente “1” (Contém tampao 50mmol/L, pH 7,5;
fenol > 1 mmol/L; glicose oxidase > 11000 U/L; peroxidase = 700 U/L; 4-
aminoantipirina 290 pmol/L; azida sédica 7,5 mmol/L; estabilizadores e
surfactantes).

2. Teste: Adicionar 0,01mL da amostra e 1,0mL do reagente “1”.

3. Padrdo: Adicionar 0,01mL do padrdo (contém glicose 100 mg/dL e biocida ndo

toxico) e 1,0mL do reagente “1”.

Misturar vigorosamente e incubar em banho maria a 37°C durante 15 minutos. O nivel
da agua deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos de ensaio. Determinar as
absorbancias do teste e padrdo em 505 nm ou filtro verde (490 a 520), acertando o0 zero com 0

branco. A cor é estavel 30 minutos.

Célculo: Glicose (mg/dL) = __ Absorbancia do teste  x 100

Absorbancia do padréo

Triglicerideos (TRINDER modificado, 1969)

Preparo da amostra: Usar soro ou plasma com EDTA, quando a amostra é colhida em

heparina pode-se obter resultado falsamente baixo. A heparina promove a ativacdo da
lipoproteina lipase, fazendo com que a concentracdo dos triglicérides se reduza gradativamente

em amostras contendo heparina.

Procedimento: Separar trés tubos de ensaio e proceder como a seguir:
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1. Branco: Adicionar 1,0mL do reagente “1” (Contém tampao S0mmol/L, pH 7,0; ions
magnésio 4mmol/L; 4-clorofenol 2,70mmol/L; 4-aminoantipirina 300umol/L; ATP
1,8 mmol/L; lipoproteina lipase > 1400 UJ/L; glicerolquinase 1000 > UI/L;
glicerolfosfato oxidase = 1500 U/L; peroxidase = 900 U/L e azida sodica 0,095%).

2. Teste: Adicionar 0,01mL da amostra e 1,0mL do reagente “1”.

3. Padrdo: Adicionar 0,01mL do padrao (contém triglicérides 200mg/dL e azida sddica
0,045%) e 1,0mL do reagente “1”.

Misturar e colocar em banho maria a 37°C durante 10 minutos. O nivel da agua deve
ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos de ensaio. Determinar as absorbancias do teste e
padrdo em 505 nm ou filtro verde (490 a 520), acertando o zero com o branco. A cor é estavel

60 minutos.

Calculo: Triglicérides (mg/dL) = _ Absorbéancia do teste  x 200

Absorbancia do padrédo

Colesterol total (TRINDER modificado, 1969)

Preparo da amostra: Usar soro, ndo utilizar amostras fortemente hemolisadas. O uso de

anticoagulantes como citrato, oxalato EDTA pode-se obter resultado falsamente baixo.
Procedimento: Separar trés tubos de ensaio e proceder como a seguir:

1. Branco: Adicionar 1,0 mL do reagente “1” (Contém tampao 50mmol/L, pH 7,0;
fenol 24 mmol/L; colato de sddio 500umol/L; azida sodica 15 mmol/L; 4-
aminoantipirina 500pmol/L; colesterol esterase > 250 U/L; colesterol oxidase >
250 U/L; peroxidase > 1000 U/L).

2. Teste: Adicionar 0,01mL da amostra e 1,0mL do reagente “1”.

3. Padrdo: Adicionar 0,01mL do padrdo (contém azida sédica 15 mmol/L) e 1,0mL do

reagente “1”.

Misturar e colocar em banho maria a 37°C durante 10 minutos. O nivel da agua deve
ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos de ensaio. Determinar as absorbancias do teste e
padrdo em 500 nm ou filtro verde (490 a 510), acertando o zero com o branco. A cor é estavel

60 minutos.

Calculo: Colesterol (mg/dL) = Absorbancia do teste  x 200

Absorbancia do padrédo
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AST/ALT(REITMAN & FRANKEL modificado, 1957)

Preparo da amostra: Usar soro ou plasma colhido com EDTA ou heparina. O soro deve

ser isento de hemolise, pois a concentracdo das aminotransferases € consideravelmente maior

nos eritrocitos.

Preparo da solucdo de hidréxido de sédio 0,4M: Transferir todo o liquido de hidréxido

de sodio (40 mL), solucdo concentrada 10M, para um baldo volumétrico de 1000 mL. Acertar

0 volume com &gua destilada ou deionizada isenta de gas carb6nico (recém-fervida). Guardar

em frasco plastico.

Procedimento: Separar dois tubos de ensaio e proceder como a seguir:

1.

2.

AST: Adicionar 0,5 mL do substrato AST (contém 0,2M de L-aspartato, 0,002M
Alfa cetoglutarato, tampéo de fosfatos 0,1M pH 7,4) colocar em banho mariaa 37°C
durante 2 minutos. Adicionar 200uL, homogeneizar e incubar a 37°C, durante 30
minutos. Adicionar 0,5 mL de reagente de cor (solucdo 0,001M de 2,4
dinitrofenilhidrazina), homogeneizar e deixar em repouso, a temperatura ambiente
(20-30°C), durante 20 minutos. Adicionar 5 mL hidroxido de sédio 0,4M misturar
e deixar repousar durante 2 minutos, a temperatura de 20-30°C. Ler as absorbancias
em espectrofotdmetro em 505nm ou filtro verde, acertando o zero com agua
destilada. Utilizando a curva de calibracdo, procurar os valores em unidades AST.

ALT: Adicionar 0,5 mL do substrato ALT (contém 0,2M de L-alanina, 0,002M Alfa
cetoglutarato, tampéo de fosfatos 0,1M pH 7,4) colocar em banho maria a 37°C
durante 2 minutos. Adicionar 100uL, homogeneizar e incubar a 37°C, durante 30
minutos. Adicionar 0,5 mL de reagente de cor (solugdo 0,001M de 2,4
dinitrofenilhidrazina), homogeneizar e deixar em repouso, a temperatura ambiente
(20-30°C), durante 20 minutos. Adicionar 5 mL hidroxido de sédio 0,4M misturar
e deixar repousar durante 2 minutos, a temperatura de 20-30°C. Ler as absorbancias
em espectrofotdmetro em 505nm ou filtro verde, acertando o zero com agua

destilada. Utilizando a curva de calibracdo, procurar os valores em unidades ALT.
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Preparo da curva de calibragdo: Tomar 5 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Tubo n°® 1 2 3 4 5
M mL mL mL mL

Padréo 0,05 0,1 0,15 0,2
TGP substrato 0,5 0,45 0,4 0,35 0,3
TGO substrato 0,5 0,45 0,4 0,35 0,3
Agua destilada ou deionizada 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Reagente de cor (n° 2) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Misturar e deixar na temperatura ambiente durante 20 minutos. Decorridos os 20
minutos, acrescentar a cada tubo 5 mL de hidréxido de s6dio 0,4M e misturar por inversao.
Deixar repousar por 2 minutos e ler os tubos de 1 a 5 contra um branco constituido de dgua

destilada, ajustado a 100% de transmitancia, em 505 nm ou filtro verde.

Tracado da curva de calibracdo: Tracar a Curva de Calibracdo correlacionando as

leituras obtidas com os valores em Unidades/mL, expressos na tabela abaixo, utilizando papel

linear (para absorbancias) ou monolog (para transmitancia).

Tubo n° 1 2 3 4 5
ALT (Unidades F.R./mL) Zero 28 57 97 150
AST (Unidades F.R./mL) Zero 24 61 114 190

Expressdo dos resultados em Unidades do Sistema Internacional (U.D):

Transaminases (U.I/L) = transaminases unidades F.R/ mL x 0,482
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DETERMINACAO DA FRUTOSAMINA

A nova metodologia para a determinacao da frutosamina tem como principio a ligacao
da glicose aos grupamentos das proteinas formando uma base de Schiff (aldimina), que apos
um rearranjo molecular transforma-se em uma cetoamina estavel denominada genericamente
frutosamina. Em pH alcalino, a frutosamina é convertida a forma endlica, que reduz o nitroazul
de tetrazolio (NBT) a uma cor azul pdrpura. Nesta prova, outros agentes redutores podem estar
presentes na amostra causando interferéncia no ensaio. No novo reagente enzimatico
colorimétrico para a determinacdo de frutosamina foi incorporada a uricase, um agente
clarificador a base de detergente com o objetivo de minimizar os interferentes presentes na
amostra. A mensuracdo da diferenca de absorbancia em espectrofotémetro, ap6s incubacéo por
10 a 15 minutos é proporcional a concentracdo de frutosamina na amostra (WATANBE et al.,
2007).

Hemoglobina glicada (TRIVELLI modificado, 1971)

Preparo da amostra: Usar sangue total colhido com EDTA, quando a amostra é colhida

em heparina pode-se obter resultado falsamente elevado. Amostras lipémicas ou ictéricas
interferem na dosagem, fornecendo resultados falsamente elevados, em fungdo disso, o
procedimento a seguir descrito devera ser aplicado somente quando a amostra estiver turva,
lipémica ou ictérica.
1. Pipetar e em um tubo 1,0mL da amostra bem homogeneizada. Marcar o nivel de
1,0mL no tubo.
2. Centrifugar a 2000 rpm por 5 minutos. Retirar o plasma sem ressuspender as
hemacias.
3. Adicionar 3,0 mL de NaCl 150mmol/L (0,85%). Centrifugar e remover o
sobrenadante sem ressuspender as hemaécias.
4. Ressuspender as hemécias com 3,0mL de NaCl 150mmol/L (0,85%). Centrifugar.
Acertar o volume para a marca de 1,0mL, retirando o excesso de sobrenadante.
5. Homogeneizar bem e utilizar para preparar o hemolisado.

Preparo do hemolisado: em um tubo 12 x 75 adicionar 0,4mL de Hemolisante (contém

acido bdrico 600mmol/L e azida sodica 14,6mmol/L) e 0,1mL da amostra. Agitar fortemente
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por 20 segundos e esperar 5 minutos. Se a hemolise for incompleta (o liquido no tubo se
mostrara turvo), centrifugar e usar sobrenadante.

Antes de iniciar a cromatografia assegurar-se que o hemolisado, o tampdo (contém
tampdo fosfato 36mmol/L, pH 6,7 e biocida ndo toxico) e as colunas estejam a mesma
temperatura do ambiente. Nunca realizar a cromatografia se estiverem em temperaturas
diferentes do ambiente no qual se realizara a cromatografia.

Preparo da coluna: Retirar a tampa superior da coluna (contém resina de troca idnica

equilibrada em tampédo fosfato pH 6,7), introduzir o bastdo fazendo movimentos giratorios
descendentes e ascendentes para ressuspender a resina. Remover imediatamente a tampa
inferior, colocar a coluna em um tubo de ensaio (alto o suficiente para que a ponta da coluna
ndo toque o liquido no tubo) e esperar que todo o liquido penetre na resina. A partir dai, a coluna
estara pronta para uso e a cromatografia devera ser iniciada imediatamente. Jamais efetuar a
cromatografia em temperatura inferior a 16°C ou superior a 30°C. (Medir a temperatura do
liquido que drenou da coluna para corregdo do resultado)

Cromatografia: Adicionar 0,05mL do hemolisado sobre a resina, de modo que ndo haja

ressuspensdo da mesma, evitando a formacéo de bolhas de ar. Esperar que todo o hemolisado
penetre na resina.

Transferir a coluna para um tubo de ensaio limpo e seco (alto o suficiente para que a
ponta da coluna nao toque o liquido no tubo), marcado com o nimero “1” e adicionar
lentamente, com a ponta da pipeta tocando a parede da coluna, 3,5mL de tampéo. A eluicdo da
Hemoglobina glicada (Hb - G) se completa quando todo o tampdo penetra na resina.

Desprezar a coluna.

Colorimetria: homogeneizar o contetido do tubo nimero “1” (Hb - G) e uséa-lo para a
colorimetria sem qualquer tratamento adicional.

Para um tubo limpo e seco, marcado com o nimero “2” (Hb - Total), pipetar 7,0mL de
agua deionizada, adicionar 0,02mL do hemolisado e misturar.

Determinar as absorbancias dos tubos numero “1” (Hb - G) e nimero “2” (Hb - Total)
em 415nm ou filtro azul (405 a 430) acertando o zero com agua destilada. A cor é estavel quatro
horas.

Célculo: Hb — G (%) = Absorbancia do tubo “1” (Hb-G)  x 100

Absorbancia do tubo “2” (Hb - Total) x 5
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