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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito anti-hiperglicémico do extrato hidroalcoélico de Plathymenia reticulata,
alteracdes no peso, lipideos e efeito sobre o pancreas. Métodos: O diabetes foi induzido pela
administracao de estreptozotocina 65mg/kg, em 75 ratos Wistar adultos machos, divididos em 8
grupos diferentes: ratos diabéticos e controle + 4gua, ratos diabéticos e controle + 100mg/kg
ou 200mg/kg de extrato, ratos diabéticos e controle + gliburida. O tratamento foi realizado por
gavagem (oral) por 30 dias. Niveis de glicose e peso foram verificados semanalmente. Os animais
foram sacrificados, e amostras de lipideos e do pancreas foram analisadas. A anélise estatistica
incluiu ANOVA, post-hoc Tukey-Kramer, teste t de Student pareado e teste do %2 com nivel de
significancia de 5%. Resultados: O extrato 100mg/kg promoveu redugéo nos niveis de glicose
sanguinea em ratos diabéticos na segunda, terceira (198,71+65,27 versus 428,00+15,25)
e quarta semanas (253,29+47,37 versus 443,22+42,72), perda de peso (13,22+5,70 versus
109,60+9,95) e diminuicdo do colesterol (58,75+3,13 versus 80,11+4,01) em ratos controle.
Com extrato de 200mg/kg, houve reducédo dos niveis de glicose na quarta semana, nos ratos
diabéticos; de peso na segunda, terceira e quarta semanas, nos ratos controle; e de colesterol nos
animais diabéticos e controle. Ocorreram hiperplasia de ilhotas (p=0,005) e dilatacéo dos ductos
pancreéticos (p=0,047) em ratos diabéticos e controles. Conclusao: O extrato de Plathymenia
reduziu os niveis de glicose em ratos diabéticos e de peso em ratos controle, além de ter promovido
hiperplasia de ilhotas pancreéticas em diabéticos e controles.

Descritores: Plathymenia reticulata; Diabetes mellitus; Estreptozocina; llhotas pancreéticas;
Extratos vegetais; Fabaceae; Pancreas

ABSTRACT

Objective: To investigate the anti-hyperglycemic effects of Plathymenia reticulata hydroalcoholic
extract and related changes in body weight, lipid profile and the pancreas. Methods: Diabetes
was induced in 75 adult male Wistar rats via oral gavage of 65mg/Kg of streptozotocin. Rats were
allocated to one of 8 groups, as follows: diabetic and control rats treated with water, diabetic
and control rats treated with 100mg/kg or 200mg/kg of plant extract, and diabetic and control
rats treated with glyburide. Treatment consisted of oral gavage for 30 days. Blood glucose levels
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and body weight were measured weekly. Animals were sacrificed
and lipid profile and pancreatic tissue samples analyzed. Statistical
analysis consisted of ANOVA, post-hoc Tukey-Kramer, paired
Student’s t and y? tests; the level of significance was set at 5%.
Results: Extract gavage at 100mg/kg led to a decrease in blood
glucose levels in diabetic rats in the second, third (198.71+65.27
versus 428.00+15.25) and fourth weeks (253.29+47.37 versus
443.22+42.72), body weight loss (13.22+5.70 versus 109.60+9.95)
and lower cholesterol levels (58.75+3.13 versus 80.11+4.01) in
control rats. Extract gavage at 200mg/Kg led to a decrease in glucose
levels on the fourth week in diabetic rats, body weight loss in the
second, third and fourth weeks in control rats, and lower cholesterol
levels in diabetic and control rats. Islet hyperplasia (p=0.005) and
pancreatic duct dilation (p=0.047) were observed in diabetic
and control rats. Conclusion: Plathymenia extract reduced blood
glucose levels in diabetic rats, and body weight in control rats, and
promoted pancreatic islet hyperplasia in diabetic and control rats.

Keywords: Plathymenia reticulada; Diabetes mellitus; Streptozocin;
Islets of langerhans; Plant extracts; Fabaceae; Pancreas

INTRODUGAO

Diabetes mellitus, uma das doengas crdnicas mais co-
muns no mundo, afeta mais de 245 milhoes de pessoas
e representa a quarta ou quinta principal causa de 6bi-
to em paises em desenvolvimento. O nimero mundial
de casos de diabetes mellitus chegou a 135 milhoes em
1995, e 415 milhoes em 2015, devendo atingir 642 mi-
lhoes em 2040, sendo dois tercos dos afetados residen-
tes de paises em desenvolvimento.!) No Brasil, houve
aumento de 61,8% no numero de casos diagnosticados
ao longo de 10 anos.?®

O aumento da sobrevida dos individuos diabéticos
trouxe maior risco de complicacOes cronicas associadas
ao tempo de exposicao a hiperglicemia. Tais complica-
¢oes podem ser debilitantes para os individuos afetados,
comprometendo a longevidade e a qualidade de vida,
além de onerar o sistema de saude.®

Sabe-se que diversos extratos vegetais sao capazes
de reduzir os niveis sanguineos de glicose em animais, ¢
a grande diversidade de classes de compostos quimicos
sugere o envolvimento de diversos modos de acido. Ape-
sar do potencial valor terapéutico de algumas dessas
substancias em alguns casos, em outros a hipoglicemia
pode ser um efeito colateral da toxicidade, principal-
mente da hepatotoxicidade.*>

Plathymenia reticulata Benth, da familia Leguminosae, é
uma planta tipica do Cerrado, rica em compostos fe-
nolicos, como taninos e flavonoides. Os taninos hidro-
lisaveis sdo capazes de inibir o desenvolvimento de
insetos, fungos e bactérias.® Os flavonoides sdo subs-
tancias abundantes na natureza, e sua importancia deriva
de efeitos bioldgicos, como atividade antimicrobiana e
cardiovascular.?”
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A planta popularmente conhecida como vinhatico,
uma arvore pertencente ao género Plathymenia Benth,
foi estudada, e duas espécies foram descritas: P, reficulata
Benth (vinhatico do campo) e Plathymenia foliolosa Benth
(vinhético da floresta).® Existe ainda uma terceira es-
pécie, Plathymenia modest Burk, que cresce na Argentina,
segundo Rizzini.” Segundo Corréa et al.,” o sin6-
nimo cientifico de P reticulata Benth & “Chrysoxylon
vinhatico casar”. Entretanto, para Antezana, 'V P, reticulata
Benth seria P, foliolosa Benth.

As caracteristicas quimicas de P reticulata fo-
ram associadas a atividade anti-inflamatdria;©® além
disso, dois diterpenos cassanicos foram descritos,?
assim como a atividade antimicrobiana. A fracido de-
finida como rica em taninos condensados (CTPr)
constitui boa fonte de inibidores naturais da infla-
magao local induzida por veneno de serpente.!® A
inibicdo de 84,7% dos estafilococos pelo extrato
hidroalcodlico de P reticulata na concentracao de
0,625mg/mL foi relatada.' Apesar do emprego desse
extrato vegetal no tratamento do diabetes na medicina
popular, seu potencial hipoglicemiante nao foi com-
provado cientificamente.

OBJETIVO

Avaliar o efeito anti-hiperglicEmico do extrato hidroal-
codlico de Plathymenia e alteracdes de peso corporal,
perfil lipidico e pancreéticas relacionadas.

METODOS

Este estudo experimental foi aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentacio Animal (CEEA 002/2011).
Foram utilizados 75 ratos machos adultos jovens da li-
nhagem Wistar, pesando entre 180 e 220g e provenientes
do biotério da Universidade de Uberaba. Os animais
foram mantidos em ambiente com temperatura contro-
lada (22° a 25°C) e receberam racdo e dgua a vontade.
Ap6s um periodo de adaptacao de 10 dias, os animais
foram alocados aleatoriamente em diferentes grupos
experimentais.

Inducdo do diabetes

Ap6s jejum de 24 horas, os animais receberam 65mg/kg
de uma solucdo aquosa de estreptozotocina pela via
intraperitoneal, que foi previamente preparada com
10mmol/L de tampao de citrato de sédio (pH 4,5).(>19
O monitoramento dos niveis glicémicos teve inicio 7
dias ap6s a inducao do diabetes, por meio de amostras
sanguineas coletadas da veia caudal com Accu-Chek
Performa. O diabetes foi definido como a perda de peso
associada a glicemia de jejum superior a 200mg/dL.
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Estudo da planta

Colecao e identificacao botanica

As amostras empregadas no preparo de exsicatas desti-
nadas a identificacao botanica e das entrecascas do caule
secundario destinadas aos testes farmacoldgicos foram
obtidas de um espécime de P, reticulata Benth (familia
Leguminosae, subfamilia Mimosoideae), tendo sido co-
letadas no més de setembro (més de floragao) de 2006,
na seguinte localizacao geografica: 15° 47 16,65” S e 48°
33’ 26.96” (Google Earth, 2010), distrito de Edilandia,
Municipio de Cocalzinho (GO), Brasilia, Distrito Federal.
O espécime-testemunha foi preparado de acordo com
métodos padrao de herborizagao!”!® ¢ armazenado no
herbario do Departamento de Biologia da Faculdade
de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto da
Universidade de Sao Paulo (USP), nimero de registro
13120 SPFR, coletor e nimero M. Groppo 2073.(b)

Preparo do extrato da planta

Os extratos foram preparados a partir de entrecascas
previamente selecionadas e fragmentadas, por extracao
com solucdo alcodlica (702C, temperatura ambiente).
O extrato foi seco a vapor e ressuspendido em agua des-
tilada nas concentragoes de 100 e 200mg de vegetal/mL
para fins de testes farmacoldgicos.

Controle farmacogndstico do material vegetal e
respectivo extrato

Os testes foram realizados de acordo com a quarta edi-
¢ao da Farmacopeia Brasileira” e com Simoes et al.”
O controle farmacogndstico consistiu dos seguintes tes-
tes: teor de cinzas, acidez das cinzas, teor de umidade,
substancias volateis totais, teor de substancias passiveis
de extracdo por etanol, teor de lipideos e resinas, deter-
minagao da densidade e pH dos extratos, teor de maté-
ria seca do extrato e da planta medicinal e confirmacao
da presenca de grupos quimicos (saponinas, fenois, ta-
ninos e flavonoides) por meio de reagoes fisico-quimi-
cas e colorimétricas, segundo descrigdes constantes nas
referéncias bibliograficas.

Tratamento dos animais

Os animais utilizados no estudo foram distribuidos em
oito grupos: animais diabéticos e nao diabéticos tratados
com extrato hidroalcodlico na dose de 100mg/kg (D100
e C100) ou 200mg/kg (D200 e C200), ou gliburida na
dose de 600mcg/Kg (DG e CG), e animais diabéticos e
nao diabéticos nao tratados (CD e CC — administracao
oral de agua). A administracdo de extrato vegetal ou
agua (controles) foi mantida por 30 dias.

Dosagem de glicose sanguinea e afericao

do peso corporal

As dosagens de glicose sanguinea foram realizadas se-
manalmente por meio de amostras coletadas da veia
caudal com Accu-Chek Performa, apds jejum minimo de
12 horas. O peso corporal foi aferido e registrado antes
do procedimento descrito.

Sacrificio dos animais

No trigésimo e ultimo dia de tratamento, todos os ani-
mais (63) foram submetidos a jejum de 12 hora e, entdo,
anestesiados com tiopental sddico (50mg/kg) pela via
intraperitoneal. Os 6rgidos abdominais e toracicos fo-
ram removidos em bloco, e o sangue foi coletado por
puncao cardiaca ou da veia cava inferior com seringa
de 10mL e agulha calibre 25x8. As amostras de san-
gue foram transferidas para tubos secos e centrifuga-
das a 4.500rpm por 15 minutos. Apds a centrifugacao,
o soro foi transferido para outro tubo para dosagem
de colesterol-lipoproteina de alta densidade (HDL-c),
colesterol total e triglicérides por meio de kits comer-
ciais (LABTEST). Os testes foram realizados no setor
de bioquimica do Laboratério de Analises Clinicas da
Universidade de Uberaba, em Uberaba (MG).

Anatomopatologico

As amostras de Orgados tordcicos e abdominais foram
preservadas em formalina a 10% e enviadas para o
Laboratério de Patologia Animal do Hospital Veterinario
de Uberaba, para fins de confeccdo das laminas. As
amostras foram cortadas para obter fragmentos de
pancreas de aproximadamente lcm’. Apds o corte,
cada fragmento foi fixado em formalina a 10% enviado
para o Laboratério de Histologia da Universidade de
Uberaba. Para confecgdo das laminas, as amostras fo-
ram desidratadas em concentragoes crescentes de alcool
(até 100%), imersas em solucdo de xileno para bran-
queamento e colocadas em blocos de parafina. Cortes
de 6um foram realizados com micro6tomo. As amostras
foram reidratadas, coradas com hematoxilina-eosina
(HE), desidratadas, clareadas, cobertas com resina e
protegidas por laminula para leitura.

Andlise estatistica

Os dados foram colocados na base de dados do Statistical
Package for Social Science (SPSS), versao 14.0. Os resul-
tados foram expressos como média=*erro padrao da mé-
dia (EPM). As andlises entre os grupos foram baseadas
na andlise de variancia (ANOVA) e no teste (post-hoc)
de comparacoes multiplas de Tukey-Kramer. As ana-
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lises intragrupo foram realizadas empregando-se
o teste ¢ de Student para dados pareados. Os achados
anatomopatoldgicos foram submetidos ao teste x> ou ao
teste de Fischer, se necessario. O nivel de significancia
adotado foi de alfa igual a 5%.

RESULTADOS

Houve reducéo significante dos niveis glicémicos no
grupo de animais diabéticos tratados com 100mg/kg
de extrato hidroalcodlico (D100) em relagdo ao grupo
animais diabéticos nao tratados (DC) na segunda sema-
na de tratamento (DC com 374,78 +32,77mg/dL versus
D100 com 246,22+4533mg/dL; p=0,039), efeito esse
que se manteve na terceira (DC com 428,00+ 15,25mg/dL
versus D100 com 198,71+65,27mg/dL; p=0,005) e na
quarta (DC com 443,22+42 72mg/dL versus D100
com 253,29+47,37mg/dL; p=0,021) semanas de trata-
mento. O tratamento com 200mg/kg de extrato hi-
droalcodlico (D200) também promoveu reducdo
significativa nos niveis glicémicos nos animais diabé-
ticos (DC com 443,22+42 72mg/dL versus D200 com
201,00£66,97mg/dL; p=0,013), porém somente ap0ds 4
semanas de tratamento. A alteracdo média dos niveis
sanguineos de glicose durante o experimento (ou seja,
a diferenca entre glicemia final e glicemia inicial) foi
significantemente menor no grupo D200 do que no

controle (-243,50+92,66mg/dL e 87,77+64,01mg/dL;
p=0,012) (Tabela 1).

A analise da variagao intragrupo em animais diabé-
ticos mostra que a dose de 100mg/kg promoveu redugao
dos niveis glicémicos em relacdo aos niveis iniciais na
primeira semana (¢=3,254; p=0,010), enquanto a dose
de 200mg/kg promoveu reducio na segunda semana em
relacdo a primeira (t=2,609; p=0,048) e na quarta em
relacdo a terceira (¢=2,815; p=0,067) semana de trata-
mento. Nao houve reducdo nos animais tratados com
gliburida ou agua — controles (Figura 1).

Os dados da tabela 2 mostram que o tratamento de
ratos nio diabéticos com 100mg/kg de extrato hidroal-
codlico (C100) promoveu queda significante dos niveis
glicémicos nesses animais em relacdo aos controles
na primeira (CC com 93,60%2,68mg/dL versus C100
com 81,20%+1,94mg/dL; p=0,006), segunda (CC com
102,60%2,31mg/dL versus C100 com 80,80+4,84mg/dL;
p=0,014) e quarta (CC com 93,10+3,61mg/dL versus
C100 com 74,33%=1,31mg/dL; p=0,001) semanas de
tratamento. O tratamento com 200mg/kg de extra-
to hidroalcodlico (C200) levou a uma reducao signi-
ficante dos niveis glicémicos na quarta semana (CC com
93,10%3,61mg/dL versus C200 com 74,83+8,41mg/dL;
p=0,055).

A andlise da variagao intragrupo em animais nao
diabéticos mostrou reducdo dos niveis sanguineos de

Tabela 1. Andlise da glicose sanguinea, peso corporal e perfil lipidico nos animais diabéticos tratados com extrato hidroalcodlico nas doses de 100 (D100) e 200mg/kg
(D200) ou gliburida (DG) por quatro semanas, comparados com os animais controle (CD)

CD D100
Glicemia
Valor inicial 355,44+25,83 (n=9) 322,90£14,09 (n=10)
1% semana 319,00+43,85 (n=9) 239,50+29,27 (n=10)
2% semana 374,78+32,77 (n=9) 246,22+45,33" (n=9)
3% semana 428,00+15,25 (n=9) 198,71+66,27* (n=9)
4% semana 443,22+42,72 (n=9) 253,29+47,37" (n=9)

Variacao da glicemia

Peso
Peso inicial 188,44+7,69 (n=9) 210,60+8,11 (n=10)
1% semana 193,88+8,19 (n=9) 198,00+9,45 (n=10)
2% semana 213,78+11,42 (n=9) 191,56+11,61 (n=9)
3% semana 205,44+15,28 (n=9) 182,88+12,43 (n=8)
4% semana 207,56+14,71 (n=9) 196,14+14,51 (n=7)

Variacao de peso
Lpideos
Colesterol total

87,77+64,01 (n=9)

19,11£11,63 (n=9)

84,22+7,26 (n=9)

-73,28+45,13 (n=9)

-10,28+7,71 (n=7

62,28+2,93" (n=7)

HDL-c 44,33+4,70 (n=9) 19,86+3,33* (n=7)
LDL-c 32,78+4,01 (n=9) 3357+4,18 (n=7)
Triglicérides 34,89+6,31 (n=9) 46,43+4,29 (n=7)

D200 DG Valor de p
464,00+22,49 (n=8) 294,56+24,07 (n=9) 0,009
444,38+23,73 (n=8) 339,29+43,29 (n=7) 0,362
345,83+18,11 (n=6) 466,14+17,02 (n=7) 0,039
426,00+9,73 (n=h) 403,71+60,56 (n=7) 0,005
201,00+66,97* (n=4) 472,67+32,31 (n=6) 0,021; 0,013

-243,50+92,66* (n=4) 199,16:+52,84 (n=6) 0,012
185,00+2,84 (n=8) 191,11+4,96 (n=9) 0,086
167,63+5,30 (n=8) 198,63+10,42 (n=8) 0,189
165,17+3,04 (n=6) 210,14£14,19 (n=7) 0,037
164,00+3,67 (n=5) 211,50=18,15 (n=6) 0,156
165,40+3,84 (n=h) 197,83+19,80 (n=6) 0,322
-19,40=6,73 (n=h) 9,66+13,93 (n=6) 0,080
52,40+5,83* (n=5) 87,40+5,76 (n=5) 0,053; 0,008
21,60+4,24* (n=5) 40,33+5,23 (n=5) 0,002; 0,011
23,80+1,83 (n=5) 38,40+5,57 (n=5) 0,219
34,00+4,92 (n=5) 50,60+22,62 (n=5) 0,599

Resultados expressos como média e erro padrao da média (andlise de varidncia, post-hoc Tukey). * p<0,01; " p<0,05.
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glicose em relagao aos valores iniciais na primeira se-
mana (1=2,594; p=0,029) e entre a quarta e a terceira
semanas (#=3,690; p=0,006) de tratamento com 100mg/kg
de extrato (Figura 2).

O efeito sobre o ganho de peso dos animais tam-
bém foi avaliado. O tratamento com 100mg/kg (D100)
ou 200mg/kg (D200) do extrato hidroalcodlico nao pro-
moveu ganho significativo de peso corporal nos animais
diabéticos, exceto na segunda semana de administragao

500

4501

400

350 |

300 -DC

250 | D100

200 ~ D200
—DG

150 |

100

50 |
0.

Baseline . Semana 1 . Semana 2 . Semana 3 . Semana 4
Andlise intragrupo: teste t de Student para dados pareados. * p<0,05; ' p<0,01.
Figura 1. Niveis glicémicos em animais diabéticos tratados com extrato
hidroalcodlico de Plathymenia reticulata nas doses de 100mg/kg (D100) e
200mg/kg (D200), com glibenclamida (DG) e &gua (DC)

de 200mg/kg extrato (DC com 213,78+11,42 versus D200
com 165,17+3,04; p=0,037). Também nao houve varia-
cao significativa de peso (peso final menos peso inicial)
nos animais diabéticos (Tabela 1). Em contrapartida,
observou-se que o tratamento de animais nao diabéticos
com 200mg/kg de extrato hidroalcodlico (C200) promo-
veu reducao significativa do ganho natural de peso nes-
ses animais ao longo da segunda (CC com 273,20+9,21¢g
versus C200 com 225,17%9,42g; p=0,018), terceira (CC
com 292,60+10,36g versus C200 com 242,83+7,23g;
p=0,003) e quarta (CC com 310,80+11,00g versus C200
com 241,60+12,60g; p<0,001) semanas de tratamento.
Além disso, ndo houve diferenca significativa de ganho
total de peso nos grupos tratados com 100 ou 200mg/kg
de extrato (CC com 109,60%=9,95g versus C100 com
13,22%5,70g versus C200 com 29,00+9,08g; p<0,001)
(Tabela 2).

O tratamento de animais diabéticos com 100mg/kg
de extrato promoveu reducio significante do coles-
terol total (DC com 84,22+7,26mg/dL versus D100
com 62,28+2,93mg/dL; p=0,053) e HDL-c (DC com
44,33x4,70mg/dL versus D100 com 19,86%3,33mg/dL;
p=0,002) (Tabela 1). Nos animais ndo diabéticos, houve
queda do colesterol total (CC com 80,11+4,01mg/dL
versus C100 com 58,75%+3,13mg/dL; p=0,01) e do
HDL-c (CC com 37,60%3,75mg/dL versus C100 com
20,86=1,33mg/dL; p=0,005) (Tabela 2).

Tabela 2. Anélise dos niveis glicémicos, peso corporal e perfil lipidico nos animais nao diabéticos tratados com extrato hidroalcoélico nas doses de 100 (D100) ou
200mg/kg (D200) de peso corporal ou gliburida (GC) por quatro semanas, comparados com os animais controle (CC)

cc C100
Glicemia
Valor inicial 89,40+3,32 (n=10) 83,80+1,81 (n=10)
1% semana 93,60+2,68 (n=10) 81,20+1,94' (n=10)
2% semana 102,60=2,31 (n=10) 80,80+4,84" (n=10)
3% semana 94,40+4,03 (n=10) 88,56+3,39 (n=9)
4% semana 93,10+3,61 (n=10) 74,331,317 (n=9)

Variacao da glicemia

Peso corporal

3,7+6,35 (n=10)

-8,89+1,89 (n=9)

Peso inicial 201,20+7,25 (n=10) 317,20+5,76* (n=10)
1% semana 232,60+11,07 (n=10) 316,30+8,39* (n=10)
2% semana 273,20£9,21 (n=10) 293,60=12,69 (n=10)
3% semana 292,60+10,36 (n=10) 318,11+11.21 (n=9)
4% semana 310,80+11,00 (n=10) 330,11+7,65 (n=9)

Variacao de peso corporal

Lipideos
Colesterol total

109,60=9,95 (n=10)

80,11+4,01 (n=9)

13,22+5,70* (n=9)

58,76+3,13* (n=8)

HDL-c 37,60+3,75 (n=9) 20,36+1,33% (n=8)
LDL-c 27,33+4,65 (n=9) 30,25+2,18 (n=8)
Triglicérides 75,89+10,00 (n=9) 52,62+3,92 (n=8)

C200 GC Valor de p
94,67+3,42 (n=9) 104,38+4,16* (n=8) <0,001
90,00+5,47 (n=9) 95,88+2,61 (n=8) 0,006
101,14=8,41 (n=6) 88,86+8,46 (n=8) 0,014
84,67+2,88 (n=6) 98,25+5,40 (n=8) 0,149

74,83+8,41" (n=6) 100,50+4,23 (n=8) 0,001; 0,055
-17,00£9,92 (n=6) -387£6,18 (n=8) 0,154
207,25+5,52 (n=9) 195,00+3,45 (n=8) < 0,001
195,25+18,86 (n=9) 201,00+5,82 (n=8) < 0,001
225,17+9,42" (n=6) 241,88+5,04 (n=8) 0,018
242,83+7,23" (n=6) 270,88+3,60 (n=8) 0,003
241,60+12,60™ (n=6) 287,13+4,54 (n=8) < 0,001

29,00+9,08* (n=6)

92,12+3,32 (n=8)

<0,001; <0,001

64,83+2,84" (n=6) 83,43+4,02 (n=7) 0,001; 0,037
31,33+3,66 (n=6) 50,17+2,94" (n=7) 0,004; 0,063
23,00+3,59 (n=6) 24,83+4,78 (n=7) 0,623
51,33+3,65 (n=6) 45,004,017 (n=7) 0,013

Resultados expressos como média e erro padrao da média (anélise de varidncia, post-hoc: Tukey). * p<0,01; ' p<0,05.

einstein (Sao Paulo). 2019;17(3):1-8



Magalhaes FO, Uber-Bucek E, Ceron P, Name TF, Coelho HE, Barbosa CH, Carvalho T, Groppo M

110

105 -

100 -

95 1

90 - ~+CC
85 - ©-C100

—~—C200
80 -G
75 7

70+
65

0 1 - . -
Baseline Semanal1 Semana2 Semana3 Semanad
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Figura 2. Glicose sanguinea em animais nao diabéticos tratados com extrato
hidroalcodlico de Plathymenia reticulata nas doses de 100mg/kg (D100) ou
200mg/kg (D200), glibenclamida (DG) ou agua (DC)

O tratamento com 200mg/kg de extrato levou a
uma reducdo significativa dos niveis de colesterol total
tanto em ratos diabéticos (DC com 84,22+7,26mg/dL
versus D200 com 52,40+5,83mg/dL; p=0,008) quanto
em ratos nao diabéticos (CC com 80,11+4,01mg/dL. n=9
versus C200 com 64,83%2,84mg/dL; p=0,037) e tam-
bém a queda do HDL-c em ratos diabéticos (DC com
44,33+4,70mg/dL versus D200 com 21,60%+4,24mg/dL;
p=0,011) (Tabela 2).

A analise histopatoldgica revelou auséncia de di-
ferencas significantes em relacdo a hemorragia, dege-
neracao hidrépica, hiperemia e presenca de cistos pan-
credticos. Observou-se hiperplasia significante das
ilhotas (teste do x> de 20,384; p=0,005) (Figura 3) e di-
latacdo significante de ductos pancreaticos (*=14,232;
p=0,047) nos grupos D200 e C100 (Tabela 3).

: > / . » -~ ! - y A - 4
el - . #
s Koag T ™ lk p
Figura 3. Hiperplasia das ilhotas de Langerhans em animais diabéticos tratados
com Plathymenia
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Tabela 3. Percentagem de alteracdes patoldgicas encontradas no pancreas de
animais diabéticos tratados com extrato hidroalcodlico de Plathymenia e animais
controle

Pancreas o0 pc ¢100 C200 D100 D200 GD  GC ::I;:;
Sem 86 286 714 286 429 500 429 286 0755
alteragoes

Hemorragia 0 0 0 0 0 0 0 0
em ilhotas

Hemorragiano 0 0 0 0 0 0 0 0
pancreas

Degeneragao 0 429 0 143 0 0 286 143 013
hidropica

Hiperemia 0 0 0 0 143 3383 0 0 0,08
Cistos 143 0 0 571 571 333 479 143 006
pancreaticos

Hiperplasiade 429 0 286 0 0 383 0 714 0005
ilhotas

Dilatacéo 0 286 0 0 0 0 0 0 0,047
de ductos

pancreaticos

*teste y2

DISCUSSAO

P, reticulata é uma planta do cerrado brasileiro com
altos teores de proteina e enzimas.?) Estudos prévios
mostraram que o extrato hidroalcodlico dessa plan-
ta possui atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-positivas (Streptococcus mutans e Staphylococcus sp.)
in vitro. Os extratos brutos (quente e frio) mostraram
atividade anti-inflamatoria, reduzindo a migragao leu-
cocitaria na peritonite induzida por carragenina em ca-
mundongos. Os extratos brutos também induziram ati-
vidade antiedematogénica, reduzindo o edema de patas
induzido pela carragenina, além de mostrar atividade
antiproliferativa em células tumorais no pulmao, ovario
e melanoma, e inibicdo da nocicepgao em testes de al-
gesia induzida por acido acético, com perfil similar ao
da indometacina.(”)

Relatos recentes mostraram que o extrato hidroal-
coolico de P, reticulata (a base de cachaga) possui ativi-
dade antifungica® e que as fragoes hexano, diclorome-
tano e etil-acética do extrato etandlico inibiem o efeito
toxico do veneno de Bothrops jararacussu, provavel-
mente por meio de taninos.®)

Os efeitos anti-hiperglicémicos do extrato de P
reticulata ainda nao foram relatados. Entretanto, esse es-
tudo abre a possibilidade de um novo tratamento para
o diabetes mellitus, com possivel protecdo pancredtica,
além de nova estratégia preventiva da doenca, dada a
capacidade de o extrato de induzir perda de peso e hi-
perplasia de ilhota em animais nao diabéticos.



Tratamento cronico com extrato hidroalcodlico de Plathymenia reticulata promove hiperplasia de ilhotas e controle glicémico em ratos diabéticos

A acao farmacoldgica da planta estudada se traduziu
em efeito anti-hiperglicEmico importante, com queda
dos niveis sanguineos de glicose em ratos diabéticos e
nao diabéticos, sendo que, nos animais nao diabéticos, a
queda foi significante, embora sem manifestacao clinica
(hipoglicemia). Além disso, foi observado efeito prote-
tor sobre o pancreas (hiperplasia de ilhotas pancreati-
cas). O efeito hipoglicemiante pode refletir a capaci-
dade do extrato vegetal de promover a neogénese de
células beta, conforme sugere a ocorréncia de hiperpla-
sia de ilhotas e da dilatacdo de ductos pancreaticos, ou
restaurar a diferenciacido de células beta, um processo
por meio do qual as células desdiferenciadas revertem
para células progenitor-like que expressam Neurogenin 3,
Oct4, Nanog e L-Myc. Algumas drogas destinadas ao
tratamento do diabetes disponiveis no mercado sao ca-
pazes de promover a neogénese de células beta ou res-
taurar a diferencia¢ao.+*

O efeito hipoglicemiante foi precoce nos animais
tratados com 100mg/kg de peso corporal (na segunda
semana) e tardio nos animais tratados com 200mg/kg
de peso corporal, e pode ter refletido o efeito hormese:
um fendmeno dose-resposta caracterizado pela estimu-
lagao por baixas doses e inibicdo por altas doses. Esse
conceito indica nova percepcao da natureza fundamen-
tal da relagdo dose-resposta, que nao ¢€ linear nem de
limiar, e sim em formato de U, alterando o conceito ¢ a
condugao da avaliacao toxicoldgica e de risco.®

A disfungao das células beta tem papel fundamental
no desencadeamento e progressao do diabetes tipo 2.
Dentre os fatores adquiridos, a lipotoxicidade e a gli-
cotoxicidade podem ter importancia singular na lesao
celular. Mais recentemente, foi proposto que a inflama-
cao tem papel predominante na disfuncao das células
beta no diabetes tipo 2.?7 Portanto, a planta estudada
poderia ser indicada tanto para o diabetes mellitus tipo 1
quanto para o tipo 2.

O papel da disfungdo mitocondrial na lesdo de cé-
lulas beta (apoptose de células beta em decorréncia da
produgio de espécies reativas de oxigénio (ROS - reactive
oxygen species) — mediada por estresse metabdlico) foi
relatado no diabetes tipo 2®® e em animais com diabetes
tipo 2.%” Qutros relatos recentes indicam que a presen-
ca de depositos de amiloides nas ilhotas pancreaticas,
observada em material coletado em autdpsia, contribui
para a redugao da massa de células beta em pacientes com
diabetes tipo 2.°¥ Experimentos em macacos (modelo
primata ndo humano) também mostraram correlacdo
com a hiperplasia de células alfa, levando a deficiéncia
de insulina, hiperglucagonemia e resisténcia a insulina.)

A perda de peso observada nos ratos nao diabéticos
tratados com doses de 200mg/kg ou 100mg/kg sugere

efeito adicional no controle da obesidade. A perda de
peso pode ter refletido a reducao do consumo alimentar
ou a menor absor¢ao alimentar em resposta aos tani-
nos presentes no extrato vegetal.?> Estudos analisan-
do o consumo alimentar e hidrico nesses animais estao
em andamento para elucidar o mecanismo responsavel
pelo efeito antiobesidade observado.

O mesmo efeito hormese pode ser observado na
variacao de peso nos animais nao diabéticos, que apre-
sentaram menor ganho de peso com a dose de 100mg/kg,
seguida pela dose de 200mg/kg.®® A diferenga de peso
corporal inicial entre os animais levou a adocao da va-
riacdo de peso (peso inicial menos peso final) como pa-
rametro nesse estudo.

Houve efeito positivo sobre os niveis de colesterol
total, porém reducao do HDL-c. O HDL-c transporta
o colesterol para o figado, onde este € captado pelos re-
ceptores SR-B1, contribuindo para a protecao do leito
vascular contra a aterogénese por meio de mecanismos
como a remocado de lipoproteina de baixa densidade
(LDL) oxidada, a inibicdo da fixagdo de moléculas de
adesiao e mondcitos ao endotélio, e o estimulo da libe-
racao de 6xido nitrico.C?

A reducao do colesterol total é salutar para a popu-
lacao em geral e para individuos diabéticos em particu-
lar. Entretanto, a reducao do HDL-c pode aumentar o
risco cardiovascular, o que nao € desejavel em individu-
os diabéticos.

O modelo experimental de diabetes induzida por
altas doses de estreptozotocina empregado ¢ uma fer-
ramenta util para o estudo de diversos aspectos rela-
cionados ao diabetes tipo 1.6% Neste estudo, o extrato
hidroalcodlico de P, reticulata Benth administrado pela
via oral promoveu reducio importante da glicose san-
guinea e levou a hiperplasia de ilhotas no animais. Tais
resultados podem representar o inicio do processo de
obtencdo de nova droga de uso oral para tratamento do
diabetes tipo 1 e, possivelmente, do tipo 2.

CONCLUSAO

Outros estudos se fazem necessarios para desvendar os
mecanismos relacionados aos efeitos do extrato, investi-
gar sua toxicidade e identificar o composto responsavel
pelos efeitos descritos. Este estudo abre a perspectiva
para novas terapias para o diabetes tipos 1 e 2, baseadas
no efeito hipoglicemiante e na preservacao das células
beta e, ainda mais importante, para a identificacdo de
um composto capaz de prevenir o desencadeamento do
diabetes tipo 2 em individuos suscetiveis, por meio da
protecdo pancredtica e de perda de peso. Os efeitos be-
néficos descritos podem refletir a capacidade do extrato
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vegetal de promover a neogénese ou restaurar a desdi-
ferenciacao de células beta.
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