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RESUMO

LIBERATO, Selma Coelho, M.S. Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2001. Efeito da
naringenina e do amido da fruta-de-lobo em animais diabéticos. Orientadora: Tania

Toledo de Oliveira. Conselheiros: Neuza Maria Brunoro Costa e Tanus Jorge Nagem.

Foi avaliado em coelhos e ratos diabéticos, durante 28 dias, o efeito do flavonoide
naringenina no peso e constituintes sangiineos. Foi ainda avaliado o efeito da farinha da fruta-
de-lobo (Solanum lycocarpum A.F.C.P. Saint-Hilaire) em coelhos. Diabetes foi induzida através
de administracao intravenosa de aloxano. A determinacdo do peso, consumo alimentar e da
concentracdo plasmatica de glicose, colesterol, triacilgliceréis, creatinina e albumina foi
realizada semanalmente. Nos coelhos, as amostras de sangue foram retiradas do plexo capilar
ocular e nos ratos, da extremidade final da cauda.

Visando determinar a dose ideal de aloxano para inducdo de diabetes em coelhos
adultos, machos, da raca Albino Nova Zelandia, realizou-se um experimento, onde o0s
tratamentos constituiram-se de 5 doses de aloxano (90, 105, 120, 135 e 150 mg.kg'lde peso
vivo) e a testemunha (normal), com 8 repetic6es. Em todos os coelhos, injetou-se 10 mL de
glicose, 4, 8 e 12 horas ap6s a administracdo do aloxano, para evitar hipoglicemia. Aos 4 dias
apds a aplicacdo do aloxano, observou-se que as doses de 90 e 105 mg.kg™ de aloxano
causaram menor nimero de mortes nos animais tratados e propiciaram maior nimero de
sobreviventes diabéticos, sendo entdo recomendadas para a indugdo de diabetes em coelhos.
Coelhos foram considerados diabéticos quando o nivel de glicose sangiiinea foi igual ou
superior a 180 mg.dL'l. N&o houve relacédo linear entre as doses de aloxano e os niveis
sanglineos de glicose, triacilgliceréis e colesterol, devido a grande variabilidade da resposta
dos coelhos a cada dose de aloxano.

Coelhos diabéticos receberam diariamente uma cépsula de 20 mg de naringenina ou
de 40 mg de farinha de fruta-de-lobo. N&o foi observada diferenca significativa, entre os
tratamentos aplicados aos coelhos diabéticos.

Em ratos, o diabetes foi induzido com 60 mg.kg'1 de aloxano. Utilizaram-se ratos
albinos, machos da raca Wistar, pesando entre 200 e 300 gramas. Estudou-se o efeito de
dietas e de flavondides no peso e constituintes sangiiineos. O delineamento experimental foi o

inteiramente casualisado. Foram conduzidos 3 experimentos, nos quais ratos diabéticos
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receberam dieta basica (AIN-93G) ou modificada contendo 47,95% de sacarose, com ou sem
20 mg de naringenina diariamente.

Ndo houve variagdo no peso, glicemia e nem em outros constituintes sangilineos
avaliados, nos ratos diabéticos, recebendo dieta basica ou modificada, acrescida ou ndo de
naringenina. Os ratos normais que receberam apenas dieta modificada apresentaram maiores
ganhos de peso e da glicemia em relacdo aos que receberam apenas dieta basica, evidenciado
apenas em um experimento devido a alta variabilidade das caracteristicas avaliadas.

Cerca de quarenta dias apo6s o inicio da administragdo das dietas, 12 ratos diabéticos
gue haviam recebido dieta basica sem naringenina, e outros 12 que receberam dieta rica em
sacarose foram submetidos a inversao de dietas por 14 dias. Os ratos que passaram a receber
dieta béasica apresentaram reducdo do nivel de triacilglicerol. Ja os ratos que passaram a
receber dieta rica em sacarose apresentaram aumento do peso final e do consumo alimentar.

Concluindo, embora as diferencas ndo tenham sido estatisticamente significativas,
nos ratos diabéticos recebendo dieta basica acrescida de naringenina, houve uma tendéncia a
reduzir os niveis de glicose sangiiinea e a aumentar o peso comparado a ratos diabéticos sem

naringenina.
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ABSTRACT

LIBERATO, Selma Coelho, M.S. Universidade Federal de Vigosa, February of 2001. Effect of
naringenin and wolf-fruit in diabetic animals. Adviser: Tania Toledo de Oliveira.

Committee members: Neuza Maria Brunoro Costa and Tanus Jorge Nagem.

It was evaluated the effect of the flavonoid naringenin in body weight and blood
constituents in diabetic rabbits and rats, for 28 days. In rabbits it was also evaluated the effect of
the wolf-fruit (Solanum lycocarpum A.F.C.P. Saint-Hilaire). Diabetes were induced by
intravenous administration of alloxan. The measurements of the body weight, food consumption
and the concentration of plasma glucose, cholesterol, triacylglycerol, creatinin and albumin were
measured at weekly intervals. In rabbits, blood was collected from the ocular capillary plexus
and in rats, from the end of the tail.

In order to determine the ideal dose of alloxan for diabetes induction in adult male
rabbits, Albino New Zealand, 6 alloxan doses of alloxan (0, 90, 105, 120, 135 and 150 mg.kg'1
of live weight, with 8 animals per group) were administred. In all rabbits, 10 mL of glucose was
injected, 4, 8 and 12 hours after the administration of the alloxan, to avoid hypoglycemia. Four
days later, it was observed that the doses of 90 and 105 mg. kg™ caused smaller number of
deaths in the treated animals and resulted in larger number of diabetic survivors. Therefore,
these doses were recommended for induction of diabetes in rabbits, in future experiments.
Rabbits were considered diabetics when the levels of blood glucose were equal or greater than
180 mg.dL'l. There was no linear relationship among the alloxan doses and the blood levels of
glucose, triacylglycerol and cholesterol, due to great variability of the response of the rabbits to
each alloxan dose.

Diabetic rabbits received a daily dose of 20 mg of naringenin or 40 mg of fruit-of-wolf
flour. No significant difference was observed among the treatments applied to the diabetic
rabbits.

Diabetes was induced using 60 mg.kg™ alloxan in albino Wistar males rats weighing
between 200 and 300 g. It was studied the effect of diets and of flavonoids in body weight and
blood constituents. The experimental design was entirely randomized. Three experiments were
carried out, in which, diabetic rats, received basal (AIN-93G) or modified diet with 47.95% of

sucrose, with or without 20 mg of naringenin daily.

Xii



No difference was observed in body weight, glycemia and other blood constituents in
diabetic rats, receiving basal or modified diet, with or without added naringenin. The normal rats
that received modified diet showed body higher weight gain and glycemia in relation to those
that received basal diet, however, it was evidenced in only one experiment due to the high
variability of the characteristics evaluated.

After 40 days in their diets, 12 diabetic rats that received basal diet without naringenin
and 12 that received diet rich in sucrose were crossed over and maintained in their diets for
another 14 days period. The rats that changed to basal diet presented reduction on
triacylglycerol levels. The rats that changed to rich in sucrose diet presented an increase on
final body weight and food consumption.

In conclusion, althougt no significant difference has been observed among treatments,
diabetic rats receiving basal diet with added naringenin showed a trend lowering blood levels of

glucose and incresed body weight compared to diabetic rats without naringenin.
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1. INTRODUCAO GERAL

O diabetes acomete atualmente milhdes de pessoas em todo o mundo e, no Brasil,
10% da populagéo adulta (cerca de 6 milhdes de pessoas). A doencga constitui uma importante
causa de morbidade e mortalidade em diferentes grupos etarios da populagdo (FOSS, 1989).
Estima-se que a metade dos individuos portadores da doenga desconhecem sua condigéo.
Muitos somente serdo identificados como tal quando apresentarem uma complicagdo cronica
da doenga. Estima-se ainda, que cerca de 20% dos doentes que tém esse conhecimento nao
realizam quaisquer tratamentos.

O diabetes € um conjunto de desordens metabdlicas resultantes da insuficiéncia de
insulina ou de fatores que interferem na agdo desse horménio. Para a convivéncia com essa
doenga, ha necessidade de um rigoroso controle da glicemia, uma vez que ainda nao
apresenta cura (ENSMINGER et al., 1994).

Antes do advento da insulina exégena e hipoglicemiantes orais, a principal forma de
controle do diabetes envolvia o uso de plantas medicinais. Grande parte da populagdo mundial
ainda utiliza plantas in natura ou seus extratos como forma alternativa de terapia. Mais de 400
espécies vegetais tém sido citadas como benéficas no controle do diabetes (GRAY & FLATT,
1999).

A fitoterapia com frutos de Solanum lycocarpum St. Hills tem sido amplamente
utilizada no controle do diabetes e visando reduzir a obesidade e o nivel de colesterol
sanglineo (DALL’AGNOL & POSER, 2000). A planta é freqlientemente confundida com
Solanum grandifolium. Ambas s&o popularmente conhecidas como fruta-de-lobo, lobeira,
jurubebéao, juripeba, baba-de-boi, entre outros (CORREA, 1984).

Os flavondides sao um grande grupo de compostos polifendlicos de origem vegetal,
que tém apresentado diferentes efeitos biolégicos, tais como: antibacteriano, antiviral,
antiinflamatério, antialergénico, com agdes vasodilatadoras, inibicdo da peroxidagao de lipidios,
da agregacgao plaquetaria, da permeabilidade capilar e da atividade de algumas enzimas, tais
como a ciclo-oxigenase e a lipoxigenase (SORENSON et al.,, 1994). Os flavondides sao
promissores farmacos naturais. A aplicagdo do antiinflamatério Daflon 500", um medicamento
contendo uma fragao de flavonoides purificados, (90% de diosmina e 10% de hesperidina)
reduziu a hiperglicemia em ratos diabéticos (JEAN & BODINIER, 1994).

Formulagdes contendo extrato de plantas e preparagbes minerais com acgao
hipoglicemiante quando usadas em conjunto com os medicamentos hipoglicemiantes orais,
tolbutamida ou glibenzamida, proporcionam redugdes substanciais nos niveis de glicose
sanglinea em coelhos diabéticos. O uso daquelas podera permitir a redugdo da dose desses
medicamentos e seus efeitos colaterais (SUNDARAM et al., 1996).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito hipoglicemiante do amido da
fruta-de-lobo e do flavondéde naringenina em coelhos e ratos com diabetes induzido por
aloxano.



2. REVISAO DE LITERATURA

O principal carboidrato presente nos alimentos € o amido, seguido dos dissacarideos
sacarose e da lactose. Enzimas especificas, amilases (presentes na saliva e estdmago),
sacarase, lactase, entre outras (presentes nas células da mucosa do intestino delgado),
desdobram o amido e os dissacarideos nos monossacarideos glicose, frutose e galactose, que
s&o absorvidos no intestino e, através do sistema porta, atingem o figado (BRODY, 1993). Os
hepatdcitos séo livremente permeaveis aos monossacarideos, nao dependendo de insulina
para o transporte da glicose. No entanto a glicose é absorvida principalmente via ativa,
envolvendo fosforilagdo catalisada por hexoquinase e glicoquinase, com formagéo de glicose-
6-fosfato, o que impede que essa hexose saia livremente da célula (BONDY, 1969;
MARZZOCO & TORRES, 1999). A frutose e a galactose, por fosforilagdo e modificacdes
enzimaticas, se transformam, em sua quase totalidade, em glicose-6-fosfato (MARZZOCO &
TORRES, 1999).

No figado, a glicose-6-fosfato pode ser convertida a glicogénio ou revertida a glicose
e ser exportada, via corrente sangiinea, para o resto do organismo, onde sera absorvida pelas
células com a intermediacao da insulina. A glicose pode ser convertida em glicogénio, no tecido
muscular, ou em gordura na forma de triacilglicerois, no tecido adiposo, para armazenamento;
servir de fonte de esqueletos de carbono ou ser oxidada para producdo de energia para a
célula (MARZZOCO & TORRES, 1999).

2.1. Acéo dainsulina

A insulina € uma proteina, formada por 51 aminoacidos organizados em 2 cadeias
polipeptidicas. E secretada pelas células B das ilhotas de Langerhans do pancreas, em
resposta a hiperglicemia (MARZZOCO & TORRES, 1999).

A acao do horménio insulina inicia-se pela sua ligagdo aos receptores, que consistem
de glicoproteinas localizadas nas membranas plasmaticas das células (SMITH et al., 1988). A
insulina estimula o transporte de glicose para dentro dos tecidos muscular e adiposo, por
promover a translocacdo de transportadores de glicose (glicoproteinas) intracelulares para a
membrana. Tal efeito é reversivel. Os transportadores retornam para o interior celular apds a
liberacdo da insulina. A fosforilagdo da glicose garante sua difusdo facilitada para dentro das
células (DAVIS & GRANNER, 1996).

A unido da insulina ao seus receptores tirosina quinases, na membrana celular,
estimula a atividade de proteina quinase, intrinseca ao préprio receptor, especifica para
residuos de tirosina (MARZZOCO & TORRES, 1999). O primeiro passo seguindo esta ativacao,
consiste em autofosforilagao do receptor, tornando-se ativo e desencadeando a fosforilagao de
varios substratos intracelulares (KAHN, 1998). Os mais estudados destes substratos sao
proteinas de alto peso molecular, substrato-receptor de insulina 1 e 2 (IRS-1 e IRS-2). Essas
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Figura 1 — Agéo da insulina em nivel molecular (adaptado de KAHN, 1998)

proteinas fosforiladas servem como sitios de ligagdo e ativagcdo de outras proteinas
intracelulares contendo dominio SH, e estimulam a insulina através de 2 principais seqiéncias
de reagdes intercelulares em cascatas: uma é a via mediada pela fosfatidilinositol 3-quinase (IP
3-quinase) e a outra é a via da proteina Ras. IRS-1 e IRS-2 sdo um ponto importante de divisdo
da sinalizagdo da insulina e representa varios pontos potenciais de regulacdo de doencgas
(KAHN, 1998; WHITE & KAHN, 1994) (Figura 1). Em alguns pacientes com diabetes tipo 2, a
expressdo do gene Rad, que codifica a proteina Ras, que inibe a captacdo de glicose
estimulada por insulina, é elevada no musculo esquelético (KAHN, 1998).

A insulina também promove a deposi¢cédo de glicogénio por estimular a atividade da
glicogénio sintase, enzima limitadora da taxa da sintese de glicogénio, e por inibir a glicogénio
fosforilase, enzima limitadora da taxa de degradagéo do glicogénio (MARZZOCO & TORRES,
1999).

No adipdcito, a glicose destina-se a sintese dos triacilgliceréis (MARZZOCO &
TORRES, 1999). A insulina promove a penetracdo dos &cidos graxos livres que irdo se
combinar com o glicerol para formar ftriacilglicerois. Por outro lado, a insulina impede a
fragmentagcao dos triacilglicerdis, isto é, possui uma acdo antilipolitica. Esta acdo é exercida
através da inibigdo da adenilato ciclase, impedindo a lipdlise mediada pelo cAMP (MARZZOCO
& TORRES, 1999). A insulina também inibe a atividade da lipase dos adipdcitos, enzima que
hidrolisa os triacilglicerdis em acidos graxos e glicerol (MARZZOCO & TORRES, 1999).



2.2. Diabetes

A diminuicdo na produgado de insulina ou na sensibilidade das células-alvo a este
horménio provoca o diabetes mellitus, que € um grupo de sindromes caracterizadas por
hiperglicemia; metabolismo alterado de lipidios, carboidratos e proteinas; e aumento do risco
de ocorréncia de doenga vascular.

Existem 2 tipos de diabetes mellitus:

- Diabetes mellitus insulino dependente (IDDM) ou diabetes tipo 1: Ocorre antes dos
25 anos de idade. O organismo humano produz pouca ou nenhuma insulina, sendo
dependente de insulina exdgena para prevenir cetoacidose e morte. Ha cetose proeminente,
sudorese, polidria, polifagia, polidipsia e acidose;

- Diabetes mellitus n&o insulino dependente (NIDDM) ou diabetes tipo 2: Ocorre
geralmente por volta de 40 anos de idade. A hiperglicemia resulta principalmente da diminuigao
de secrecéo de insulina, podendo ser causada também pela menor eficiéncia de sua acao.
Neste ultimo caso, o nivel de insulina endégena pode ser normal ou elevado, mas é
inadequado para sobrepujar a resisténcia tecidual a sua agédo. Os individuos podem ou nao
experimentar os sintomas classicos do diabetes e, normalmente, ndo desenvolvem
cetoacidose, exceto durante periodos de estresse severo. Em geral, ndo ha requerimento de
insulina. O controle, na maioria dos casos, & possivel por dieta, hipoglicemiante oral e atividade
fisica. Ocorre em 90% dos casos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION , 1994; BARRANCO,
1998).

2.2.1. Origem do diabetes
2.2.1.1. Diabetes tipo 1

A etiologia do diabetes tipo 1 ainda ndo estd bem definida. Causas genéticas,
resposta auto-imune das células T e viroses tém sido relacionados na iniciagado e progressao
dessa doenca (VON HERRATH et al., 1995).

Segundo BAEZA et al. (1996), em camundongos geneticamente modificados, existe
correlagao entre a expressao do gene Reg, no pancreas, e a probabilidade de desenvolvimento
de diabetes. Segundo OHNO & NAMIKAWA (1996), em mamiferos insetivoros, a incidéncia de
animais glicosuricos foi maior nos machos.

LANG et al. (1977) sugeriram que a doenga pode ser infecciosa. A inoculagdo em
porquinhos-da-india sadios, de um agente etioldgico isolado de animais com diabetes,
reproduziu a doenga. O aumento na incidéncia do diabetes tipo 1 em diversos paises pode
estar sendo causada por uma mudancga epidemioldgica das infec¢des por enterovirus, um dos
maiores causadores de disfungdes celulares. A razdo é que uma grande por¢do de criangas e
fetos s&o infectados durante o periodo em que carecem de anticorpos do organismo materno e
portanto tornam-se vulneraveis a complicagdes como meningite, disfungdes celulares ou
autoimunidade da célula . Sugere-se 2 mecanismos: 1) diminuicdo dos niveis de anticorpos
em mulheres gravidas, fazendo com que o feto e 2) o recém-nascido caregam de protecao e
que as criangas entram em contato com o enterovirus mais tarde, quando ja ndo ha mais
anticorpos maternos para protegé-las (VISKARI et al., 2000). As infecgbes a enterovirus sao
um fator de risco importante de diabetes tipo 1 e sdo associadas a auto-imunidade da célula 3



varios anos antes do surgimento dos sintomas. O virus Coxsackie B pode iniciar o processo de
dano autoimune (ANDREOLETTI et al., 1998; LONNROT et al., 2000).

Muitos estudos associam causas imunoldgicas a doenga. Em 85% dos pacientes com
diabetes tipo 1, estdo presentes anticorpos contra pelo menos um antigeno da célula 3
(BAEKKESKOV et al., 1982). Citocinas, por meio de sinais nas ilhotas, atraem espécies
reativas de oxigénio citotdxicas, gerando macrofagos e linfécitos, os quais destroem as células
B sensiveis as espécies reativas de oxigénio (KUBISCH et al., 1997; ZARZUELO et al., 1996).
Camundongos transgénicos apresentaram maior resisténcia a diabetogénese induzida por
aloxano, talvez porque a variagao genética no metabolismo de espécies reativas de oxigénio
possa afetar a diabetogénese mediada por estresse oxidativo (KUBISCH et al., 1997).

A sindrome do diabetes tem muitas caracteristicas de auto-imunidade, as quais
incluem: infiliragdo das ilhotas pancreaticas por células mononucleares (insulinite), por exemplo
macrofagos; presenga de anticorpos circulando entre as células das ilhotas; e a transferéncia
de insulinite e diabetes com células mononucleares ativadas, de ratos geneticamente
modificados, evidenciando a participagdo dos macréfagos na destruicdo das células B (WU &
FLYNN, 1993), assim como ocorre no diabetes induzido por estreptozotocina (ROSSINI et al.,
1977).

A administracdo oral de auto-antigeno especifico para tecido pancreatico pode
prevenir o diabetes auto-imune espontanea (ARAKAWA et al., 1998). Um peptidio hormonal
(Facteur thymique sérique), utilizado no tratamento de doengas auto-imune em humanos,
preveniu a hiperglicemia em ratos quando injetado em doses de 40 a 50 ug.kg'1, 1 minuto antes
da injecao de aloxano (YAMANOUCHI et al., 1994).

A falta de uma resposta protetora em células de ilhotas de ratos diabéticos, mas nao
em ratos resistentes ao diabetes, pode promover a lise das células B e liberagdo de auto-
antigeno (BELLMANN et al., 1997). As imunidades humoral e celular estdo envolvidas no
diabetes tipo 1. Existem alguns auto-antigenos reconhecidos pelas células T do tecido
pancreatico (ARAKAWA et al., 1998).

O macroéfago mata a célula 3 pancreatica de ratos in vitro através da geragdo de NO
(6xido nitrico), via ciclo arginina-citrulina (WU & FLYNN, 1993). Em uma condigdo auto-imune
ha ativacdo do ciclo em macréfagos (WU & FLYNN, 1993). O aumento da sintese de L-
arginina, a partir de L-citrulina, mantém elevadas sua concentragdo intracelular e geragao
prolongada de NO tanto em macréfagos de ratos geneticamente modificados diabéticos, ou
predispostos a desenvolver diabetes (WU & FLYNN, 1993), quanto nas glandulas gastricas de
coelhos com diabetes (CONTRERAS, 1997). L-arginina €& um precursor potente do
vasodilatador NO, que é sintetizado pelas células da mucosa gastrica para manter sua
integridade (CONTRERAS, 1997).

Em pacientes tratados durante longos periodos com insulina exégena, pode surgir
resisténcia a mesma. A insulina pode atuar como antigeno, neutralizando anticorpos. O soro de
porcos e outros animais, recebendo insulina por periodos prolongados, quando injetado em
camundongo simultaneamente a insulina anulou o seu efeito hipoglicemiante. Camundongos
tornaram-se diabéticos por injecdo de anti-soro de insulina de porco (MOLONEY & COVAL,
1955).

2.2.1.2. Diabetes tipo 2

O mecanismo para o desenvolvimento do diabetes tipo 2 a partir da obesidade é
desconhecido. A obesidade leva a resisténcia a insulina e a normoglicemia é mantida por



hiperinsulinemia até que as células 3 tornam-se incapazes de atender a maior demanda de
insulina, iniciando-se o diabetes (SHIMABUKURO et al., 1998).

Ratos obesos geneticamente modificados, diabéticos e predispostos a desenvolver
diabetes apresentaram niveis elevados de acidos graxos no plasma, hiperplasia 4 vezes maior
e perda de mais de 50% de células 3. Ratos obesos diabéticos apresentaram ruptura de
células B induzida pelo aumento do nivel de acidos graxos livres, via sintese de novo da
formacéo de ceramida, e maior producao de NO. A ceramida contém acidos graxos de cadeia
longa, sendo responsavel pela tradug¢ao do sinal dessa ruptura (SHIMABUKURO et al., 1998).

Em pacientes com diabetes tipo 2, a falta de liberagdo de insulina induzida por glicose
¢é atribuida a um defeito na sensibilizagédo a glicose por células B-pancreaticas. Em células 3 de
ratos, o mecanismo de regulagéo de glicose requer um catabolismo intracelular de agucar, com
uma etapa critica em nivel de glicoquinase, mas ndo em nivel do receptor GLUT2, localizado
na membrana celular (VOS et al., 1995).

2.2.2. Metabolismo no diabetes

Diversas desordens metabdlicas ocorrem em pacientes com diabetes, manifestando-
se por hiperfagia, glicosuria, protedlise aumentada, cetose e acidose, com ou sem
hiperlipidemia (IYER et al., 1992). Coelhos diabéticos apresentaram aumento da deposi¢cao de
lipidios mediada por macréfagos, injuria endotelial e aumento progressivo de dano da aorta
(RICHARDSON et al., 1995).

O diabetes altera a atividade da enzima Na'K'ATPase, o ténus vascular, o
metabolismo de carboidratos, estando também associada a peroxidagao de lipidios e a
geragao de radicais livres.

A Na'K'ATPase troca Na® por K', gerando gradientes eletroquimicos que sdo
essenciais para o transporte de agua e eletrdlitos através da membrana celular (BUSIK et al.,
1997). A hiperglicemia induz a redugdo na atividade dessa enzima (GUPTA et. al., 1996;
GUPTA et al.,, 1992a) nas células do ducto pancredtico (BUSIK et al., 1997), na cérnea
(HERSE & ADAMS, 1995) e na artéria carétida de coelhos diabéticos (TESFAMARIAM et al.,
1993). O diabetes aumenta as concentragdes de Na" intracelular (GUPTA et al., 1996; GUPTA
et al., 1992a).

As atividades da Na'K'ATPase e da ATPase estimuladas por Ca** foram reduzidas,
10 dias apo6s administracdo de aloxano. A atividade de troca de Na” e Ca’™" e a captacéo de
Ca" dependente de ATP foram reduzidas em sarcolemas de coragdes, 2 semanas apos a
inducao de diabetes. Essas alteracbes, passiveis de serem normalizadas com administragcao
de insulina, podem provocar uma sobrecarga de Ca"" intracelular, durante o desenvolvimento
da cardiomiopatia diabética (GOLFMAN et al., 1998). O acimulo de Ca™ e Mg"™ no miocardio
foram grandemente associados a sarcolemas danificados em coelhos diabéticos (BHIMJI &
McNEILL, 1989).

A hiperglicemia reduz a atividade da Na'K*ATPase no nervo e o tecido vascular sofre
uma deplecdo de mioinositol celular, aumentando o fluxo através da via aldose redutase e
alteragao da proteina quinase (GUPTA et al., 1992a). Mioinositol, um constituinte de plantas e
animais, é essencial para manter a integridade da membrana. Os metabdlitos do mioinositol
agem como mensageiros secundarios na regulagdo da Na'K'ATPase mobilizando Ca™
intracelular e ativando proteina quinase C. Na hiperglicemia ha redugédo de mioinositol devido a
inibicdo competitiva entre glicose e mioinositol no sistema de transporte especifico dependente
de Na’. A redugdo de mioinositol também se deve a um aumento da atividade do sorbitol
desidrogenase, que transforma sorbitol em D-frutose (ZENON et al., 1990).



Em diabéticos observa-se enfraquecimento do ténus vascular. Altas concentragcbes
de glicose promovem reducdo da vasodilatacdo, maior vasoconstricdo, hiperplasia de células
musculares lisas e remodelamento vascular (COSTA E FORTI & FONTELES, 1998). Ha
redugcdo na liberacdo de oOxido nitrico, que € um dos fatores de liberacdo do endotélio que
promove o relaxamento vascular (GUPTA et al., 1992a).

O diabetes causa alteragdes no metabolismo de carboidratos. Como complicagédo
secundéaria ocorre metabolismo anormal de glicoproteinas (IYER et al., 1992).

Glicosilagéo (ou glico-oxidagédo) ndo enzimdtica ou reagdo de Maillard é a reacao
entre o grupo amino livre de proteinas e o grupo carbonil da glicose, levando a formagao de
frutosaminas e cetoaminas (MORIMITSU et al., 1995). Hiperglicemia resulta em glicosilagdo
nao enzimatica de varias proteinas in vivo, a qual contribui para perda de sua elasticidade
(JAIN et al., 1989). Proteinas como o cristalino, a albumina, a apoproteina B de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL), o colageno e a hemoglobina podem reagir com agucares
promovendo desidratagdo, rearranjo estrutural, ligagdes e reagdes de polimerizagdo gerando
produtos finais de glicosilagdo (WOLFF & DEAN, 1987). Nos capilares sanguineos, inclusive os
dos glomérulos renais, proteinas plasmaticas s&o sequestradas pela membrana basal
glicosilada. Esse mecanismo contribui para o espessamento e aumento da permeabilidade dos
capilares glomerulares, caracterizando a nefropatia diabética (GUPTA et al., 1992a).

Reacgbes de auto-oxidagdo de moléculas como glicose e vitamina C, catalisadas por
pequena quantidade de metais de transi¢ao livre como ferro e cobre, sdo uma fonte poderosa
de radicais livres de oxigénio, que aceleram a formagéo de produtos de glicosilagdo avangada,
0s quais se transformam em suprimento para os radicais livres de oxigénio, iniciando o
processo auto-oxidativo de glicosilagdo. O déficit neurovascular de metais de transi¢cdo pode
elevar a atividade de radicais livres, via peroxidagao de lipidios, causando um dano cumulativo
cronico nas fibras nervosas (CAMERON & COTTER, 1995).

Elevados niveis de glicose causam peroxidagéo de lipidios da membrana do eritrécito
e aumento de sua fragilidade osmética (JAIN, 1989), acarretando dano e maior estresse
oxidativo (MIYAKE et al., 1998). A peroxidacao de lipidios foi também observada nos eritrocitos
(GUPTA et al., 1992b).

Ha aumento do nivel de malonaldeido, devido a peroxidagéo de lipidios, no tecido e
sangue de ratos diabéticos, o qual pode favorecer o aumento da producéo de radicais livres de
oxigénio, que atacam os acidos graxos nas membranas celulares e causam peroxidagédo de
lipidios (MIYAKE et al.,, 1998). A peroxidacdo de lipidios tem fungdo importante na
carcinogénese (MIYAKE & SHIBAMOTO, 1997). Especula-se que o dano oxidativo pode
ocorrer no DNA durante a quebra peroxidativa de membranas de &cidos graxos poliinsaturados
(MIYAKE et al., 1998).

2.2.3. Terapia do diabetes

A terapia objetiva a normalizacdo da glicemia e de todos os aspectos do
metabolismo. Essa normoglicemia pode ser conseguida em pacientes com diabetes tipo 1, por
meio de multiplas doses diarias de insulina. Adicionalmente, o tratamento requer conduta
coordenada de plano alimentar e atividade fisica. O objetivo é alcangar uma concentragao
sanguinea de glicose, em jejum, em niveis do ndo diabético, entre 70 e 110 mg.dL'1 e um valor
pos-prandial até 2 horas apods inferior a 150 mg.dL'1 (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
1994; ALMEIDA, 1997; DAVIS & GRANNER, 1996).



O controle do diabetes tipo 2 é obtido muitas vezes, apenas, por plano alimentar e
atividade fisica. Associados a isso, diversos agentes farmacoldgicos que estimulam a liberagao
de insulina sdo empregados em seu tratamento (BARRANCO, 1998).

As drogas antidiabéticas incluem insulina, sulfoniluréias, biguanidas, tiazolinedionas,
inibidores da absorgdo de carboidrato, glinidas e analogos da insulina (PALUMBO, 1999;
SHINKAI, 1999).

As sulfoniluréias tém sido frequiente e extensivamente usadas no controle do diabetes
tipo 2 (PALUMBO, 1999), aumentando a fungéo da célula 3, mas ndo atacam a resisténcia a
insulina. O tratamento convencional com compostos a base de sulfoniluréia aumentam os
niveis de insulina plasmatica, reduzindo sua depuragao hepatica (DAVIS & GRANNER, 1996)
e, estimulando a liberagdo de insulina do pancreas por meio do bloqueio dos canais de K*
dependente de ATP, despolarizagdo da membrana e influxo de Ca’™ através dos canais de
Ca’" sensiveis a voltagem (DAVIS & GRANNER, 1996; SUNAGA et al., 1999). O estimulo das
células B aumenta seu estresse, e a fungdo destas células diminui inexoravelmente. A
glibenclamida, uma sulfoniluréia, reduz primariamente os niveis de glicose em jejum; ndo reduz
as flutuagbes diarias da glicose; aumenta acentuadamente a exposigdo total a insulina e,
consequentemente tem um grande potencial hipoglicemiante (HOLLANDER et al., 2000). Em
coelhos diabéticos, a gliclazida, outra sulfoniluréia, inibiu a aterosclerose, sugerindo que, além
da acgéao hipoglicemiante, tenha beneficios em individuos com doencgas vasculares (PAGANO et
al., 1998).

O mecanismo de agéo das biguanidas baseia-se em: redugao da absorgao intestinal
da glicose (efeito semelhante é causado pelos inibidores da a—glicosidase), que parece ser seu
principal modo de agdo, estimulo da glicdlise anaerdbia e inibicdo da neoglicogénese.
Metformina e fenformina sdo representantes das biguanidas. A primeira é anti-hiperglicémica,
provocando aumento na agao da insulina nos tecidos periféricos e redugao no débito hepatico
de glicose devido a inibicdo da gliconeogénese (DAVIS & GRANNER, 1996). A metformina,
unica biguanida aprovada no tratamento do diabetes tipo 2 nos Estados Unidos, reduz a
glicose plasmatica efetivamente em jejum, entretanto, tem pouca influéncia no periodo de
refeicado (PALUMBO, 1999). Além das propriedades antihiperglicémicas, a metformina
apresenta efeitos na redugdo de lipidios, provavelmente devido a diminuigdo das
concentragdes plasmaticas de triacilgliceréis como resultado da diminuicdo da sintese hepatica
de VLDL, correlacionada a secregéo reduzida de lipoproteina (PALUMBO, 1999).

As tiazolinedionas ou glitazonas incluem: troglitazona, piogltazonas, rosiglitazonas e
ciglitazonas. Sao uma classe de agentes sensibilizadores de insulina, com agéo via ativagédo do
receptor nuclear e subsequente alteragdo na expressdo dos genes envolvidos nho metabolismo
dos lipidios e carboidratos (MATTHEWS, 1999). As tiazolidinedionas agem no foco do
problema do paciente com diabetes tipo 2: a resisténcia insulinica, diminuindo-a, sensibilizando
as células dos tecidos periféricos para melhorar a agédo dos mesmos (FRAIGE FILHO, 2000a).
As tiazolidinadionas parecem aumentar a agdo da insulina em animais insulino-resistentes,
devido ao aumento do numero de transportadores de glicose (DAVIS & GRANNER, 1996).
Reduz a glicose plasmética pds-prandial e em jejum no diabetes tipo 2 afetando a glicose
hepatica em jejum e a sensibilidade periférica a insulina (SHINKAI, 1999). Entretanto, 20 a 30%
dos diabéticos ndo respondem a troglitazona e em 2% dos pacientes houve toxicidade ao
figado (SUBRAMANIAM, 1999). A troglitazona foi recentemente aprovada e liberada para
tratamento de pacientes com diabetes tipo 2 em tratamento com insulina, para melhorar o
controle glicémico (PALUMBO, 1999). Entretanto, a pedido do FDA (Food and Drug
Administration), a troglitazona foi retirada do mercado devido aos seus efeitos colaterais,
responsavel por varios casos de intoxicagdo hepatica grave.



A pioglitazona, uma outra tiazolinedionas, além de reduzir a glicemia de jejum e
hemoglobina glicosilada (ARONOFF et al., 2000), ajuda também a estabelecer o equilibrio nas
anormalidades lipidicas reduzindo os triacilgliceréis e elevando as lipoproteinas de alta
densidade (colesterol HDL) (KEMNITZ et al., 1994, SATO et al.; 1995; ARONOFF et al., 2000).
Nenhum efeito téxico foi observado em macacos recebendo diariamente 3 mg.kg'1 durante 2
semanas (KEMNITZ et al., 1994) ou em pacientes com diabetes tipo 2 recebendo 45 mg
diariamente durante 26 semanas (ARONOFF et al., 2000).

A administracdo de 8 mg.dia"1 de rosiglitazona a pacientes com diabetes tipo 2
proporcou redugao da glicemia e hemoglobina glicosilada (SHINKAI, 1999). Nao houve efeitos
adversos sobre a estrutura e a fungdo cardiacas nem sobre os lipidios sanglineos apés 100
semanas de tratamento (SALZMAN et al., 2000).

Uma outra classe de hipoglicemiantes orais sado as glinidas, que incluem as
repaglinida e as nateglinidas. Tem mecanismos de liberacdo de insulina, mimetizando os picos
pos-prandiais desse horménio (FRAIGE FILHO, 2000a). A repaglinida, ja aprovada pelo FDA,
tem inicio mais rapido e tempo de agdo mais curto do que os agentes estimulantes
convencionais da célula . Causa episédios hipoglicémcos significativamente menos severos
em comparagao com sulfoniluréia (SHINKAI, 1999). A repaglinida tem mecanismo de agao, em
parte, similar ao da sulfoniluréia: a liberagdo de insulina das células pancreaticas é estimulada
pelo fechamento dos canais de potassio dependente de ATP. Entretanto, a repaglinida regula
estes canais através de um sitio de ligagéo a célula (3 distinto da glibenglamida, e a substéancia
ndo causa liberagdo de insulina na auséncia de glicose. E excretada pelo figado e bile, sendo
um medicamento promissor para pacientes com fungéo renal reduzida (WOLFFENBUTTEL,
1999).

A nateglinida tem mostrado restaurar de maneira Unica o padrédo fisiolégico da
secrecdo da insulina que esta desaparecido nos pacientes diabéticos, e de reduzir
marcadamente as variagdes de glicose no periodo da refeicdo. Aumenta preferencialmente a
liberacdo precoce de insulina, reduz as flutuagbes amplas da glicose caracteristicas do
diabetes tipo 2, e tem efeitos na redugédo dos niveis de glicose de jejum e pds-prandial em
animais, voluntarios saudaveis e pacientes com diabetes tipo 2 (DUNN & FAULDS, 2000). Tem
efeito inibitério nos canais de K™ mais rapido, entretanto, menos potente que repaglinida (HU et
al., 2000).

Acarbose, um inibidor de a-glicosidases, enzimas que sdo responsaveis pela
absor¢cdo dos carboidratos, localizados na borda em escova dos enterdcitos do intestino
delgado, funciona como falso carboidrato, substituindo os substratos naturais das a-
glicosidases. Inibe a atividade dessa enzima de modo potente: sua afinidade pelas a-
glicosidases € 15000 vezes superior a da sacarose; de modo competitivo: sua ligagao no local
de acéo da-se por competicdo com os carboidratos; e de modo reversivel: sua degradagao total
assegura a liberdade nos locais das enzimas. A acarbose reduz os niveis pds-prandiais de
glicemia, melhora a glicemia de jejum, face ao melhor controle glicémico, e consequentemente
a hemoglobina glicosilada. Melhora também a sensibilidade a insulina, a dislipidemia e diminui
a insulinemia, elevando os niveis do enterormdénio GLP1, que proporciona: redugcao dos niveis
de glicagon, retardo do esvaziamento gastrico, aumento da saciedade, diminuicdo da ingestao
caldrica, diminuicado dos niveis de insulinemias pds-prandiais e redugao de 21,8% do colesterol
total e LDL (FRAIGE FILHO, 2000b).

A insulina é obtida do pancreas de suinos ou elaborada de forma quimicamente
idéntica a insulina humana, através de tecnologia de recombinagdo do DNA ou modificagdo
quimica da insulina de suinos. Foram desenvolvidas insulinas analogas através da modificagéo
da seqiiéncia do aminoacido da molécula de insulina. A insulina é comercializada nas formas



de acgédo rapida (lispro), curta, intermedaria e longa. A insulina lispro tem inicio de agdo mais
rapido, efeito hipoglicemiante com pico precoce e duragdo menor. Permite maior controle da
glicemia nas primeiras 3 a 4 horas apos as refeicbes (BASTYR et al.,, 1999). Dentre os
analogos de insulina de acdo rapida, além das lispro, existe o aerosol de insulina que é
absorvida a nivel pulmonar. Entretanto, alguns estudos demonstraram biodisponibilidade e
bioeficiéncia inferiores a 8% da insulina biossintética inalada relativa a insulina endovenosa ou
subcutdnea (HEINEMANN et al., 2000a). Entretanto, associada a um intensificador de
absorgao, apos a inalagcao da insulina, o inicio de agao foi substancialmente mais rapido do que
apos a aplicagdo subcutanea e a agao maxima foi alcangada mais cedo (KLAPPOTH et al.,
1999).

Dentre os analogos de insulina de acgao lenta, inclui-se a glargina que nao tem pico
evidente e tem efeito continuo por 24 horas, imitando a secre¢do basal fisiolégica (FRAIGE
FILHO, 2000a). A insulina glargina, aprovada pelo FDA em abril de 2000, é uma insulina
recombinante humana com modificagdo no ponto isoelétrico que produz um atraso no nivel de
absor¢cdo e um aumento na duragdo de acdo imitando a secregdo de insulina. Proporciona
menor risco de hipoglicemia noturna severa (BOLLI & OWENS, 2000).

A descoberta de uma proteina com homologia de seqiiéncia com insulina animal em
tegumentos (cascas) das sementes de feijdo-de-porco, em folhas de pata-de-vaca e em frutos
de feijdo-de-corda e que tém agdo insulinica sobre os animais diabéticos, sugere fortemente
que esse hormdnio esteja presente em vegetais. A constatagdo da presenga de insulina em
plantas, pode significar que a utilizagdo de remédios populares feitos a base de vegetais para o
tratamento do diabetes possa ser validada cientificamente (OLIVEIRA et al., 2000).

O peroxovanadio, aplicado através da pele, pode reduzir a glicemia em ratos
diabéticos. Uma variedade de compostos formados por vanadio tém apresentado efeito
hipoglicemiante, embora por pequeno periodo de tempo (BRAND & HAMEL, 1999). O
peroxovanadio promove a captagédo de glicose aumentando a autofosforilagdo dos receptores
de insulina, prevenindo sua desfosforilacdo (SHISHERA et al., 1993). Porém, pesquisas sobre
a toxicidade dos sais de vanadio sugerem limitagdes nas aplicagdes clinicas futuras (DRAKE &
POSNER, 1998).

Outra perspectiva de terapia € o uso de alimentos transgénicos. Batatas
geneticamente modificadas contendo 30 pg de insulina foram produzidas. Quando fornecidas a
camundongos, a incidéncia de diabetes foi menor. Administracdo oral de auto-antigeno
especifico para tecido pancreatico pode levar a prevengao de diabetes auto-imune espontanea
(ARAKAWA et al., 1998).

O monitoramento da glicemia preciso e frequente é ideal. Pode ser realizado através
de método invasivo, onde ha contato mecanico com tecido ou fluido fisiolégico (sangue,
plasma, fluido intersticial) ou ndo-invasivo, onde o fluido fisiolégico (saliva, urina, lagrima, suor)
€ obtido sem intervengcdo mecénica. A determinacdo da concentragdo da glicose é realizada
através de propriedades caracteristicas (espectro, temperatura, éptica, eletro-magnética, dentre
outras) da glicose. O sensor de glicose Optico se baseia em reagdes enzimaticas (biosensores
opticos), na ligagdo antigeno-anticorpo (imunosensores O6pticos) (WILKINS & ATANASOV,
1996), ou no coeficiente de deflexdo da pele humana, onde a quantidade de luz refletida é
registada através de sensores opticos (HEINEMANN, L. et al., 2000b).

O sensor eletroquimico, mais comumente utilizado, se baseia na eletro-oxidagao
direta da glicose. Os biosensores combinam algum sinal fisico com componente ativo
biologicamente (enzima, anticorpos, células, tecidos ou microorganismos). A maioria dos
biosensores de glicose normalmente se baseiam na enzima glicose oxidase. O monitoramento
da glicose pode ser intermitente, quando as amostras sao coletadas do paciente ou continua,
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quando ha um contato intermediario com o fluido in vivo (WILKINS & ATANASQV, 1996). Nos
Estados Unidos, o FDA aprovou, em fevereiro de 1999, um sistema de monitoramento continuo
da glicose, contendo um sensor que quantifica e registra a glicose do fluido intersticial a cada 5
minutos (GINSBERG, 1999).

As primeiras fitas para determinagdo das glicemia capilar surgiram em 1976
(Dextrostix). Pouco depois, a monitorizagdo laboratorial possibilitou as determinagdes das
hemoglobinas glicosiladas (que mostra a média da glicemia nos ultimos 60 dias anteriores a
coleta da amostra do sangue) e das frutosaminas (indicadoras da média da glicemia nos 21
dias anteriores a coleta) (OLIVEIRA, 1999).

A medicdo da fluorescéncia das lentes opticas de forma ndo invasiva, permite
determinar a probabilidade do individuo sofrer de diabetes. O instrumento detecta residuos de
glicosilados avangandos elevados no cristalino do paciente. Estes residuos de glicosilagao
desenvolvidos com maior rapidez em pacientes com niveis elevados de glicose, podem ser
usados para distinguir os pacientes diabéticos (BERGENSTAL et al., 2000).

2.2.3.1. Uso de plantas medicinais no controle do diabetes

Plantas medicinais sdo importante fonte de substancias potencialmente terapéuticas
e tém sido utilizada no controle do diabetes mellitus, em muitos paises (ZIYYAT et al., 1997,
COX & BALICK, 1994). Alguns de seus principios ativos agem aumentando a liberacdo de
insulina, modificando o metabolismo da glicose, inibindo fatores hiperglicemiantes, inibindo ou
estimulando a sintese de enzimas ou atenuando as complica¢cdes do diabetes. Dentre os
principios ativos antidiabéticos tem-se: polissacarideos, proteinas, esterdides, terpendides,
alcalodides, flavonodides, glicosideos, triterpenos, o6leos, vitaminas, saponinas, peptideos e
aminoacidos (IVORRA et al., 1989; RAHMAN & ZAMAN, 1989; ABDEL-HASSAN et al., 2000;
LAMELA et al., 1986).

Dentre as cerca de 13000 espécies existentes de leguminosas, somente 20 sdo
comumente consumidas pelo homem. Isoflavonas, fitoesteréis, inibidores de proteases, inositol
hexafosfato e saponinas s&o os constituintes de leguminosas, com potencial farmacolégico, de
grande interesse ao homem. Nas sementes das leguminosas, existem os glicosideos,
convertidos pela bactéria intestinal em derivados com fraca atividade antioxidante e
estrogénica. Os isoflavondides estao presentes em concentragdes plasmaticas suficientes para
influenciar a atividade de enzimas intracelulares, sintese de proteinas, proliferagdo celular
maligna, diferenciacdo e angiogénese. Altas concentragdes plasmaticas de isoflavondides
foram encontrados em humanos vivendo em regiées com baixa incidéncia de cancer e doengas
cardiacas (MAZUR et al., 1998).

Em Marrocos, 38 plantas s&o utilizadas no controle do diabetes. As principais s&o
Trigonella foenum graecum L. (Leguminosae), Globularia alypum L. (Globulariaceae) e
Artemisia herba-alba Asso (Compositae) (ZIYYAT et al., 1997). A semente de Trigonella
foenum graecum tem efeito hipoglicemiante em ratos (ALl et al., 1995) e em pessoas normais e
diabéticas (SHARMA, 1986; SHARMA et al., 1990; CHADHA et al., 1998). Em ratos normais ou
diabéticos o extrato dessa planta crua ou cozida, reduziu a glicemia (AJABNOOR &
TILMISANY, 1988; ABDEL-BARRY et al., 1997). Inicialmente, esse efeito hipoglicemiante foi
atribuido ao seu principal alcaldide, a trigonelina, um derivado do acido nicotinico. Porém, esse
foi excretado inalterado por gatos, caes e coelhos, apés 1 més de tratamento. O acido
nicotinico presente na semente é o componente hipoglicemiante mais ativo, porém seu efeito
persiste durante pequeno periodo de tempo (MISHKINSKY et al.,, 1974). Foi reportado um
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principio ativo, isolado da semente, que aumenta a tolerancia a glicose e reduz a glicemia em
coelhos diabéticos, apds administrado oralmente por 1 semana (AL-HABORI & RAMAN, 1998).

Foram propostos os seguintes mecanismos de agado de T. foenum graecum: aumento
da utilizacdo de glicose periférica; aumento de receptores de insulina nos eritrocitos
(RAGHURAM et al., 1994); efeito estimulatorio direto nas células (3, devido ao composto 4-
hidroxiisoleucina, presente na semente, o qual estimula a secregdo de insulina (PETIT et al.,
1995); reducdo da taxa de esvaziamento gastrico, com retencédo de glicose no estdmago e
interferéncia direta em seu transporte e absor¢cdo (MADAR, 1984).

A semente de T. foenum graecum possui 48% de fibra alimentar soldvel (SHARMA,
1986). Segundo CHADHA et al. (1998) e BRAATEN et al. (1991), o efeito hipoglicemiante
também pode ser atribuido a natureza da fibra e a sua viscosidade, responsavel por retardar o
esvaziamento gastrico, reduzindo o tempo de transito intestinal e, consequentemente, a
absorcdo de nutrientes, o que poderia permitir ao figado estocar mais carboidrato absorvido
(TOPPING et al., 1988). LAKSHMI & VIMALA et al. (1996) atribuem ao conteudo de fibra, o
efeito hipoglicemiante do sorgo, comparado a dietas a base de trigo ou arroz.

O desenvolvimento do diabetes é dificultado por alimentos mais lentamente digeridos
e absorvidos em populagdes susceptiveis, como australianos nativos, que tém incidéncia de
diabetes 10 vezes maior que os australianos caucasianos (THORBURN et al., 1987).

No entanto, segundo AJABNOOR & TILMISANY (1988), o efeito hipoglicemiante
provavelmente ndo se deve a agdo gastrointestinal da fibra, pois foi constatado em jejum. O
aumento no conteudo de fibra alimentar ndo alterou o metabolismo de glicose, insulina ou
lipidios no plasma de pacientes com diabetes tipo 2 (HOLLENBECK et al., 1986).

Administracdo oral de extrato de Artemisia pallens diminui a glicemia em ratos
diabéticos induzidos com aloxano e em ratos com hiperglicemia induzida por alimentagéo rica
em glicose. O mecanismo proposto é a maior utilizagcdo de glicose periférica (SUBRAMONIAM
et al., 1996).

Artemisia herba-alba Asso., comum no norte da Africa e em certas regides da Asia, é
extensivamente utilizada na medicina popular no tratamento de helmintiases e diabetes. A erva
produziu um efeito hiperglicemiante em camundongos e coelhos normais uma hora apds a
administragao de 0,39 g.kg'1 do extrato, entretanto, depois houve um declinio e a concentragéo
de glicose foi menor que o controle, 8 horas apds. Em coelhos com hiperglicemia induzida por
aloxano, que receberam a erva, os niveis plasmaticos de glicose reduziram de 461,5 + 21,3
mg.dL'1 para 254,2 + 25,3 mg.dL'1 6 horas apdés a administragdo da erva, permanecendo,
porém, ainda maior que a glicemia dos coelhos controles (127,3 + 4,1 mg.dL'1) (média * erro-
padrdo) (MARRIF et al., 1995).

O extrato aquoso do fruto de Citrullus colocynthis L., quando administrado a coelhos
normais e com diabetes induzido por aloxano, produziu efeito hipoglicemiante. Esse efeito foi
devido principalmente a saponinas e também a componentes glicosidicos (ABDEL-HASSAN et
al., 2000).

A administracao oral de 10 g.kg'1 de extrato de Lythrum salicaria produziu efeitos
hipoglicemiantes em ratos e camundongos hiperglicémicos induzidos por glicose e epinefrina.
O mecanismo proposto para o efeito do extrato na reducdo da resposta hiperglicemiante é o
aumento do conteudo de glicogénio (LAMELA et al., 1986).

Adicdo de 25 mg.kg'1 de folhas de Bridelia ferruginea reduziram em 40% a glicemia
em coelhos normais. Essa redugao foi similar ao efeito da glibenclamida. A redugao maxima
ocorreu em 2 horas (ONUNKWO et al., 1996).

O extrato de Coriandrum sativum possui agao antihiperglicemiante, pois promove a
liberagcdo da insulina e possui compostos que agem como tal, aumentando a captagéo e
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metabolismo de glicose pelo musculo, o que implica na presenca de mais de um constituinte
ativo (GRAY & FLATT, 1999).

Segundo GONZALES et al. (1996), 1 mg.kg'1 de extrato de Opuntia fulliginosa Mill.
controla o diabetes em ratos diabéticos e em pacientes com diabetes tipo 2. Parece haver
aumento da utilizagc&o de glicose em nivel celular.

BABU & SRINIVASAN (1997) sugerem um possivel efeito protetor do Allium sativum
nas células (3 pancreaticas e, ou, efeito de sensibilizagdo da insulina para explicar a melhora no
‘status’ metabdlico de ratos diabéticos.

A forrageira Solanum lycocarpum, vulgarmente conhecida como fruta-de-lobo, € uma
planta daninha com uso medicinal (BRANDAO et al., 1985). Tem sido usada no controle do
diabetes, entretanto apresentou efeito toxico no sistema reprodutivo masculino, com possivel
atividade antiandrogénica, de camundongos tratados com 60 mg, 3 vezes por dia, durante 5
dias (SA et al., 2000). A extracdo do amido de seu fruto, segue as seguintes etapas:
higienizagao, trituracdo, despolpamento, suspensdo em agua + amido, decantagdo por 24
horas em temperatura ambiente e secagem ao sol; resultando em fragdes escura e clara. Esta
ultima tem sido utilizada por pessoas no controle do diabetes. Sua composicdo € 0,34% de
proteinas, 0,08% de lipidios, 14,96% de umidade, 0,03% de cinzas e 94,31% de amido
(MARCIANO, 1997).

Embora o nivel de flavondides ndo tenha sido determinado em S. lycocarpum, seu
fruto contém 0,26% de solasodina (Kerber et al., 1996, citados por DALL'AGNOL & POSTER,
2000). Solanum spp. e S. grayi contém hibiscetina e o flavondide onopordina
(WOLLENWEBER & DIETZ, 1981). Os flavondis sao predominantes, porém as flavonas séo
mais amplamente encontradas na subclasse Androceras que em outras Solanaceae (WHALEN
& MABRY, 1979). De 23 vegetais analisados, S. tuberosum (batata) foi o que apresentou
menor conteudo de fendis, menor nivel de flavonoides livres e totais e ainda assim, foi o
segundo melhor em qualidade de antioxidantes, baseado nos fendis totais. Os vegetais tiveram
uma qualidade antioxidante comparavel a dos flavondides puros e foram superiores para as
vitaminas antioxidantes (VINSON et al., 1998a). Dentre os polifendis de Solanum spp., séo
encontrados antocianinas, coumarinas e derivados do acido cindmico. Além de quercetina e
rutina, encontraram-se outros flavonois glicosilados: kaempferol, miricetina e luteolina
(HARBORNE, 1962).

2.2.4. Modelo de inducédo de diabetes em animais

Muito do conhecimento existente sobre o diabetes nunca teria sido adquirido sem o
estudo de modelos animais, que podem ser divididos em 2 grupos: induzido (através de
pancreatectomia, compostos quimicos tais como aloxano e estreptozotocina, virus e outros) e
espontaneo (principalmente utilizando ratos e camundongos geneticamente modificados). Os
caes provavelmente foram os primeiros animais a serem utilizados em estudos do metabolismo
de glicose e desempenharam um papel primordial na investigagcdo do desenvolvimento do
diabetes e no uso da insulina no seu tratamento (ARRINGTON, 1972). No entanto, ndo existem
evidéncias de que o diabetes espontadneo humano seja idéntico na patogénese ou nas
complicagdes organicas, ao produzido em animais experimentais (BONDY, 1969).

A maneira mais comum de induzir diabetes e a mais utilizada em pesquisas é por
meio de substancias quimicas, principalmente aloxano (5,6-dioxiuracil monohidratado) e
estreptozotocina  (2-deoxi-2-(3-metil-3-nitrosoureido)-D-glicopiranose). Esses  compostos
causam danos as células B das ilhotas pancreaticas, alterando a produgdo de insulina e
consequentemente, o metabolismo da glicose (HATCHELL et al.,, 1986). A estreptozotocina
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causa aumento da glicogendlise, da lipdlise e de triacilgliceréis devido ao aumento da atividade
da lipase pancreatica (HAMALAINEN & MAKINEM, 1982). E ainda, segundo CACINI et al.
(1993), destréi a maioria das células 3 do pancreas que secreta insulina produzindo alteracdes
complexas e interrelacionadas com a bioquimica de carboidratos, lipidios e proteinas, refletindo
as observadas no diabetes tipo 1 de humanos.

Aloxano monoidratado, acido dialurico e aloxantina sdo capazes de induzir diabetes
(ADAMS et al., 1984). Contudo, dose excessiva de aloxano pode causar a morte dos animais.
Alguns animais apresentam resisténcia ao aloxano, ou seja, ndo desenvolvem hiperglicemia
(Quadro 1). O aloxano pode produzir um estado de deficiéncia absoluta de insulina,
caracteristico do diabetes tipo 1 (DAVIS & GRANNER, 1996). A auséncia completa de insulina
plasmatica ndo é encontrada em todos os pacientes diabéticos. A insulina é quase ausente no
diabetes tipo 1 (BONDY, 1969) e em modelos de ratos (ALl et al., 1995). No diabetes tipo 2, a
capacidade secretéria de insulina é reduzida @ metade do normal (BONDY, 1969).

O aloxano destréi as células 3 das ilhotas pancreaticas (GORRAY et al.,, 1983;
BORG, 1981), agindo especificamente em sua membrana plasmatica (KIM et al., 1994).
Acredita-se que esse dano seja iniciado por radicais livres de oxigénio (SLONIM et al., 1983;
JANJIC et al., 1999), formados por ciclo redox entre aloxano e tiol, o qual pode ser crucial para
a agao toéxica do aloxano (LENZEN & MUNDAY, 1991). Também ocorre inibigdo da atividade
da adenilato ciclase, gerando radicais livres de oxigénio reativos (PARK et al., 1995). O aloxano
pode causar acumulo de H,O, (KIM et al., 1994) suficiente para induzir fragmentacdo de DNA
em ilhotas pancreaticas isoladas (TAKASU et al., 1991). Tanto o aloxano quanto o H,O, elevam
o Ca"" livre citossolico aumentando o influxo de Ca™ e um mecanismo dependente de Ca*™"
contribui para iniciar a fragmentacdo do DNA e causar citotoxicidade as células 3 pancreaticas.
Isto sugere que a inibicdo da secrecdo de insulina seja devido a efeitos estruturais que
funcionais. O verapamil, um antagonista do Ca’", protegeu as células B pancreaticas do efeito
citotoxico de H,O, e do aloxano (KIM et al., 1994). Contrariamente, alguns estudos reportam
que a inibicdo da secregao de insulina, induzida por aloxano, seja por meio de efeito funcional
rapido, como a inativacdo direta da glucoquinase (KIM et al., 1994; PARK et al., 1995) ou
proteina quinase dependente de Ca’ e calmodulina (COLCA et al., 1983). Algumas enzimas
dependentes de Ca™", incluindo endonucleases estio associadas com fragmentagdo de DNA e
citotoxicidade (VANDERSBILT et al., 1982),

A glicose pode anular o efeito do aloxano, protegendo as células (3 das ilhotas (BORG
et al.,, 1985; GORRAY et al., 1983) ou de H,O, embora ndo afete sua produgao (PARK et al.,
1995). Glicose e aloxano agem no mesmo sitio, ou em sitios adjacentes, na membrana
plasmatica das células B (DIXIT & KAUNG, 1985). BORG et al. (1979) demonstraram que, in
vitro, o aloxano teve um efeito inibitério no metabolismo de glicose, e que essa acgdo foi
prevenida pela exposi¢ao prévia a altas concentragdes de glicose.

O diabetes também pode ser induzido pela dieta. A galactosemia foi induzida e
mantida alimentando-se ratos com uma dieta contendo 40% de D-galactose. Elevagdes
crOnicas nas concentragbes de hexose sangiiineas podem ser mantidas em presenca de niveis
normais de insulina no sangue (CACINI et al.,, 1993). Em camundongos, a hiperglicemia foi
induzida, produzindo efeito glicogenolitico no figado e musculo, por glicose e epinefrina,
(LAMELA et al.,, 1986), que estimula os receptores a do sistema nervoso autbnomo
(MOSSBERG & TAEGTMEYER, 1991). A hiperglicemia induzida por frutose ocorre devido a
uma resisténcia a insulina, ou seja, enfraquecimento na capacidade da insulina suprimir a saida
de glicose hepatica e aumentar a captagédo de glicose muscular, refletindo em alteragées no
metabolismo de gordura e aumento nos acidos graxos livres, triacilgliceréis e outros lipidios
(IKEDA & FUJIYAMA, 1998).
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Quadro 1 — Mortalidade, resisténcia a hiperglicemia e glicemia de alguns animais cobaia em
fungéo da dose de aloxano aplicada

Ani Dose de Mortalidade Resisténcia Glicemia
nimal aloxano o o -1 Fonte
makgh) %) (%) (mg.dL”)
Coelho 100 30 (7)3 20 > 250 MINNICH & ZILVERSMIT
(1989)
100 16,7 (7) 33,4 > 250 HADOUR et al. (1998)
90 a 100 9,5(2) 429 378 £21 McDOWELL et al. (1994)
Cachorro 50a75" 47 9 > 250 PEMBERTOM (1970)
Gato 50 0(3) 100 75a79
100 0(3) 100 40 a 125
150 100 (3) 100 59a120 HATCHEL et al. (1986)
Camundongo 20° 16,7 (15) -—-- > 270 BERTUGLIA et al. (1995)
Ratos 40 194 > 250 MELLO & LUCIANO (1995)
60 50 (4) -—-- 527 £ 40 KIM et al. (1994)
60 0 75 >120 MARCIANO (1997)
60 7,5 (4) 59 128 a 386 FRINHANI (1998)

' Os animais que se apresentavam normoglicémicos 3 dias apdés a aplicagdo de aloxano,
receberam uma segunda aplicagdo com uma dose maior.

2 Aplicado durante 2 dias

® Dias apos a aplicagdo do aloxano em que ocorreu a morte dos animais, citado entre
parénteses.

* Percentagem de ratos mortos e resistentes em conjunto.

2.3. Flavonéides

Flavondides constituem um grupo de compostos polifendlicos de origem vegetal, de
baixo peso molecular, cuja estrutura basica pode ser hidrogenada, hidroxilada, metilada,
sulfatada, glicosilada, etc. Sua atividade bioquimica e de seus metabdlitos, assim como sua
classificagdo, depende da estrutura quimica (COOK & SAMMAN, 1996). Os flavondides
consistem de uma estrutura de 3 anéis (A, C e B) com um esqueleto difenil propano (Figura 2).
O anel A é biossintetizado por condensagdo de malonil-coenzima A (CoA) derivado do
metabolismo da glicose. Os anéis B e C sao também derivados do metabolismo da glicose pela
via do acido chiquimato (FORMICA & REGELSON, 1995). Os flavonodides foram subdivididos
em 8 classes, com base no esqueleto carbdnico das flavanonas (Quadro 2). Podem ocorrer
como glicosideo (mais abundantes na natureza) ou aglicona, ou seja, conjugado ou ndo a
molécula de agucar, respectivamente.

Ocorrem em frutas, vegetais, nozes, graos, flores e casca de arvores. Existem cerca
de 4000 tipos de flavonodides identificados em espécies vegetais, exercendo fun¢des tais como
a protecdo contra patdégenos e injuria celular oxidativa e estimulagdo da polinizagédo por
insetos. As antocianinas sdo flavondides responsaveis pelas cores de diversos 6rgéos
vegetais.

Muitos flavondides ocorrem naturalmente como derivados glicosilados. Como
exemplo dos mais comuns utilizados na dieta podemos citar: quercitrina, rutina e robinina que
sdo hidrolisados pela flora bacteriana produzindo agucar livre e flavondides biologicamente
ativos. A quercetina é o flavonoide mais encontrado nos alimentos (HERTOG et al., 1995).

As principais fontes de flavonéides na alimentag¢do séo cha, cebola, mac¢a, vinho tinto
e frutos citricos (HERTOG et al, 1995; BRONNER & BEECHER, 1995). Na cebola, a
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Figura 2- Estrutura basica dos flavondides.

Quadro 2 - Classificagao, exemplos e ocorréncia dos flavonoéides !

Classes Exemplos Ocorréncia
Flavanonas Naringina e Naringenina Frutas citricas
Flavonas Diosmetina, luteolina Cereais, frutas e ervas
Flavonois Quercetina, kaempferol Vegetais e frutas
Isoflavonois Daidzeina, genisteina Leguminosas
Antocianinas Delfinidina Frutas e flores
Flavans: mono, bi e Catequinas, epicatequinas e Frutas e chas
triflavanas, teaflavina
Dihidroxiflavonois 6-C-dihidroquercetina Casca de arvore
Chalconas Triangularina e aurentiacina Folhas de Myrica gale

"Fonte: PETERSON & DWYER (1998).

concentracdo de flavondis € maior nas escamas exteriores (HIROTA et al., 1998). As etapas de
descascamento e limpeza de cebola provocam uma perda de 39% de quercetina e 64% de
kaempferol. Os processamentos de cozimento aquecimento de cebola, feijdes verdes e ervilhas
pouco afetam o conteddo de flavondides (EWALD et al.,, 1999). Apds longos periodos de
estocagem, a perda de quercetina em cebola, € minima (PRICE & RHODES, 1997).

As classes flavonas, flavondis, antocianinas e flavanonas ocorrem em plantas citricas
(BRONNER & BEECHER, 1995) e em uvas (GIRARD & MAZZA, 1998). Nas uvas roxas, 0s
principais compostos fendlicos presente sdo as antocianinas (GIRARD & MAZZA, 1998),
seguidas de narirutina e naringina (BRONNER & BEECHER, 1995). O suco de uva contém de
62 a 68 e 200 mg.1009'1, de narirutina e naringina, respectivamente. As flavanonas tém como
principal fonte as plantas citricas, sendo hesperidina e narirutina os principais flavonoides do
suco de laranja, que contém 120 a 150 e 24 a 30 mg.100 g™, respectivamente (BRONNER &
BEECHER, 1995). Esses valores indicam que os frutos citricos podem ser a principal fonte de
flavondides na dieta. Foi estimado que o consumo médio diario de naringenina (aglicona tanto
da narirutina quanto da naringina) e de hesperidina, pela populagdo norte-americana, é de 2,7
a 3,1 e 15 a 18 mg, respectivamente (BRONNER & BEECHER, 1995). A naringina, que possui
sabor intenso, é formada pela naringenina, uma aglicona, ligada a 2 agucares, ramnose e
glicose (ESAKI et al., 1994). O teor de naringenina, uma aglicona, equivale a cerca de 47%
tanto do teor de narirutina quanto do de naringina, 2 flavonoides glicosilados (BRONNER &
BEECHER, 1995).

Narirutina e naringenina podem ser encontradas também em cominho e hortela-
pimenta (PETERSON & DWYER, 1998). Naringenina esta presente nas flores de Barleria
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chrstata, nas folhas de Centaurea arguta, em Helichrysum viscosum, nas sementes e folhas de
Helichrysum arenarium e na madeira de Nothofagus spp., Ferreira spectabilis, Intsia bijuga,
Soymida febrifuga, Prunus spp. e Larix dahrica (WOLLENWEBER & DIETZ, 1981).

2.3.1. Absorcao de flavonoides

A taxa de absorcdo e penetracdo de flavondides na pele é muito pequena
(HAVSTEEN, 1983). Os flavondides glicosilados s&o soluveis em agua, e as agliconas séo
lipofilicas (WOLLENWEBER & DIETZ, 1981). Polifendis soluveis em lipidios sdo provavelmente
absorvidos via circulag&o linfatica, como os lipidios da dieta (MANACH et al., 1996).

Solubilizagdo é um pré-requisito para uma efetiva absor¢do no intestino delgado, a
qual é limitada pela taxa de hidrélise. A microflora do intestino grosso, especialmente
Bacteroides spp. possuem glicosidases capazes de hidrolisar flavondides glicosilados, com alto
grau de especificidade, liberando flavondides agliconas (BOKKENHEUSER et al.,, 1987). A
isoflavona glicosilada daidizina, administrada a ratos via oral, foi metabolizada e produziu sua
aglicona daidzeina (YASUDA & OHSAWA, 1998). Flavondides glicosilados, ingeridos por ratos
livres de microorganismos, apareceram nas fezes sem serem hidrolisados (GRIFFITHS &
BARROW, 1972).

O alto peso molecular dos flavondis presentes nos alimentos, como os glicosilados,
prejudicam sua absor¢ao no intestino delgado. Suas liga¢des B-glicosidicas séo resistentes a
degradagao por hidrolases intestinais. O flavonodide glicosilado passa inalterado pelo intestino
grosso (FORMICA & REGELSON, 1995). A clivagem das liga¢des [B-glicosidicas ndo ocorre
antes do composto alcancgar a microflora do intestino grosso (CHOUDHURY et al., 1999). No
entanto, quercetina glicosilada € absorvida diretamente através do intestino delgado, via
transportador glicose/Na” (GEE et al., 1998). A ingestdo de 0,1g de quercetina teve uma
absorcao de 52% de quercetina glicosilada, de 24% de quercetina aglicona e 17% do rutinaisil
quercetina (EWALD et al., 1999).

Nao se sabe se naringina e hesperidina, flavondides glicosilados das plantas citricas,
sdo absorvidos intactos como glicosideos ou se as ligagdes glicosidicas s&o clivadas antes ou
apos a absorgdo, gerando as agliconas naringenina e hesperetina. Ligagdes glicosidicas sao
menos estaveis que a maioria das ligagdes glicurbnicas e podem ndo resistir ao pH acido do
estdbmago. A glicosidase das bactérias intestinais podem clivar agucares residuais. Esses 2
flavonodides sao absorvidos do trato gastrointestinal humano, apds ingestdao de composto puro,
suco ou frutos citricos sao detectados na urina, 6 horas apds a primeira dose e por 24 horas
apés a ultima. Quando administrou-se 500 mg de naringina, 4,84% de naringenina foi
detectado na urina, 3 horas apoés e por 38 horas (AMEER et al., 1996).

A maioria dos flavondides absorvidos no intestino sdo transportados para o figado,
pela veia porta. Devido a baixa polaridade de muitas agliconas, especialmente das fortemente
metiladas, elas séo transportadas provavelmente ligadas a albumina do soro. A maior parte dos
flavondides é liberada no figado (HAVSTEEN, 1983), onde podem sofrer modificacdes
adicionais como: metilagdes, hidroxilagdes ou redugdo do grupo carbonila no heterociclo de
flavanonas (MANACH et al., 1996). O figado também sintetiza conjugados com moléculas de
sulfato ou acido glicuronideo (MANACH et al., 1996). A detecgdo de naringenina na urina do
rato foi de 10 e 20%, quando administrada via oral e intravenosa, respectivamente. Quando
administrada via oral, a maioria da naringenina aparece na urina conjugada a acido
glicuronideo. Em contraste, quando administrada via intravenosa, a maior parte na naringenina
aparece na forma de glicosideo nativo, sugerindo que a glicuronidagéo, assim como a hidrélise
podem ocorrer no epitélio intestinal. A glicuronidagao influenciara as propriedades de redugéo e
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atividade antioxidante dos metabdlitos (CHOUDHURY et al., 1999). Nenhum residuo é
acumulado no organismo (HAVSTEEN, 1983).

Em ratos, flavondides ou seus derivados tém sido detectados no sangue, tanto 6
horas (derivado glucuronido de diosmetina) quanto 15 a 30 minutos (luteolina) apds a
administragdo (SHIMOI et al., 1998; RHODES, 1996). Dez minutos apdés a administragdo de 20
mg.kg'1 de naringenina via intravenosa, em ratos, observou-se concentragdo total de 4,84
ug.mL™ no plasma e 2,11 ug.g™" no cortex cerebral (PENG et al., 1998).

Estudos evidenciam que flavondides s&o absorvidos em humanos. Essa absorgéo
ocorre a taxas variaveis. Por exemplo, 10 a 20% de isoflavondides (XU et al., 1994) e 1% de
quercetina (COOK & SAMMAN, 1996). Apos 48h da ingestdo de 215 g de cebola, contendo
64,2 mg de quercetina, esse foi detectado no plasma. Ingestao de 500g de brécolis contendo
64,2 mg de kaempferol, por 12 dias, permitiu a detecgéo de 52 a 57 ng. mL" na urina (VINSON
et al., 1998a). Das (1971), citado por COOK & SAMMAN (1996), detectou catecolaminas no
plasma de humanos, 6 horas apés a administragao de 92,3 mg.kg'1 de peso e por 96 horas. Os
compostos fendlicos foram excretados na urina tanto na forma livre como na forma conjugada.
Quase toda fragdo de cada um dos 7 flavondides de uma mistura de ervas medicinais foi
encontrada na urina, conjugada com &cido glicurénico (LI et al., 1998). Nas fezes, 19% da dose
administrada foi excretada inalterada. Nao houve efeitos colaterais (COOK & SAMMAN, 1996).

2.3.2. Efeitos farmacolégicos

Provavelmente mais devido ao potencial eletroquimico que a outros mecanismos,
flavondides inibem varias enzimas, pertencentes a todas as classes: hidrolases (-
glucuronidase, [B-galactosidase, lipases e fosfodieterases), liases (DOPA descarboxilase),
transferases (catecol O-metiltransferase), hidroxilases (arilhidroxilase), oxirredutases (aldose
redutase) e quinase (hexoquinases) (HAVSTEEN, 1983). Os flavondides exercem efeitos como
antioxidante, quelantes de cations divalentes e carreamento de radicais livres. Com isso, os
flavondides tém apresentado efeitos bioldgicos tais como: antibacteriano, antiviral,
antiinflamatério, antialergénico, com agdes vasodilatadoras, inibigdo da peroxidacao lipidica, da
agregagdo plaquetaria e da permeabilidade capilar (HERTOG et al., 1995). Formas
concentradas de flavondides, como propolis, tém sido usadas popularmente em casos de
inflamagdes, alergia, dor de cabeca, infec¢des, dentre outras.

2.3.2.1. Acéo hipoglicemiante

A secrecgdo de insulina é regulada por diferentes mecanismos, sendo que o mais
importante depende da concentragéo intracelular de Ca™. O calcio é utilizado como sinalizador
intracelular, ativando uma série de reagdes que irdo culminar com a secregao da insulina pelas
células B do pancreas (ALBERTS et al., 1997). O metabolismo da glicose, iniciado pela
glicoquinase, resulta em modificagdo na propor¢ao ATP/ADP, que causa inibicdo dos canais de
K" sensiveis ao ATP e despolarizacdo da célula. Isto resulta na ativagdo compensatéria de
canais de Ca’" dependente da voltagem, e consequentemente, aumento do influxo de Ca™
para dentro da célula 3, o qual ativa a fosfolipase A e a fosfolipase C, que provocam formagéao
de é&cido araquidénico, inositol-polifosfatos e diacilglicerol. Este mobiliza Ca™ a partir do
reticulo endoplasmatico, elevando ainda mais a concentragdo citossolica desse cation, que
atua como o secretagogo da insulina (DAVIS & GRANNER, 1996).

O Ca'™ é bombeado ativamente para fora da célula, pela Ca”*ATPase presente na
membrana plasmatica e no reticulo endoplasmatico (ALBERTS et al., 1997). Os flavonoéides
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quercetina e, em menor extensdo, o floretina, inibiram a atividade Ca™*-ATPase da membrana
cerebral, sinaptosomal (GROSMAN, 1998).

O acumulo de calcio no citossol promove a ativagdo de uma proteina quinase,
dependente de calcio, chamada proteina quinase C, que parece estar diretamente envolvida
nos processos de secrecdo de insulina. Esta proteina quinase C ativaria uma cascata de
fosforilagées, que induziria a ativagéo de proteinas reguladoras, que aumentariam a transcricdo
de genes que codificam a insulina (MARZZOCO & TORRES, 1999; ALBERTS et al., 1997).
Flavonodis e flavonas, e, em menor extensao, flavanonas e isoflavonas parecem ser os mais
potentes inibidores de proteina quinase C e de fosfoinositol-3-quinase (AGULLO et al., 1997;
GAMET-PAYRASTRE et al., 1999). Os principais requerimentos estruturais para uma potente
inibicdo sdo a presenga de uma dupla ligacdo no anel C e a auséncia de substituicdo da
hidroxila. A substituicdo do grupo metoxila pelo grupo hidroxila reduz o efeito inibitorio,
sugerindo a importancia da ponte de hidrogénio entre o flavondide e a quinase (GAMET-
PAYRASTRE et al., 1999).

Outra hipotese de regulagdo da secreg¢ido da insulina seria a ativagdo da proteina
quinase A por meio do acumulo de cAMP, no citossol. Esta enzima, por sua vez, ativaria uma
cascata de fosforilagées, culminando com a transcricdo de genes especificos para a insulina
(ALBERTS et al., 1997).

Outro mecanismo de regulagéo da secrecgéo de insulina envolvendo tirosinas quinase
também foi observado. Genisteina, um inibidor de tirosina quinase aumentou a liberagao de
insulina (SORENSON et al.,, 1994). DRAKE & POSNER (1998) sugerem que as proteinas
tirosinas fosfatases, mais que as proteinas tirosinas quinases, desempenham um papel critico
na regulacdo da acdo da insulina. A genisteina tem mostrado agdo ativadora daquelas
proteinas, estimulando a secregéo de insulina.

Em camundongos, a genisteina provocou um aumento, reversivel e dependente da
concentracdo, na liberacdo de insulina pelas células 3 do pancreas, apesar da redugao das
concentragdes de calcio nessas células. Esse aumento foi cessado pela adrenalina ou omissao
do célcio extracelular e ndo foi acompanhado por qualquer aumento nas concentragdes de
cAMP, inositol fosfato ou adenina nucleotideo. A daidzeina, um analogo da genisteina, nao
afetou as tirosinas quinases e foi sensivelmente menos potente nos canais de Ca™" e K*, mas
aumentou a secregdo de insulina de maneira similar (JONAS et al., 1995).

Quercetina, presente na cebola, estimulou a liberacdo de insulina e aumentou a
captacgéo de Ca™" de células de ilhotas isoladas (Hif & Howell, 1985, citados por FORMICA &
REGELSON, 1995). Houve reducdo da glicemia em ratos diabéticos alimentados com cebola
durante 8 semanas. Pimentdo ndo mostrou nenhuma influéncia no estado hiperglicémico dos
animais diabéticos (BABU & SRINIVASAN, 1997). GEE (1998) sugere uma interagdo entre o
flavondide quercetina com receptores transportadores de glicose presentes na membrana de
enterécitos do intestino delgado. Os flavondides: fisetina, mirecitina, quercitina, apigenina,
cianidina, daidzeina, hesperetina, naringenina e catequina inibiram em 50% a captacdo de
glicose em mielécitos e leucécitos in vitro, entretanto, in vivo esta inibicdo ainda ndo pode ser
constatada, uma vez que nem mesmo a concentragao fisioldgica dos flavonéides individuais no
intestino humano foi estabelecida (PARK, 1999).

Extrato de folhas de Bridelia ferruginea, contendo rutina reduziu a glicemia de coelhos
normais em 40% (ONUNKWO, 1996).
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2.3.2.2. Na enzima aldose redutase

A formacédo de catarata em animais diabéticos ocorre devido a presenca de excesso
de sorbitol no cristalino (lente) dos olhos. Alteragées na atividade da enzima aldose redutase,
devido ao diabetes (BELL et al., 2000), ou devido a alimentagdo contendo 30% de galactose
(SATO et al., 1998) podem levar a formacao de catarata. Em condigbes normais de glicemia, a
aldose redutase, que converte glicose em sorbitol, compete com hexoquinase no metabolismo
de glicose. Pouco sorbitol é produzido porque a hexoquinase tem mais afinidade pela glicose
que a aldose redutase. A hexoquinase esta presente no cristalino em baixas concentragdes.
Em diabéticos, devido a disponibilidade de glicose excessiva, ha saturagdo da hexoquinase, e
aumento da atividade da aldose redutase, acarretando maior producao de sorbitol (ZENON et
al., 1990), que se acumula no cristalino, tornando-o opaco, pela retengdo de agua no tecido
(KINOSHITA et al., 1962). Em ratos, o rapido desenvolvimento de catarata, de 3 a 4 meses,
parece estar relacionado com a alta atividade da aldose redutase (VARMA et al., 1977).

Flavondides inibem a aldose redutase e promovem redugdo na concentragdo de
sorbitol e frutose na lente. Quercitrina € um potente inibidor ndo competitivo da aldose redutase
(VARMA et al.,, 1975; VARMA et al.,, 1977; VARMA et al., 1980; OLIVEIRA et al., 1997).
Hesperetina e acido clorogénico foram mais efetivos na inibigdo da aldose redutase, porém
mais suscetiveis a oxidagdo e menos estaveis que flavonas (VARMA, 1986).

Flavonas sdo mais ativas na inibicdo da aldose redutase no cristalino de ratos que
flavondis e flavanonas. Glicosideos se mostraram mais ativos que agliconas e o numero de
acucares presentes nos flavonodides afeta sua atividade (SHIMIZU et al., 1984). O flavonodide
capillarisina, extraido de Artemisiae capillari, inibiu a aldose redutase no cristalino de bovinos
(OKADA et al., 1995).

Ratos diabéticos se alimentando de 70 mg.kg™' de diosmina por dia, durante 8 meses,
ndo apresentaram alteragcéo na atividade da aldose redutase (VERTOMMEN et al., 1994).

2.3.2.3. Como antioxidantes

Metais, como ferro e cobre, podem contribuir para estresse oxidativo catalisando a
oxidacao da glicose, ascorbato e acidos graxos poliinsaturados e promovendo a fixagdo de
espécies reativas como peréxido de hidrogénio e perédxido de acidos graxos (HA & LEAN,
1998).

Antioxidantes sao compostos que inibem ou reduzem a oxidacdo de outras
moléculas. Constituem 2 categorias: sintéticos e naturais. Os antioxidantes naturais s&o
compostos fendlicos (tocoferdis, flavondides e acidos fendlicos), compostos nitrogenados
(alcaléides, aminoacidos e aminas), carotendides e acido ascérbico. Em geral, antioxidantes
sintéticos possuem estruturas fendlicas com vérios graus de substituicdo alquila (VELIOGLU et
al., 1998).

Antioxidantes naturais previnem a deteriorizagdo em alimentos e inibem perigosas
oxidagdes causadas por peroxidagdo de lipidios (NAKAGAWA et al., 1997). O corpo tem um
sistema de defesa antioxidante baseado em compostos endégenos como acido urico, B-
caroteno, vitaminas E e C e enzimas tais como glutationa peroxidase e superéxido dismutase
(HA & LEAN, 1998). As enzimas glutationa peroxidase, glutationa redutase e glutationa
transferase desempenham a fungéo de proteger as células contra injuria oxidativa causada por
radicais livres e outras espécies oxidantes (GALVEZ et al., 1995). Essas enzimas atuam juntas
durante a decomposi¢cdo de perdéxido de hidrogénio ou outros hidroxiperdxidos organicos
(MEISTER, 1988).
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A conversdo de glicose a sorbitol consome NADPH. A hiperglicemia eleva a
velocidade dessa reagao e, consequentemente, o consumo de NADPH, que é requerido para a
formacao de glutationa pela glutationa redutase. A redugdo na concentragédo de glutationa pode
comprometer a protecao contra radicais livres de oxigénio (CAMERON & COTTER, 1995). Os
flavondides de plantas citricas, eriocitrina e hesperidina aumentaram a concentragao e
atividade antioxidante dessas enzimas no rim e no figado de ratos diabéticos (MIYAKE et al.,
1998).

Flavondides, como quercetina e kaempferol, sdo polifendis antioxidantes, faciimente
oxidados e podem interferir com oxiredutores, mas sdo também fortes carreadores de radical
livre. Todavia, sdo capazes de formar radicais livres se ligando a metais pesados (HAVSTEEN,
1983). Na oxidag&o in vitro de LDL, muitos fendis, entre eles os flavondides, foram mais
poderosos antioxidantes que vitaminas C, E e B-caroteno (VINSON et al.,, 1998a). As
propriedades antioxidantes dos flavondides sao devido ao carreamento de anions superoxidos,
enquanto que outros antioxidantes se ligam aos radicais livres carreando os radicais hidroxila
(ROBAK & GRYGLEWSKI, 1988). Os flavondides do cha, catequinas e flavondis, também tém
funcdo antioxidante (BALENTINE et al., 1997).

2.3.2.4. Na peroxidacéao de lipidios

Acidos graxos poliinsaturados, presentes nas membranas celulares, s&o oxidados por
enzimas e por reagdes incontrolaveis de radicais livres. As reagdes de peroxidagao de lipidios,
geram mais radicais livres, que mantém a cadeia de reagdes, cujos produtos finais sao inertes.
Isto pode resultar em patologias como aterosclerose e cancer.

LDLs modificadas por oxidagdo celular ou por cobre sofreram endocitose e
degradacéo por macréfagos em uma proporgdo maior que LDL nativos (COOK & SAMMAN,
1996). LDL oxidadas também provocam dano ao endotélio, facilitando o processo aterogénico,
permitindo a entrada de elementos sangliineos e aderéncia de plaquetas (KWITEROVICH,
1997). O nivel de LDL oxidado no plasma estd associado com a severidade da aterosclerose
em humanos (HERTOG et al., 1995).

Metais de transigdo, como ferro e cobre, podem contribuir para o estresse oxidativo
por catalisar a oxidagdo da glicose, ascorbato e acidos graxos poliinsaturados, facilitando a
fixacdo de espécies reativas como perdxido de hidrogénio e peréxido de lipidio. Altos niveis de
cobre promovem peroxidacéo de lipidios (HA & LEAN, 1998).

O aumento da resisténcia de LDL a oxidagdo depende de sua interagdo com ions
Cu™. As substituicdes hidroxila, na posi¢do orto, 3’ e 4’ no anel B, na estrutura do flavondide,
s&o importantes para a formagéo de quelato com Cu’*. A presenca do grupo 3-hidroxila no
flavondide aumenta a oxidagdo de quercetina na presencga de ions Cu™” (BROWN et al., 1998).

Flavondides podem proteger o LDL de modificagdo oxidativa se eles forem liberados
para o espago subendotelial, onde ocorre essa oxidagdo (COOK & SAMMAN ,1996).
Flavonéides podem inibir a peroxidagado de lipidios ndo enzimatica por meio de diferentes
mecanismos, por exemplo: a) carreamento de radicais livres, b) quelacdo de metais divalentes
(ROBAK & GRYGLEWSKI, 1988), embora esse mecanismo nio tenha fungio principal na
atividade antioxidante (SASKIA et al., 1998) e c¢) inibicdo da auto-oxidagcédo de glicose, que
ocorre na hiperglicemia, uma importante etapa da glicosilagdo, que produz espécies reativas de
oxigénio (WOLFF & DEAN, 1987).

Hamsters hipercolesterolémicos que receberam extrato de citrus + acido ascérbico
apresentaram menor taxa de peroxidacdo de lipidios quando comparados com hamsters
hipercolesterolémicos controle (VINSON et al., 1998b).
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Os flavondides inibem a peroxidagdo de lipidios in vitro, no estagio inicial, agindo
como carreador dos anions superéxidos e radicais hidroxilas. Podem também regenerar o a-
tocoferol do LDL, doando-lhe 1 atomo de hidrogénio. Em adi¢cdo a propriedade antioxidativa,
alguns flavondides agem como agente quelante de metal e inibem o avango da superoxidagao
da reacao fenton, que é importante fonte de radicais ativos de oxigénio (COOK & SAMMAN,
1996).

A hidroxilagdo do nucleo flavona parece aumentar a atividade anti-peroxidativa dos
flavondides (GALVEZ et al.,, 1995), o que pode explicar o fato das flavonas aglicona
polihidroxiladas como a quercitina, morina, hipolentina, fisetina, gossipetina e galangina serem
potentes inibidores da oxidagdo de LDL (COOK & SAMMAN, 1996). MIYAKE & SHIBAMOTO
(1997), testando alguns compostos naturais de plantas como lacinilene A, naringina, galangina
e rutina, verificaram que a atividade antioxidativa esta associada ao numero de grupos
hidroxilas nas posi¢cées 3’ e 4’ do anel B do nucleo flavana. A flavanona naringenina, ndo tem
substituicdo no anel C, portanto tem pequeno efeito antioxidante na peroxidagao de lipidios
(COOK & SAMMAN, 1996), assim como os outros principais flavondides citricos: hesperetina e
naringina (PETERSON & DWYER, 1998).

Quando a peroxidagao de lipidios € induzida por via ndo enzimatica, como sistema
Fe'"-acido ascérbico, os flavondides epicatequina e luteolina sdo mais potentes na inibigéo da
peroxidacao de lipidios, seguidos de quercetina e catequina, delfinidina, kaempferol, apigenina
e naringenina (GALVEZ et al., 1995).

McANLIS et al. (1998) demonstraram que os antioxidantes presentes no cha, os quais
possuem acgao in vitro, se absorvidos em grandes quantidades, sdo capazes de proteger a LDL
da oxidagédo in vivo.

2.3.2.5. Em doencas cardiovasculares

Flavonoides podem inibir doengas do sistema vascular resultantes da oxidagao de
lipidios e producao de eicosandides. Apesar do foco de atencédo nessa capacidade de agao dos
flavonddes, esses podem inibir o desenvolvimento de doencgas vasculares em humanos,
interferindo na replicacéo bacteriana, produtos finais de glicosilagdo induzidas por carboidratos,
efeitos estrogénicos, enzimas proteoliticas, replicagdo viral, entre outros (SCHRAMM &
GERMAN, 1998).

A interacdo fisica de leucdcitos com células endoteliais, induzida por processos
inflamatérios, é importante no surgimento de doenga vascular. In vivo, os flavondides podem
inibir essa adesao e também a ativagcado de leucdcitos através da sua capacidade de alterar a
producéao de fatores inflamatérios derivados de células, como as citocinas, que promovem uma
rapida e forte adeséo aos leucécitos (SCHRAMM & GERMAN, 1998).

A frequéncia e a severidade de infecgbes bacterianas s&o correlacionadas com a
ocorréncia e a severidade de doencas vasculares. O crescimento de algumas bactérias
simbidticas, em plantas, pode ser estimulado pelos flavondides naringenina e daidzeina
(WEBSTER, 1998; GOUGH et al.,, 1997). Em humanos, ao contrério, alguns flavondides
parecem inibir bactérias patogénicas ao sistema vascular (SCHRAMM & GERMAN, 1998).

A peroxidagdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) estd positivamente
associada com aterogéneses. Compostos fendlicos (incluindo flavondides) obtidos de vinho
tinto inibiram a oxidagdo catalitica de LDL in vitro (COOK & SAMMAN, 1996). Isto pode
explicar, parcialmente, o “paradoxo francés”, que é o baixo indice de doengas coronarianas na
populacdo da Franca, que consome vinho regularmente, comparado a outras populagées,
apesar do alto consumo de gorduras. O vinho aumenta a liberacdo de prostaciclina e 6xido
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nitrico pelas células endoteliais, os quais promovem reducdo da vasoconstricdo, agregagao
plaquetaria e trombose (SCHRAMM et al., 1997).

HERTOG et al. (1995) conduziram um estudo por 25 anos, a partir de 1960, em 16
regides de 7 paises, registrando as diferencas entre as populagbes quanto as taxas de
mortalidade devido as doengas cronicas coronarias e ao cancer. A quantidade de flavondides
antioxidantes ingeridos foi inversamente proporcional a mortalidade por doenga coronaria, mas
nao foi observada associagdo na mortalidade por cancer.

2.3.2.6. Na agregacéo plaquetéria

A obstrugdo plaquetaria é caracteristica de lesbGes aterosclerética, em estagios
avancgados. As plaquetas podem obstruir a veia resultando em isquemia (SCHRAMM &
GERMAN, 1998). Alguns flavondides inibem a agregacdo e adesdo plaquetaria, reduzindo o
risco de trombose (COOK & SAMMAN, 1996).

Os flavondides podem inibir o metabolismo de acido araquidénico e a fungéo
plaquetéaria, mais pela interagcdo com enzimas que pelo efeito antioxidante. Ainda com relagéo
aos efeitos antitromboticos, os flavondides antagonizam a formacdo e fungdo do receptor
tromboxano (COOK & SAMMAN, 1996).

Para que o flavondide iniba a agdo plaquetaria em humanos, deve haver uma dupla
ligagdo entre o C-2 e o C-3, um grupo hidroxila C-3 e um grupo carbonila no C-4. O efeito
inibitério dos flavondides na funcdo plaquetaria esta dimensionado por glicosilagdo no C-3,
saturagcao da dupla ligagdo entre o C-2 e C-3, e poliidroxilagdo (COOK & SAMMAN, 1996).
Desta maneira, os flavondides glicosideos e flavanonas derivados parecem nao afetar a fungéo
plaquetaria.

2.3.2.7. Na vasodilatacao e na atividade antiinflamatoria

Os leucotrienos sdo mediadores de processos alérgicos agudos, como a reagao
anafilatica e a asma, dentre outros. Os leucotrienos sao formados, pela agédo de lipoxigenases,
a partir do acido araquidénico, que € um constituinte de fosfolipidios da membrana celular,
sendo liberado por hidrélise catalisada por fosfolipases. Ha evidéncias que a atividade
antiinflamatéria, produzida nos animais, por alguns flavondides, dentre eles a quercetina, é
resultado da inibigdo da enzima lipoxigenase pro-inflamatéria e da producédo de metabdlitos do
acido araquidbnico. A naringenina tem a capacidade de regular a producdo de leucotrienos
(JENKINS & ATWAL, 1995; ROBAK & GRYGLEWSKI, 1988).

Os flavonoides apigenina, kaempferol, naringenina e rutina inibem a lipoxigenase
(PETERSON & DWYER, 1998). Delfinidina foi o mais potente flavondide, seguido de
epicatequina, catequina, kaempferol, naringenina e apigenina, na inibicdo da peroxidagédo de
lipidios, induzida via acido araquidénico (GALVEZ et al., 1995).

Flavondides parecem aumentar a vasodilatagao, induzindo o relaxamento das células
musculares lisas (COOK & SAMMAN, 1996). Naringenina, luteolina e eriodictiol, extraidos de
Satureja obovata L., provocaram vasodilatagdo em artérias isoladas de ratos quando foi
induzida contragéo por K* ou noradrenalina (SANCHEZ DE ROJAS et al., 1996).

Em altas concentragcdes de anions superdxido, um flavondide sintético, atenuou a
inibicdo do relaxamento induzida por acetilcolina, nas artérias da orelha e do cérebro. A
propriedade de carreamento desse flavondide reduziu a concentracdo de anions superoéxido,
permitindo que mais fator de relaxamento do endotélio alcangasse e penetrasse o interior de
células musculares lisas. O 6xido nitrico, uma molécula sinalizadora, € sintetizada por células
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endoteliais e liberada por nervos autbnomos da parede vascular por inducido indireta da
acetilcolina (ALBERTS et al., 1997). O flavondide sintético pode proteger o éxido nitrico, do
ataque oxidativo, especialmente em altos niveis de anion superoxido, podendo ter valor
terapéutico promovendo vasodilatagdo natural (GIRARD et al., 1995).

2.3.2.8. Na glicosilacao

Flavondides como quercetina, rutina e kaempferol tém efeito preventivo na
glicosilacdo de proteinas como hemoglobina e insulina (ASGARY et al.,, 1998, ASGARY et
al.1999).

Hesperetina e naringenina aceleram a formagédo de frutosaminas, mas reduzem o
acumulo de produtos finais de glicosilagdo. Esses favondides talvez possam inibir alguma
etapa na via de glicosilagdo, apds o rearranjo de Amadori (uma das etapas da reacdo de
Maillard). Porém, seus glicosideos hesperidina e naringina aceleram a formacdo de
frutosaminas e produtos finais de glicosilagdo (MORIMITSU et al., 1995).

Administracdo oral diaria de 70 mg.kg'1 de diosmina, durante 8 meses, a ratos
diabéticos reduziu a glicosilagdo de proteinas e inibiu a peroxidagdo de lipidios, pois o
malonaldeido, um produto final estavel da peroxidagéo de lipidios, foi reduzido (VERTOMMEN
et al., 1994).
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CAPITULO 1

INDUCAO DE DIABETES MELLITUS EM COELHOS E EFEITOS DO FLAVONOIDE
NARINGENINA E FRUTA-DE-LOBO NA HIPERGLICEMIA

1. INTRODUCAO

O diabetes ainda é uma doencga incuravel. Em pacientes, o objetivo do tratamento é
manter a saude e a qualidade de vida, procurando controlar a glicemia em niveis normais,
evitando hipo e hiperglicemia, que podem causar crises agudas ou complicagbes secundarias.

A terapia do diabetes tipo 2 é feita por meio de atividade fisica e dieta adequada, para
a maioria dos casos. Alguns pacientes necessitam também de medicamentos hipoglicemiantes
orais e mesmo aplicagéo de insulina exégena (HA & LEAN, 1998). Porém, tais medicamentos,
mesmo induzindo boa resposta inicial, perdem a eficiéncia com o decorrer do tempo de uso,
em 25% dos pacientes. Além disso, causam efeitos adversos em 3% dos pacientes, sendo a
hipoglicemia um dos mais importantes efeitos colaterais das sulfoniluréias (SUNDARAM et al.,
1996). Pacientes com diabetes tipo 1 obrigatoriamente necessitam receber insulina exdgena.
Isso, juntamente com dieta adequada e atividade fisica, permite sobrevida praticamente
normal. Porém, alguns pacientes diabéticos desenvolvem resisténcia a insulina, necessitando
de aplicagdes de doses crescentes.

A fitoterapia é popularmente utilizada por pacientes diabéticos, sendo considerada
eficaz e de baixo custo. Segundo DALL’AGNOL & POSER (2000), fruta-de-lobo (Solanum
lycocarpum A.F.C.P. Saint-Hilaire) tem sido utilizada objetivando a redugdo da hiperglicemia,
da obesidade e do nivel de colesterol. Os estudos de casos, realizados por MARCIANO (1997)
em alguns pacientes diabéticos, apresentam evidéncias que a fruta-de-lobo pode diminuir a
hiperglicemia.

Ja foi constatado que alguns flavondides podem induzir aumento na liberagdo da
insulina e reduzir a hiperglicemia (BABU & SRINIVASAN, 1997; JONAS et al., 1995; JEAN &
BODINIER, 1994; SORENSON et al., 1994; ONUNKWUO et al., 1996). Naringenina, na forma
de narirutina, € um dos principais flavonéides do suco de laranja, que contém cerca de 12 a 15
mg.100 g (BRONNER & BEECHER, 1995). Sendo o Brasil o segundo maior produtor mundial
de citros (FAO, 2000), essa poderia ser a principal fonte de flavondides na dieta.

Este estudo teve o objetivo de avaliar o efeito do amido de fruta-de-lobo e do
flavondide naringenina nos niveis de glicose e de outros constituintes sangtineos em coelhos
com diabetes induzido por meio da aplicagdo de aloxano. Como ainda ndo esta bem
estabelecida a dose ideal de aloxano a ser administrada aos coelhos, de modo que haja
minima mortalidade e um numero maximo de coelhos se torne diabético, foi conduzido estudo
prévio para determinar essa dose.
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biofarmacos do Departamento
de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa. Utilizaram-se coelhos
adultos, machos, da raca Albino Nova Zelandia. Os coelhos foram mantidos em gaiolas
individuais, em temperatura ambiente e receberam agua e 125 g.dia"1 de ragcédo para
reprodugao e crescimento Coelhil R”, Socil guyomarc’ H Ind. e Com. Ltda.

Apds jejum de 24 horas, todos os coelhos foram anestesiados com uma mistura de
cloridrato de cetamina (20 mg.kg'1) e cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (5
mg.kg”). A anestesia & necessaria devido a injegao de aloxano ser muito dolorida.

Cerca de 30 min. apds a aplicacdo da anestesia, suspensao de aloxano (5%) (Alloxan
Sigma”), em NaCl 0,9% foi injetada na veia marginal da orelha dos coelhos, utilizando-se
seringas descartaveis de 5 ml, com agulhas hipodérmicas. O volume maximo de aloxano
injetado nos coelhos foi de 2 mL. Na testemunha (normal) injetou-se somente NaCl 0,9%. Em
todos os coelhos, injetou-se 10 mL de glicose Sigma” p.a. 50% (p/v), via intraperitonial, 4, 8 e
12 horas apés a administragdo do aloxano, para evitar hipoglicemia.

Para as determinacdes de glicose, triacilglicerdis, colesterol, creatinina e albumina,
coletaram-se 5 mL de sangue, através da incisdo do plexo capilar abaixo do olho, a qual foi
feita com a extremidade cortante de um tubo capilar utilizado normalmente para determinagao
de hematdcrito. O sangue foi centrifugado a 7100 x g, por 15 min., e o soro sobrenadante foi
analisado no analisador multiparamétrico automatico Alizé". A glicemia foi determinada pelo
método enzimatico de glicose oxidase utilizando-se o kit Biolab”. Esse método se baseia na
formacdo de um cromdgeno vermelho-cereja, cuja intensidade de cor é proporcional a
concentracdo de glicose. A determinacao colorimétrica do colesterol total baseia-se na
transformacgao do colesterol esterificado em colesterol e acidos graxos, mediado pela colesterol
esterase. O colesterol formado é oxidado pela colesterol oxidase em colesten-4-ona-3,
liberando agua oxigenada que juntamente com o fenol e amino 4 antipirina, pela agdo da
peroxidase, sdo transformados no cromégeno que absorve em 500 nm. A determinagdo dos
triacilglicerdis séricos foi enzimatica. A lipase degrada os ftriacilgliceréis em glicerol e acidos
graxos. O glicerol obtido, reage com ATP, em presenga da glicerolquinase, formando glicerol-3-
fosfato e ADP. O glicerol-3-fosfato é oxidado a dihidroxiacetonafosfato, pelo glicerol-3-fosfato
oxidase, liberando agua oxigenada. Esta, juntamente com paraclorofenol e amino 4 antipirina,
em presencga da peroxidase, transforma-se no cromégeno que absorve em 505 nm.

Foram considerados diabéticos os coelhos que apresentaram glicemia (nivel de
glicose sanglinea) igual ou superior a 180 mg.dL'1, acompanhada de sintomas caracteristicos
de diabetes como polidria, polidipsia, menor ganho, ou mesmo perda de peso. Cada coelho
constituiu uma unidade experimental.
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2.1. Efeito da dose de aloxano nainduc¢éo de diabetes em coelhos

Visando determinar a dose ideal de aloxano para indugao de diabetes em coelhos,
utilizaram-se 45 coelhos, com peso variando entre 1,1 a 1,8 kg. Os coelhos foram mantidas em
gaiolas individuais sem controle de temperatura que variou de 20 a 40°C. Os tratamentos
constituiram-se de 5 doses de aloxano (90, 105, 120, 135 e 150 mg.kg'1) e a testemunha
(normal), com 6 a 8 repeticées. Aos 4 dias apds a aplicagdo do aloxano, determinaram-se os
niveis sanguineos de glicose, colesterol e triacilglicerois. Os coelhos foram pesados 1 dia antes
e 6 dias apos a aplicagéo do aloxano.

2.2. - Efeito do flavonéide naringenina e fruta-de-lobo na glicemia de coelhos diabéticos.
2.2.1. Experimento 1

Ao final do experimento anterior, 5 dias apdés a aplicagdo do aloxano, foram
selecionados os 8 coelhos testemunhas normais e 21 diabéticos, que passaram a receber os
tratamentos deste experimento. Dentre os coelhos diabéticos, 8 morreram dentro de 3 dias.
Deste modo, 5 coelhos constituiram a testemunha diabética, 3 passaram a receber diariamente
uma capsula de 20 mg de naringenina e 5, uma capsula de 40 mg de farinha de fruta-de-lobo.

Os niveis sanglineos de triacilglicerdéis, colesterol e glicose foram determinados apos
6, 13, 20 e 27 dias e o0 peso apos 1, 8, 15, 20 e 27 dias do inicio da administragdo dos
tratamentos.

2.2.2. Experimento 2

Baseado nos resultados do primeiro experimento, foi utilizada a dose de 100 mg.kg'1
de aloxano para indugdo do diabetes em coelhos. Os coelhos foram mantidos em gaiolas
individuais sem controle de temperatura que variou de 20 a 40°C. Administrou-se aloxano, em
42 coelhos. Outros 7 constituiram a testemunha normal. Oito dias apds a injecdo de aloxano,
foram determinados os constituintes sangtiineos: triacilglicerdis, colesterol, creatinina, albumina
e glicose. Dentre os coelhos que receberam aloxano, 2 morreram na primeira semana e 30
apresentaram glicemia menor que 180 mg.dL'1, sendo entdo descartados. Os outros 10 foram
divididos em 2 tratamentos: a testemunha diabética e os que receberam uma capsula diaria de
20 mg de naringenina, cuja administracdo teve inicio no dia seguinte. A determinac¢do da
concentragcdo sangulinea de creatinina consiste em medir o composto formado durante 1 minuto
da reagéo entre a creatinina e o acido picrico, que absorve em 492 nm. A albumina sérica foi
quantificada colorimetricamente com verde de bromo cresol, tampao succinato e mertiolate de
sodio e analisados no comprimento de onda de 628 nm.

Aos 8, 15, 22 e 29 dias apds o inicio da administragdo da naringenina, os niveis
sanguineos de triacilglicerois, colesterol, creatinina, albumina e glicose, assim como o peso
foram novamente determinados.

2.3. Andlises estatisticas
Todos os delineamentos foram inteiramente casualizados.

Para comparar o efeito de doses de aloxano sobre os niveis sanguineos de glicose,
colesterol e ftriacilglicerdis nos coelhos, 4 dias apds a aplicagdo do aloxano, realizou-se a
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analise de regressdo, onde a é o valor inicial estimado no tempo 0 e b é a taxa de variagao
(inclinacao da reta).

A anadlise de regressao também permitiu comparar a variagado entre os tratamentos
sobre todas as caracteristicas avaliadas.

Baseado nas formas das curvas das médias das variaveis determinadas ao longo do
tempo, estimaram-se 3 modelos de regressdo para cada tratamento em fungdo do tempo:
modelo linear simples (Y = a + b x tempo), linear hiperbdlico (Y = a + b / tempo) e um modelo
ndo linear: exponencial negativo (Y = a.e® * ®™°) A analise de regressao foi feita com os
dados do delineamento experimental (regressdo considerando as repeticbes). Fez-se
comparacao dos coeficientes de regresséao ( fi) entre 2 tratamentos, pelo intervalo de confianca
da diferenga entre os coeficientes

As analises de correlacdo objetivaram constatar se alguns dos constituintes era
altamente correlacionado e de forma consistente. Pois, em outros estudos, seriam analisados
apenas um deles.

A analise de covariancia (ANCOVA) dos constituintes sangulineos e do peso ao final
do experimento, considerando como covariavel a respectiva variavel determinada no inicio do
experimento objetiva reduzir o erro experimental. Entretanto, para algumas caracteristicas, ndo
foi possivel realizar andlise de covaridncia devido a ndo homogeneidade dos coeficientes de
regressao (de todos os tratamentos) da variavel em relagdo a covariavel.

Todas anadlises estatisticas foram processadas com o programa “Statistica for
Windows 5.5” (STATSOFT, 2000).
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3. RESULTADOS
3.1. Efeito da dose de aloxano na inducdo de diabetes em coelhos

A testemunha, que nao recebeu aloxano, apresentou niveis de glicose, colesterol,
triacilgliceréis e ganho de peso de 127,09 + 6,84 mg.dL'1; 128,19 + 31,69 mg.dL"; 22591 £
58,72 mg.dL'1 e 3,57 £ 4,12% (média = 1.C.(1)o,05), respectivamente.

A Figura 3 evidencia que n&o houve relagao linear entre doses de aloxano e niveis
sanguineos de glicose, triacilglicerdis e colesterol, o que também foi verificado pela analise de
variancia da regressao, que nao rejeitou a hipétese dos coeficientes de regressao linear serem
nulos.

Os niveis de glicose, colesterol e triacilglicerdis foram positiva e altamente
correlacionados entre si e negativamente, porém pouco correlacionados com o ganho de peso
dos coelhos (Figura 4).

Até 4 dias apds a aplicagdo do aloxano, morreram de 29 a 50% dos coelhos que
receberam doses de aloxano = 120 mg.kg'1. Dentre os coelhos que receberam 90 e 105 mg.
kg'1, 71 e 83%, respectivamente, apresentaram-se diabéticos (glicemia > 180 mg.dL'1). No
entanto, 7 dias apés, haviam morrido 50 a 71% dos coelhos que receberam doses = 120
mg.kg'1, assim como 29 e 17% dos que receberam doses de 90 e 105 mg.kg'1,
respectivamente (Quadro 3). Ndo houve morte adicional nas 3 semanas seguintes.

Os 13 coelhos diabéticos sobreviventes apresentaram glicemia de 315,8 a 642,6
mg.dL'1. Os 8 coelhos mortos, entre 4 e 7 dias, apresentavam glicemia de 505 a 927 mg.dL'1.
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Quadro 3 - Efeito de doses de aloxano no nimero de coelhos diabéticos’ e mortos

Dose de Numero Coelhos mortos Diabéticos

aloxano de ,

(mg.kg™) coelhos (fi;ifg En(;[ir::ﬁ " Total  Aos 4 dias? Sobreviventes®

Testemunha 8 0 0 0 0/8° (0%) 0/8° (0%)

90 7 0 2 2 5/7 (71,3%) 3/7 (42,9%)
105 6 0 1 1 5/6 (83,3%) 4/6 (66,7%)
120 8 3 2 5 4/5 (80,0%) 2/8 (25,0%)
135 7 2 3 5 4/5 (80,0%) 117 (14,3%)
150 8 4 0 4 3/4 (75,0%) 3/8 (37,5%)

! Glicemia > 180 mg.dL™".

? Dias apos aplicacao do aloxano.

® Antes da determinacao da glicemia.

* Entre 7 e 30 dias ndo houve morte de animais.

® Coelhos diabéticos / coelhos vivos aos 4 dias apos a aplicacao de aloxano.
® Coelhos diabéticos sobreviventes / coelhos que receberam aloxano.

3.2. - Efeito do flavonodide naringenina e fruta-de-lobo na glicemia de coelhos diabéticos.

Experimento 1

Em coelhos diabéticos, as médias dos niveis dos constituintes sangliineos e do peso
indicam pequena diferenca entre os tratamentos (Figura 5). Nao houve diferencas significativas
entre os tratamentos aplicados a esses coelhos (Quadro 4). Os intervalos de confianga das
médias dos tratamentos em cada época de avaliagdo sdo apresentados no Quadro 5,
evidenciando que os coelhos diabéticos, que compunham um mesmo tratamento,
apresentavam alta variabilidade com relagao as caracteristicas avaliadas.

No entanto, dentro de alguns tratamentos, houve variagées significativas nos valores
finais em relacdo aos iniciais de algumas dessas caracteristicas. Os coelhos ganharam peso
durante o experimento, exceto os que receberam farinha de fruta-de-lobo. Somente as
testemunhas normal e diabética diminuiram o nivel de colesterol. Na testemunha normal, o
nivel de triacilglicerdis diminuiu e a glicemia aumentou (Quadro 5).

Baseado nas formas das curvas das médias das variaveis determinadas ao longo do
tempo (Figura 5), estimaram-se 3 modelos de regressao para cada tratamento em fungao do
tempo. Nenhum desses modelos explicou satisfatoriamente a variagdo da glicemia em funcéo
do tempo. Com relacdo a variavel peso, o modelo linear simples ajustou-se bem para os
tratamentos, a excegéo do tratamento fruta-de-lobo. O modelo hiperbdlico foi adequado para os
tratamentos em relacdo ao nivel de triacilglicerdis e, a exce¢do do tratamento fruta-de-lobo,
também para o nivel de colesterol (Quadro 6).

A comparagéo dos coeficientes de regressao ( f3) entre 2 tratamentos, pelo intervalo
de confianga da diferengca entre os coeficientes mostrou que ndo houve diferengas
significativas na variagdo em fungédo do tempo entre o tratamento naringenina e a testemunha
diabética para as variaveis peso e niveis de colesterol e triacilglicerois, nem entre o tratamento
fruta-de-lobo e a testemunha diabética para a variavel nivel de triacilgliceréis (Quadro 6).

As correlagdes entre peso e constituintes sanglineos sdo apresentadas no Quadro 7.
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Quadro 4 — Resumo das andlises de covariancias' do peso e cgnstituintes sanguineos dos
coelhos diabéticos em fungéo dos tratamentos, ao final® do experimento 1

Variavel Fonte de variagao gl QM F Probabilidade
Peso Regressa?\o3 1 793252,84 19,546 0,002
Tratamentos * 2 35118,68 0,865 0,453
Residuo 9 40584,87
C.V. (%) 11,57
Colesterol Regresséao 1 31,74 0,032 0,863
Tratamentos * 2 984,81 0,990 0,418
Residuo 7 994,52
C.V. (%) 35,27
Triacilglicerois Regresséo 1 6980,96 1,056 0,338
Tratamentos * 2 1873,45 0,283 0,762
Residuo 7 6611,69
C.V. (%) 59,51
Glicose Regressao 1 223269,92 11,389 0,010
Tratamentos * 2 11943,24 0,609 0,567
Residuo 9 19603,70
C.V. (%) 30,41

" Foi considerada como covariavel, a respectiva variavel determinada no inicio do experimento:
0 peso 1 dia apdés e os constituintes sanglineos 1 dia antes do inicio da aplicacdo dos

flavonoides

? Determinadas 27 dias apos o inicio da aplicacao dos flavondides

3 Correspondente a covariavel

* Fruta-de-lobo, naringenina e testemunha diabética.
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Quadro 5 — Peso (g) e niveis dos constituintes sangulineos (mg.dL'1) de coelhos testemunhas e
dos que receberam naringenina ou farinha de fruta-de-lobo (experimento 1)

Constituintes . 1 Testemunha Testemunha Diabéticos + Diabéticos +
sanguineos normal 2 diabética naringenina fruta-de-lobo
Peso 1 1470,0+186°a* 1516,0+102,3a 1328,3+633,9a 1374,0+246,0 a

27 22069+170,0b 1861,0+314,0b 1736,7+879,5b 1623,0+501,3a
Colesterol -1 128,2+31,7a 4244+2157a 418,3+4649a 353,1+2186a

27 91,4+22,7b 83,9+222b 112,3+1248a 757+4506a
Triacilglicer6is -1 2259+58,7a 5075,6+5389,5a 5711,3+1441a 5256,3+5170 a
27 82,3+£336 b 133,5£843 a 1259+750 a 1526+3190b

Glicose -1 127,1+6,8 a 508,9+169,3 a 487,7+253,9 a 507,4+134,6 a
27 137,0£5,3 b 461,2+311,0 a 409,4 +541,0 a 4976 £170,0 a
N2 de coelhos 8 5 3 5

! Dias apos inicio aplicagao dos tratamentos.

? Coelhos que nao receberam aloxano.

® Média = intervalo de confianca (l)o,o5-

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna, indica que ndo houve diferenca significativa
entre o valor inicial e o final de cada variavel, pelo teste t (P < 0,05).

Quadro 6 — Parametros estimados e coeficiente de determinacao (r2) do modelo linear simples
e hiperbdlico de peso (g) e constituintes sangtineos (mg.dL'1) em fung¢do do tempo
(dias) em coelhos de 4 tratamentos e comparagéo dos coeficientes de regressao
entre tratamentos e testemunha diabética (experimento 1)

Variavel (Y) Tratamento  Parametros'  r* (%)’ s(B)> n* s[d’ LC.(B1—Ba)oss
Y = G+ [ tempo
Peso Fruta-de-lobo  1355,98 + 10,59 83,86 6,82

Naringenina 1373,05 + 16,500 * 80,68 6,58 10
T. diabética 1523,62 + 14,140** 91,03 3,40 20
T. normal 1478,00 + 28.019** 98,88 3,39
Y =@+ fi/tempo
Colesterol Naringenina 126,29 — 289,82 ** 99,18 51,38 10
T. diabética 132,72 - 285,33 ** 91,38 51,51 19

7,41 1,86 £ 15,27

72,75 4,49 + 149,88

T. normal 86,08 — 42,00 ** 94,02 8,82
Triacilglicerol  Fruta-de-lobo  1563,96 — 3620,21* 88,07 1242,73 15 1530 45 778,89
T. diabética 635,39 —4399,10 ** 98,05 893,24 19 ’ 3060,89

Naringenina 567,95-5096,95* 98,98 142329 9
T. diabética 635,39 -4399,10 ** 98,05 893,24 19
T. normal 104,07 - 117,611 ** 85.86 16,99

1680,37 697 + 3461,56

s %+ Njo-significativo e significativo (P < 0,05 e P < 0,01), respectivamente.
! Obtidos com todos os dados de cada unidade experimental.

% Soma de quadrado (sq) da regresséo / sq tratamentos.

® Desvio-padrao do coeficiente de regressao.

* Numero de graus de liberdade do residuo puro da regressao.

® Desvio-padrao da diferenca entre os coeficientes: s [d] = (s* ( B1) + % ( B2))".
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Quadro 7 - Correlagdo momento-produto de Pearson ' entre peso e constituintes sangulineos
de coelhos ao final do experimento 1°

Peso Colesterol Triacilglicerois Glicose
Peso 0,35 -0,44 -0,27
Colesterol 0,70 -0,20 -0,43
Triacilglicerois -0,88* -0,42 -—-- 0,77~
Glicose -0,85 -0,25 0,82 -—--

*»** P <0,05eP <0,01, respectivamente.

TA diagonal superior expressa a correlagdo baseada em 8 coelhos testemunhas normais e a
diagonal inferior, em 5 coelhos testemunhas diabéticos.

232 dias apos a aplicagao do aloxano.

Experimento 2

Em coelhos diabéticos, as médias dos niveis dos constituintes sanglineos e do peso,
no decorrer do experimento, indicam pequena diferenga entre os tratamentos quanto aos niveis
de glicose, albumina, creatinina e ao peso, e maiores diferengas com relagdo aos niveis de
colesterol e triacilgliceréis (Figura 6). No entanto, pelo teste t, ao final do experimento, ndo
houve diferengas significativas entre os tratamentos aplicados a esses coelhos, em relagédo a
quaisquer das variaveis determinadas (Quadro 8). Entretanto, dentro de alguns tratamentos,
houve variagdo significativa nos valores iniciais e finais de algumas destas caracteristicas.
Somente os coelhos testemunha normal ganharam peso e apresentaram aumento nos niveis
de creatinina durante o experimento. Somente as testemunhas diabéticas que receberam
naringenina diminuiram o nivel de colesterol. A glicemia diminuiu nas testemunhas diabéticas e
o nivel de albumina diminuiu nas testemunhas diabéticas e nos coelhos que receberam
naringenina. Os coelhos diabéticos, que compunham um mesmo tratamento, apresentaram alta
variabilidade com relagéo as caracteristicas avaliadas, evidenciada pelo intervalo de confianga
de suas médias (Quadro 8).

Baseado nas formas das curvas de variagdes das médias das variaveis determinadas
ao longo do tempo (Figura 6), estimaram-se 3 modelos de regressao para cada tratamento em
funcao do tempo: modelo linear simples, linear hiperbélico e um modelo nao linear: exponencial
negativo. Quando, para o mesmo modelo, ambos os tratamentos aplicados aos coelhos
diabéticos apresentaram alto r (coeficiente de determinagao), foi feita analise de variancia da
regressdo, utilizando os dados do delineamento experimental (regressdo considerando as
repeticdes) e comparagcéo dos coeficientes de regressao ( f%). Essa analise revelou n&o haver
relagao entre o tempo e o nivel de colesterol nos coelhos tratados com naringenina. Os demais
modelos selecionados, mostraram-se adequados. A comparagao dos coeficientes de regressao
entre 2 tratamentos, pelo intervalo de confianga da diferenga entre os coeficientes mostrou que
nao houve diferengcas na variagdo em funcado do tempo entre o tratamento naringenina e a
testemunha diabética para as variaveis niveis de colesterol e de albumina (Quadro 9). As
correlagdes entre peso e constituintes sangiineos sao apresentadas nos Quadros 10 e 11.
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Figura 6 - Médias dos niveis sanglineos (mg.dL ) de triacilglicerdis (A), colesterol (B),

albumina (g.dL‘1) (C), creatinina (D), glicemia (E) e peso (g) (F), em coelhos, no
experimento 2. O dia zero corresponde ao inicio da administragdo dos tratamentos
(- naringenina; A - testemunha diabética e O — testemunha normal).
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Quadro 8 — Peso (g) e concentragdo dos constituintes sangiiineos (mg.dL™") de coelhos
testemunhas e dos que receberam naringenina (experimento 2)

Dias ' Testemunha normal > Testemunha diabética D|apet|co§ ¥
Naringenina
Peso -4 2350,7+2542%a* 2308,0+3767 aA® 2260,0+191,7 aA
29 2850,0 + 270,5 b 2498,0 £ 328,0a A 2340,0£597,0 a A
Colesterol -3 113,21+ 36,9 a 318,4 £228,5 aA 370,6 +286,1 a A
29 123,4+£45,0 a 102,0+£ 25,9 aA 139,8+76,3 b A
Glicose -1 1314+7,8 a 467,1+156,1 a A 4259+ 169,1 aA
29 137,7+9,1 a 392,6 +206,2 b A 392,5+274,8 aA
Triacilgliceréis -3 99,6 £22,7 a 2219,1 £ 3108,3 aA  3300,4 £3793,4a A
29 82,1+26,9 a 98,2+274 a A 125,7+70,6 aA
Creatinina -3 1,3+0,1 a 20+£0,7 a A 1,7+0,3 aA
29 16+02 b 1,9+0,5 aA 1,8+0,1 aA
Albumina -3 50£04 a 48+.4 a A 46+.6 a A
(g.dL 29 42+01 a 41+02 b A 40+02 b A
N de coelhos 7 5 5

' Dias apos o inicio da administragéo do flavondide.

2 Coelhos que nao receberam aloxano.

® Média + intervalo de confianca (Wo.05-

*° Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna, e pela mesma letra maitiscula, na
linha, indicam que ndo houve diferenga significativa entre o valor inicial e o final de cada
constituinte sanguineo, e entre tratamentos, respectivamente, pelo teste t (P < 0,05).

Quadro 9 — Comparacéo dos coeficientes de regressédo entre os tratamentos naringenina e
testemunha diabética (T. diabética) no experimento 2

Variavel (Y)  Tratamento  Parametros ' (%)° F o s(B)°® n* s[d° LC.(B1—B2)oos
Y = & + B.tempo
Colesterol Naringenina 402,41 —7,98 79,75 2,78™°

T. diabética 255,78 - 6,77 80,03 16,76**

Triacilglicerol Narl'ngEfn'lna 2760,81-102,58 95,83 9,27 31,73 20 3814 42,33 +7971
T. diabética  1399,91 — 60,25 63,54 8,84 21,16 20

Y =@+ [A3/tempo
Albumina Naringenina 4,46 - 0,017 76,28 15,06 0,31 20

4
T.diabética  4,62-0,018 7072 3542° 024 20 o0 0001 £0821

' Obtidos com todos os dados de cada unidade experimental.

> Soma de quadrado (sq) da regresséo / sq tratamentos.

3 Desvio-padrao do coeficiente de regressao.

* NUimero de graus de liberdade do residuo puro da regressao.

® Desvio-padrao da diferenca entre os coeficientes: s [d] = (s® ( B+) + s% ( B2))"2.
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Quadro 10 - Correlagdo momento-produto de Pearson ! entre peso e constituintes sanguineos
no inicio do experimento 2 2

Peso Colesterol Glicose Triacilglicer6is Creatinina Albumina

Peso 0,23 0,33 -0,52 0,25 -0,78
Colesterol -0,65* e -0,75* 0,62 0,77 * 0,18
Glicose ° 0,19 0,49 -—-- -0,81* -0,56 -0,67
Triacilgliceréis  -0,67 * 0,98 ** 0,49 -—-- 0,38 0,81~
Creatinina 0,00 -0,10 0,03 -0,10 -0,13
Albumina 0,22 -0,75* -0,41 -0,69 * 0,01 ----

*»** P <0,05eP <0,01, respectivamente.

TA diagonal superior expressa a correlagdo baseada em 7 coelhos testemunhas normais e a
diagonal inferior, em 10 coelhos diabéticos.

2 Oito dias apos a aplicagao do aloxano.

® Baseada nos valores de 10 dias apos a aplicagcao do aloxano.

Quadro 11 - Correlagdo momento-produto de Pearson ! entre peso e constituintes sangliineos
ao final do experimento 2 2

Peso Colesterol  Glicose Triacilgliceréis Creatinina Albumina

Peso - 0,63 -0,13 0,72 0,71 -0,21
Colesterol 0,78 - 0,36 0,89 ** 0,82~ 0,58
Glicose -0,79 -0,63 0,05 -0,04 0,58
Triacilglicerois -0,78 -0,35 0,45 -—-- 0,98 ** 0,29
Creatinina 0,39 -0,28 -0,35 -0,67 - 0,17
Albumina 0,49 0,56 -0,58 0,12 -0,08

*»** P <0,05eP <0,01, respectivamente.

TA diagonal superior expressa a correlagdo baseada em 7 coelhos testemunhas normais e a
diagonal inferior, em 5 coelhos testemunhas diabéticos.

2 Quarenta dias apos inicio da aplicacéo do aloxano.
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4. DISCUSSAO
4.1. Efeito da dose de aloxano na inducédo de diabetes em coelhos

Em muitos estudos sobre diabetes, com duragéo de varias semanas ou até meses,
sdo utilizados animais cobaias, nos quais € induzido diabetes. Assim, ao ser aplicado aloxano,
deve-se utilizar dose que seja suficiente para induzir o diabetes, mas n&o seja tdo alta que
possa matar os animais. A destruicdo da maioria das células B do pancreas que secretam
insulina produz alteragbes complexas e interrelacionadas com a bioquimica de carboidratos,
lipidios e proteinas, equivalentes aquelas observadas no diabetes tipo 1 de humanos (CACINI
et al., 1993).

Neste estudo, ndo houve relagédo linear entre as doses de aloxano e os niveis
sanguineos de glicose, triacilglicerdis e colesterol, devido a grande variabilidade da resposta
dos coelhos a cada dose de aloxano. ZHAO (1987) também observou grande variabilidade
quanto aos efeitos diabetogénicos do aloxano aplicado em coelhos. Uma possivel explicagdo
seria que uma mesma dose de aloxano pode ser suficiente para destruir grande nimero das
células B do pancreas, ou mesmo todas, em um animal, induzindo assim a hiperglicemia, ou
mesmo mata-lo. Enquanto em outros animais, o numero de células (3 destruidas seria pequeno,
nao sendo suficiente para induzir diabetes, o que implicaria em resisténcia ao aloxano.

Aos 4 dias ap6s a aplicagéo do aloxano, 77,8% dos coelhos que receberam aloxano
apresentavam-se diabéticos, indicando resisténcia ao aloxano em 22,2% deles. Nao houve
grandes diferencas nas percentagens de coelhos resistentes a diferentes doses de aloxano,
variando de 20 a 28,7%. Em outros estudos, verificou-se que 20 a 43% dos coelhos
apresentaram resisténcia ao aloxano, embora tenham sido considerados como diabéticos,
coelhos com glicemia maior de 250 mg.dL'1. Essa percentagem varia de acordo com a espécie
de animal cobaia (MINNICH & ZILVERSMIT, 1989; HADOUR et al., 1998; McDOWELL et al.,
1994; PEMBERTOM, 1970; MELLO & LUCIANO, 1995; MARCIANO, 1997; FRINHANI, 1998),
podendo atingir até 100% em gatos (HATCHEL et al., 1986).

As doses de 90 e 105 mg.kg'1 de aloxano, apesar de terem induzido diabetes em
semelhantes percentagens de coelhos que as doses mais elevadas, causaram menor
mortalidade e propiciaram maior numero de sobreviventes diabéticos, sendo entdo
recomendadas para a indugédo de diabetes em coelhos, em experimentos futuros. Em outros
estudos, tem sido verificada mortalidade de 9,5 a 30% de coelhos que receberam doses de 90
a 100 mg.kg™" de aloxano (MINNICH & ZILVERSMIT, 1989; HADOUR et al., 1998; McDOWELL
et al.,, 1994). Em outros animais, também houve variagdo da mortalidade com a aplicagao de
diferentes doses (PEMBERTOM, 1970; HATCHEL et al., 1986; BERTUGLIA et al., 1995;
MELLO & LUCIANO, 1995; KIM et al., 1994; MARCIANO, 1997; FRINHANI, 1998).

O aloxano age especificamente nas células [ das ilhotas pancreaticas, mais
precisamente em sua membrana plasmatica (GORRAY et al.,, 1983), induzindo inicialmente
macica liberagédo de insulina, cuja taxa posteriormente é reduzida abaixo dos niveis normais, o
que ira acarretar hiperglicemia, que em coelhos, pode ocorrer dentro de 48 horas apds a
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aplicagéo do aloxano (WITMER et al., 1992). Essa alta taxa inicial de liberagéo de insulina pode
causar hipoglicemia fatal (GORRAY et al., 1983; BHIMJI & MCNEILL, 1989). Para evita-la é
comum a administragdo de glicose nas primeiras 24 horas apés a aplicagdo do aloxano. Para
tanto, diversas sdo as doses e esquemas de aplicagdo reportados (HATTON et al., 1995;
RICHARDSON et al., 1995; CONTRERAS et al., 1997; TESFAMARIAM et al., 1993; TILTON et
al., 1989; McDOWELL et al., 1994; VARMA et al., 1980; BHIMJI & McNEILL, 1989). Segundo
BHIMJI & McNEILL (1989), essa medida pode reduzir a mortalidade de 100% para menos de
10%.

Os 13 coelhos diabéticos sobreviventes apresentaram glicemia de 315,8 a 642,6
mg.dL™. Na literatura ha registros de niveis de glicose plasmatica em coelhos diabéticos
sobreviventes, apos a administragdo intravenosa de aloxano de 183 = 15 mg.dL™ (HOSNY et
al., 1997) a 566 + 29 mg.dL'1 (média * erro-padrao) (BHIMJI & McNEILL, 1989).

No experimento citado na secdo 2.2.2, foi usado a dose de 100 mg.kg'1 de aloxano.
Morreram 5,6% dos coelhos nos primeiros 5 dias e, dentre os sobreviventes, somente 25% dos
coelhos ficaram diabéticos, com glicemia variando de 204 a 604 mg.dL'1. Essa menor
percentagem de indugédo pode ser devida a diferengas na pericia dos aplicadores do aloxano
ou ao fato dos coelhos néo terem ficado em jejum nas 24 horas que antecederam a aplicagao
do aloxano. A glicose pode anular o efeito do aloxano, protegendo as células (3 das ilhotas da
citotoxicidade do aloxano (BORG et al., 1979; CARTER & YOUNATHAN, 1962; GORRAY et
al., 1983). Elevacgbes variaveis e temporarias na glicemia devido ao estresse podem proteger
contra o efeito téxico do aloxano (GORRAY et al., 1983).

4.2. Efeito do flavonéide naringenina e fruta-de-lobo na glicemia de coelhos diabéticos.

Em ambos experimentos, ndo houve diferencas significativas com relagdo a
quaisquer caracteristicas, entre os tratamentos aplicados aos coelhos diabéticos, tanto pela
comparagao de médias quanto de coeficientes de regressao linear. Isto provavelmente se deve
a alta variabilidade do peso e constituintes sanguiineos apresentada pelos coelhos que
compunham um mesmo tratamento.

SUNDARAM et al. (1996) também nao detectaram diferenga significativa entre os
tratamentos, embora tenham observado redugdes substanciais na glicemia em coelhos
diabéticos, usando formulagdes contendo plantas medicinais e preparagdes minerais com agao
hipoglicemiante adicionada aos hipoglicemiantes orais, tolbutamida ou glibenzamida.

Segundo DALL’AGNOL & POSER (2000), a fruta-de-lobo (Solanum lycocarpum)
possui efeito hipoglicemiante, atribuido ao conteudo de polissacarideos de seu fruto que além
de retardarem o esvaziamento gastrico e, consequentemente, a absorgédo de glicose e outros
metabdlitos para a corrente sanguinea, também agem em sistemas endécrinos afetando a
liberacdo de hormodnios gastrointestinais e reduzindo os niveis plasmaticos de glicose. Um
outro fator que pode estar envolvido no efeito hipoglicemiante do amido da fruta-de-lobo é a
presenga de um glicosidio terpendide, responsavel pelo aumento da utilizacdo de glicose
(MARCIANO, 1997).

Outras espécies de Solanaceae estudadas apresentaram efeitos hipoglicemiantes
diferentes. A diminuigdo da glicemia em ratos por extrato de pimentao (Capsicum annuum L.)
foi atribuida a inibicdo do transporte intestinal da glicose e, ou, de seu metabolismo (IVORRA et
al., 1989). Nao apresentaram efeito hipoglicemiante o jilé (S. gilo), em ratos com diabetes
induzido por aloxano, provavelmente devido a seu baixo teor de fibra (SILVA et al., 1998), e S.
torvum, em pacientes com diabetes tipo 2. A suplementacdo com 17,6 g de p6 de fibra de S.
torvum ndo alterou a concentragdo plasmatica de glicose, lipidios, proteinas glicosiladas,
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aminodcidos totais ou acido urénico (IYER et al., 1992). A administracédo oral de sementes de
Cuminum nigrum L. (Umbelliferae), que contém 8% de flavondides apresentou efeito
hipoglicemiante em coelhos diabéticos, o qual teve inicio 2 horas apds sua administragédo
(AHMAD et al., 2000).

Nas testemunhas normais, em ambos experimentos, entre o inicio e final do
experimento, foi observada variagdo, embora menor que em coelhos diabéticos,
estatisticamente significativa para alguns constituintes sanguineos. Isto é devido a variabilidade
amostral (erro experimental) dos constituintes sanguineos na testemunha normal ter sido muito
menor que nos diabéticos. Isto € uma forte evidéncia que nao houve erro nas determinagdes
(Quadros 5 e 8).

No primeiro experimento, as testemunhas normais apresentaram aumento da
glicemia que porém, permaneceu dentro dos limites considerados normais. Os niveis
plasméticos de glicose, colesterol e triacilglicerdis, observados nessas testemunhas, em ambos
os experimentos, foram préximos daqueles observados em outros estudos: 142,0 + 35,0; 76,0 +
22 e 77,0 £9,0 mg.dL'1, respectivamente (HUANG et al., 1993; MINNICH & ZILVERSMIT
1989). Contudo, dependendo da dieta, os niveis de triacilglicerdis e colesterol podem atingir
263 + 78 € 1793 + 342 mg.dL™", respectivamente (MINNICH & ZILVERSMIT 1989).

No segundo experimento, houve significativa redugdo na glicemia final, em relagéo a
inicial, da testemunha diabética. Em outros estudos também foi observada a redugdo da
glicemia em coelhos diabéticos sem tratamentos, de 426,5 + 20,08 mg.dL'1 (média + erro-
padrdo) para 385,02 + 24,15 mg.dL'1, num periodo de 8 horas (SUNDARAM et al., 1996) e de
340+ 1,4para310+1,3 mg.dL'1, em um periodo de 24 horas (ABDEL-HASSAN et al., 2000).

As variagdes na glicemia, ao longo de ambos experimentos, apresentadas por alguns
coelhos, também foram verificadas por PESSOTO et al. (1997), que aplicaram 100 mg.kg'1 de
aloxano em coelhos e observaram que alguns animais apresentavam, ao longo de 4 meses,
variagdo nos niveis de glicose, apesar de sucessivas aplicagdes de aloxano. Enquanto outros,
deixaram de ser diabéticos ao final do experimento.

No decorrer de ambos os experimentos, 8 dentre 23 coelhos diabéticos tiveram sua
glicemia drasticamente reduzida. Quatro desses coelhos receberam naringenina e os outros 4
eram testemunhas, evidenciando que essa redugao nao foi devido ao flavondide. Em 5 desses
coelhos, a redugéo na glicemia final em relagéo a inicial foi cerca de 50% e nos outros 3, de
aproximadamente 25%. Em 4 coelhos a glicemia retornou a niveis normais. De modo geral,
esses coelhos apresentavam as menores glicemias iniciais, dentre os diabéticos. O aloxano
produziu diabetes em porquinhos-da-india, mas os sinais do diabetes desapareceram 2
semanas depois (GORRAY, 1986a). Em coelhos que receberam aloxano, ZHAO (1987)
observou a ocorréncia de hiperglicemia apenas temporariamente.

Esses resultados sugerem que coelhos com diabetes severa, induzida por aloxano,
podem apresentar recuperagdo espontanea. Estudos histopatolégicos seriam necessarios para
a confirmacgao.

Uma possivel explicagdo para essa reducao da glicemia é que nem todas as células 3
pancreaticas desses 8 coelhos tivessem sido destruidas pelo aloxano, ocorrendo regeneragéo
a partir das células que permaneceram intactas. Logothetopoulos (1972) citado por VAN
ASSCHE (1979), demonstrou a existéncia da capacidade regenerativa das células f3
pancreaticas, embora limitada. A regeneracao de ilhotas e aumento da tolerdncia a glicose
foram observados por Yonemura et al. (1984), citados por BAEZA et al. (1996), apés a
administragdo de inibidores de polissintetase, como a nicotinamida, em ratos que tiveram 90%
do péncreas retirados cirurgicamente. Em porquinhos-da-india, GORRAY (1986b) observou
que apos a aplicagdo do aloxano, o nivel de insulina decresceu em 24 horas, retornando ao
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normal 72 horas apds a aplicagdo. Nesse mesmo tempo, o volume das células 3 de ilhotas
pancreaticas, que havia sido reduzido, retornou ao normal, devido a regranulagdo ou
regeneragao.

Diversos autores observaram aumento dos niveis de insulina e, ou, redugdo da
glicemia em animais diabéticos, tratados com cha preto (GOMES et al.,, 1995) ou plantas
medicinais (LAMELA et al.,, 1986; ABDEL-BARRY et al., 1997; AJABNOOR & TILMISANY,
1988). Esses autores sugerem que isso se deve a sobrevivéncia de células (3 e a possibilidade
de regeneracdo das mesmas, apos a aplicagdo de aloxano ou estreptozotocina, beneficiadas
pela acdo de flavonoides. Segundo ZARZUELO et al. (1996), o efeito antioxidante dos
flavondides poderia contribuir para a regeneragdo das células [3 observada, apds a
administragdo oral, durante 20 dias, de luteolina 5-rutinoside a ratos com diabetes induzido por
estreptozotocina. Houve um aumento da insulina pancreatica e do conteltdo de DNA
comparado ao grupo controle.

No primeiro experimento, em todos os tratamentos, exceto o de fruta-de-lobo, houve
ganho significativo de peso, e no segundo, somente a testemunha normal ganhou peso. O
ganho de peso observado nos coelhos normais era esperado, pois acredita-se que os mesmos
apresentavam niveis de insulina normais. A insulina facilita o transporte de aminoacidos para
as células, particularmente para o musculo, onde estimula a sintese protéica, e interfere na
replicagdo e na diferenciagdo celular, resultando em ganho de peso (PAGANO et al., 1998;
MARZZOCO & TORRES, 1999).

Quase todos os coelhos com glicemia superior a 500 mg.dL'1 perderam peso.
Contudo a maioria dos coelhos diabéticos ganhou peso. Os 8 coelhos diabéticos que
apresentaram grande redugédo da glicemia, foram os que tiveram maior ganho de peso.
PAGANO et al. (1998) e WITMER et al. (1992) também verificaram ganho de peso em coelhos
diabéticos, embora menor que o de coelhos normais. Supde-se que o ganho de peso seja
devido ao fato de que o nivel de insulina desses coelhos ndo era muito menor que o normal.
Coelhos normais e diabéticos tiveram niveis de insulina de 39,6 + 2,9 € 29,9 + 5,6 uU.mL'1 e de
glicose de 93 + 6 e 566 = 29 mg.dL'1 (média % erro-padréo), respectivamente (BHIMJI &
McNEILL, 1989).

GORRAY et al. (1986b) mostraram que animais tratados com aloxano ndo ganharam
peso nas primeiras 96 horas, periodo em que os niveis de insulina estavam menores que nos
animais controle. Quando os niveis de insulina se estabilizaram, entre 96 e 120 horas, houve
ganho de peso, com consumo alimentar semelhante ao dos animais controle.

A aplicagao de 200 mg.kg'1 de aloxano em porquinhos-da-india ndo produziu efeito
no peso, no primeiro dia. Porém 14 dias apds, os animais controle e tratados com aloxano
tiveram aumento de 30% em relagéo ao peso antes da aplicagdo. Concomitantemente, o nivel
de insulina foi reduzido 30% no primeiro dia e retornou ao normal no 14° dia, nos animais que
receberam aloxano. Contrariamente, os animais que receberam a mesma dose de
estreptozotocina, tiveram redugéo de peso de 25% em relagdo ao peso inicial e apresentaram
declinio progressivo nos niveis de insulina, atingindo niveis menores de 40%, no 14° dia
(GORRAY et al., 1986a).

No presente estudo, ndo houve ganhos significativos de peso nos coelhos diabéticos
que receberam amido de fruta-de-lobo. Reis et al. (1996), citados por DALL’AGNOL & POSTER
(2000), observaram perda de peso em animais 9 dias apds tratamento com fruta-de-lobo.
MARCIANO (1997) também observou que quanto maior a percentagem de amido de fruta-de-
lobo na dieta de ratos, menor foi 0 ganho de peso. SA et al. (2000) ndo observaram alteragdo
de peso em ratos ou camundongos recebendo fruta-de-lobo, embora tenham observado perda
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de peso na prostata de camundongos, e devido a isso, sugeriram a ocorréncia de efeito toxico
no sistema reprodutor masculino.

O colesterol, um esterol produzido principalmente no figado a partir do acetato, é
transformado em acidos biliares que sao eliminados na bile. Tais acidos séo reabsorvidos no
intestino delgado, voltando ao figado. Essa circulagdo entero-hepatica parece controlar a
producao de colesterol por meio de um mecanismo de auto-regulagdo negativa. O colesterol
total é constituido de colesterol livre e esterificado. A esterificagdo € sua combinagdo com
acidos graxos (MILLER, 1986). Em humanos, os valores normais de colesterol total, no sangue,
variam entre 150 a 250 mg.dL'1. Nos diabéticos, os niveis sdo elevados, podendo chegar a
3600 mg.dL'1 (LIMA, 1985). Em coelhos, ha registros dos niveis de colesterol em normais e
diabéticos de 71 + 6 e 227 + 27 mg.dL'1 (média £ erro-padrdo), respectivamente (BHIMJI &
McNEILL, 1989).

Os niveis de triacilgliceréis, ésteres de acidos graxos com glicerol, em humanos
normais, variam de 50 a 150 mg.dL'1, sendo maiores nos diabéticos (LIMA, 1985). Em coelhos
normais e diabéticos sdo de 55+ 6 e 179 + 14 mg.dL'1 (média + erro-padrao), respectivamente
(BHIMJI & McNEILL, 1989).

Em ambos experimentos, quase todos os coelhos diabéticos apresentaram altos e
variaveis niveis de triacilgliceréis e colesterol, até cerca de 12000 e 600 mg.dL'1,
respectivamente, na primeira determinacédo apds a aplicagao do aloxano. A determinagao da
concentragcdo sangiinea dos constituintes sanglineos foi feita por métodos colorimétricos, e a
coloragao branca do soro pode ter interferido nos valores. Nos coelhos diabéticos, no inicio do
experimento 1, observou-se alta correlagdo entre os niveis de glicemia, triacilgliceréis e
colesterol. A correlacao entre triacilglicerdis e colesterol foi alta no inicio e baixa no final dos
experimentos.

Niveis de triacilgliceréis plasmaticos variando de 100 a 5500 mg.dL™ foram
observados em coelhos que receberam a mesma quantidade de aloxano. Em coelhos
diabéticos, os niveis de colesterol e triacilglicerois foram aproximadamente 3000 e 500 a 7500
mg.dL'1, respectivamente, apés 3 a 4 semanas com dietas contendo esses constituintes
(MINNICH & ZILVERSMIT, 1989).

Os elevados niveis iniciais de triacilgliceréis e colesterol de todos coelhos diabéticos,
recebendo ou ndo tratamento, foram reduzidos, retornando a niveis normais, entre 10 a 30 dias
ap6s a aplicacdo do aloxano. Apenas 1 coelho apresentou aumento destes constituintes
sangulineos. Esse coelho, cujos dados ndo foram considerados na analise deste estudo, ao ser
sacrificado no dia da ultima coleta de sangue, apresentava caracteristicas de problemas renais.
O rim tinha cor e tamanho anormais.

Utilizando-se cultura de células de hepatécitos de ratos, a sintese e secregdo de
lipidios foram estimuladas em baixas concentragdes de insulina. Contudo, em altas
concentragdes, a sintese continuou a ser estimulada e a secregéo foi reduzida (BJORNSSON
et al., 1992). BHIMJI & McNEILL (1989) constataram que todos coelhos diabéticos tiveram
elevacgdes significativas nos niveis de colesterol e triacilgliceréis. Apés a administracdo de 100
ou 150 mg.kg” de aloxano, coelhos diabéticos apresentavam niveis similares aos coelhos
normais, de colesterol plasmatico e de triacilgliceréis (PAGANO et al., 1998; HADOUR et al.,
1998). Este ultimo realizou a coleta de sangue 48 horas apds a aplicagao do aloxano. Talvez o
periodo de 48 horas nao tenha sido suficiente para desenvolver a hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia. De 18 coelhos hiperglicémicos e hiperlipidémicos somente 4
apresentavam-se hiperlipidémicos 1 ano apés a administragdo de aloxano (WITMER et al,,
1992).
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Embora os tratamentos utilizados neste estudo ndo demonstraram efeito significativo
na reducéo dos niveis de triacilgliceréis e colesterol, outros estudos verificaram esse efeito com
0 uso de plantas medicinais e produtos vegetais (HUANG et al., 1993; IIZUKA et al., 1998).
KUROWSKA et al. (1997) constataram que coelhos hipercolesterolémicos recebendo suco de
laranja ou uva, que representam importantes fontes de naringenina, tiveram niveis de
colesterol-LDL menores (43 e 32%, respectivamente) que os controles.

No segundo experimento, avaliaram-se também os niveis de albumina e creatinina. A
albumina, uma proteina plasmatica, cuja sintese ocorre no figado, desempenha funcgdes
biolégicas como ligagdo e transporte de numerosas substancias tais como: ions metalicos,
aminoacidos, horménios, acidos graxos, bilirrubina, enzimas, metabdlitos ou produtos toxicos.
Desempenha importante papel na manutengdo da pressdo osmética devido ao seu peso
molecular relativamente baixo. Em humanos, os niveis plasmaticos normais variam de 3,5 a 5,0
g.dL" (MILLER, 1986; LIMA, 1985).

A creatinina é o elemento nitrogenado do sangue com concentragdo menos variavel.
E um anidrido da creatina, que é um derivado da guanina. No organismo, em condicdes
normais, creatina se transforma em creatinina. (LIMA, 1985). Durante a contragdo muscular, a
fosfocreatina libera creatina, acido fosférico e mais 1100 calorias. Durante o repouso, a creatina
reverte em fosfocreatina, obtendo energia da decomposicdo do glicidio no musculo
(LEHNINGER, 1985; MARZZOCO & TORRES, 1999). A creatinina é eliminada do plasma por
filtracdo glomerular e ndo é reabsorvida nos tubulos em grau significativo. A concentragédo de
creatinina plasmatica é interpretada como taxa de filiragdo glomerular (MILLER, 1986;
MARZZOCO & TORRES, 1999).

Durante o periodo experimental, houve oscilagao nos niveis de creatinina. Somente
os coelhos testemunha normal apresentaram aumento significativo, devido a pequena
variabilidade entre os individuos desse tratamento. Com excecao de 1 coelho diabético, todos
os demais apresentaram niveis de creatinina entre 1 a 2 mg.dL'1. Estes s&o os limites normais
em humanos (LIMA, 1985; MILLER, 1986). Segundo McDOWELL et al. (1994), os niveis de
creatinina plasmatica de coelhos diabéticos induzidos com 150 mg.kg'1 de aloxano na veia da
orelha, foram maiores (1,3 + 0,1 mg.dL'1) que os niveis de coelhos normais (0,9 + 0,1 mg.dL'1)
(média + erro-padrao), corroborado por PAGANO et al. (1998). O medicamento daflon nao
afetou os niveis de creatinina de pessoas diabéticas (VALENSI et al., 1996).

Neste estudo, houve reducado significativa do nivel de albumina, nos coelhos
diabéticos. Segundo WITMER et al. (1992), a taxa de catabolismo de albumina de coelhos
diabéticos foi 25 a 30% menor que nos coelhos controles. A patogénese de doencgas
vasculares no diabetes envolve alteragbes no mecanismo homeostatico como, alteragbes na
fungdo plaquetaria, na funcdo celular endotelial plaquetaria e no balango homeostatico,
particularmente das proteinas plasmaticas envolvidas na coagulagdo. O figado de ratos
diabéticos tem capacidade reduzida para sintetizar e secretar certas proteinas plasmaticas,
particularmente albumina, in vitro e in vivo. Para manter um balango homeostatico na
circulagao, a taxa de catabolismo dessas proteinas deve ser proporcionalmente reduzida em
mamiferos diabéticos (HATTON et al., 1995).
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CAPITULO 2

EFEITO DA DIETA E DO FLAVONOIDE NARINGENINA NA GLICEMIA E OUTROS
CONSTITUINTES SANGUINEOS DE RATOS DIABETICOS

1. INTRODUCAO

A terapia do diabetes, com o objetivo de manter a glicemia em niveis normais e evitar
as complicagcbes secundarias, inclui atividade fisica, dieta adequada, insulina e medicamentos
(HA & LEAN, 1998).

Os medicamentos hipoglicemiantes orais como biguanidas e sulfoniluréias sao
capazes de manter a normoglicemia e retardar o surgimento de complicagdes do diabetes.
Porém, em 25% dos pacientes, a eficiéncia desses medicamentos, inicialmente alta, é perdida
com o uso prolongado e, em 3% dos pacientes, ocorrem efeitos adversos. A hipoglicemia € um
importante efeito adverso das sulfoniluréias, podendo ser fatal (SUNDARAM et al., 1996).

Radicais livres de oxigénio, altamente reativos, causam dano as células f3
pancreaticas, induzindo ou agravando o diabetes e podem ainda contribuir para o surgimento
de complicagdes secundarias. Atualmente, muitos estudos tém enfocado o efeito de compostos
antioxidantes, como carotendides e flavondides, na terapia e prevencao de diversas doencgas
(HA & LEAN, 1998).

O flavondide naringenina tem nos citros uma de suas principais fontes (BRONNER &
BEECHER, 1995). Como o Brasil é o segundo maior produtor mundial de citros (FAO, 2000), a
naringenina pode vir a ser um dos principais flavonodides disponiveis na dieta.

Este estudo teve o objetivo de avaliar o efeito da naringenina na glicemia e nos niveis
de outros constituintes sanglineos de ratos com diabetes induzido por aloxano.
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratérios de Nutricdo Experimental e de
Biofarmacos dos Departamentos de Nutricdo e Saude (DNS) e de Bioquimica e Biologia
Molecular, respectivamente, da Universidade Federal de Vigosa.

Estudaram-se os efeitos, na glicemia e também em outros constituintes sangliineos
de ratos diabéticos, do flavondide naringenina e de duas dietas: Dieta AIN-93G (REEVES et al.,
1993) (dieta basica) e AIN-93G rica em sacarose (dieta modificada) (Quadro 12). Realizaram-
se 3 experimentos fatoriais, com 2 niveis (Quadro 13). O delineamento experimental foi o
inteiramente casualisado, sendo cada rato uma unidade experimental. Utilizaram-se ratos
albinos, machos da raga Wistar, adultos, pesando entre 200 e 300 gramas, provenientes do
biotério do DNS. Os animais foram mantidos individualmente em gaiolas de arame, onde
receberam alimento e dgua destilada ad libitum, em comedouros e bebedouros individuais, em
ambiente com fotoperiodo de 12 horas e temperatura na faixa de 22 a 24°C. Apos periodo de
adaptacdo de 2 a 4 dias, foi administrada por via intravenosa, visando a obtencdo de ratos
diabéticos, suspensado de aloxano (2,4,5,6-tetraoxoexaidropirimidina monoidratado) (Sigma”) a
150 mg.mL'1, tendo como veiculo solugao fisiolégica de NaCl 0,9%. Essa alta concentragédo da
suspensao foi utilizada com o objetivo do volume injetado ser inferior a 0,2 mL. Dose de
aloxano de 60 mg.kg'1 de peso corporal foi aplicada apds um periodo de jejum de 16 horas, na
veia lateral da cauda. Para tal, utilizaram-se seringas descartaveis de 1 ml, com agulhas
hipodérmicas. O animal foi contido em um imobilizador, constituido de uma secao de tubo PVC
com cerca de 20 cm de comprimento, tendo uma tampa de encaixe perfurada em uma das
extremidades para a circulagao do ar e, na extremidade oposta, outra tampa perfurada no
centro para a passagem da cauda do animal.

A glicemia foi determinada pelo método enzimatico de glicose oxidase com o kit
Biolab” utilizando-se o analisador multiparamétrico automatico Alizé". Foi retirado cerca de 1
mL de sangue da cauda de cada rato por incisdo na sua extremidade final. O sangue foi
coletado gota a gota em tubos de Duran e centrifugado a 7100 x g durante 15 min. O soro
sobrenadante foi analisado. Concomitantemente, foram determinados os niveis de
triacilglicerdis, creatinina, albumina e colesterol total, doravante referido apenas como
colesterol. A determinacdo dos triacilgliceréis séricos foi enzimatica. A lipase degrada os
triacilgliceréis em glicerol e acidos graxos. O glicerol obtido, reage com ATP, em presencga da
glicerolquinase, formando glicerol-3-fosfato e ADP. O glicerol-3-fosfato é oxidado a
dihidroxiacetonafosfato, pelo glicerol-3-fosfato oxidase, liberando agua oxigenada. Esta,
juntamente com paraclorofenol e amino 4 antipirina, em presenga da peroxidase, transforma-se
no cromogeno que absorve em 505 nm. A determinagdo da concentracdo sanglinea de
creatinina consiste em medir o composto formado durante 1 minuto da reagdo entre a
creatinina e o acido picrico, que absorve em 492 nm. A albumina sérica foi quantificada
colorimetricamente com verde de bromo cresol, tampao succinato e mertiolate de sddio e
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Quadro 12 - Composicdo (%) das dietas modificada e basica AIN-93G, formulada para
roedores em fase de crescimento, gestacao e lactacao

Ingredientes Basica Modificada

Caseina 20,00 20,00
Sacarose 10,00 47,95
Oleo de soja 7,00 7,00
Fibra (celulose microfina) 5,00 5,00
Mistura de minerais * 3,50 3,50
Mistura de vitaminas * 1,00 1,00
L-cistina 0,30 0,30
Bitartarato de colina 0,25 0,25
Amido dextrinizado 13,20 -

Amido de milho (maisena) 39,75 15,00

* Mistura de minerais e de vitaminas segundo AIN-93G-MX e AIN-93G-VX, respectivamente
(REEVES et al., 1993).

Quadro 13 — Tratamentos e nimero de ratos em cada experimento

Numero de animais

Tratamentos Experimento

1 2 3
Testemunha normal + dieta basica ' 5 5
Diabéticos (testemunha) + dieta béasica 5 6 5
Diabéticos + naringenina + dieta basica 5 6 5
Testemunha normal + dieta modificada 2 5 5
Diabéticos (testemunha) + dieta modificada 8 7 8
Diabéticos + naringenina + dieta modificada 6 8 8

"Dieta AIN — 93G (vide Quadro 12).
? Dieta AIN — 93G modificada (com 47,95% de sacarose).

analisados no comprimento de onda de 628 nm. A determinacdo colorimétrica do colesterol
total baseia-se na transformacgao do colesterol esterificado em colesterol e acidos graxos,
mediado pela colesterol esterase. O colesterol formado é oxidado pela colesterol oxidase em
colesten-4-ona-3, liberando agua oxigenada que juntamente com o fenol e amino 4 antipirina,
pela agao da peroxidase, sado transformados no cromdégeno que absorve em 500 nm.

Semanalmente foram determinados o peso € o consumo alimentar de cada rato. A
cada dia, pela manhg, retirava-se o comedouro da gaiola de cada rato, a excegcdo das
testemunhas, introduzindo-se novo comedouro contendo cerca de 2 g de dieta adicionada de
20 mg de naringenina. Apds os ratos terem consumido toda essa mistura, recolocava-se o
comedouro contendo somente a dieta.

2.1. Experimento 1

Utilizaram-se 82 ratos, onde metade recebeu dieta basica e metade, dieta modificada.
Administrou-se aloxano em 36 ratos de cada dieta e os outros 10 constituiram a testemunha
normal. Nove dias apds, avaliou-se a glicemia. Os ratos que receberam aloxano e
apresentaram glicemia menor que 115 mg.dL'1 foram descartados, enquanto os demais, em
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cada dieta, foram divididos em 2 tratamentos, que iniciaram no dia seguinte: os que receberam
20 mg de naringenina e a testemunha diabética.

Aos 8, 15 e 29 dias apds o inicio da administracdo de naringenina, foi realizada a
coleta de sangue da cauda do rato e a determinagdo da concentragdo dos constituintes
sanglineos.

2.2. Experimento 2

Utilizaram-se 80 ratos, onde metade recebeu dieta basica e metade, dieta
modificada. Administrou-se aloxano em 35 ratos de cada dieta e os outros 10 constituiram a
testemunha normal. Visando evitar hipoglicemia nas primeiras 24 horas apés a injecdo do
aloxano, foram adicionadas 2 g de sacarose aos comedouros dos ratos que recebiam dieta
basica, 4 e 8 horas apds a injecao do aloxano. Seis dias apds, avaliou-se a glicemia. Os ratos
que receberam aloxano e apresentaram glicemia menor que 120 mg.dL'1 foram descartados,
enquanto os demais, em cada dieta, foram divididos em 2 tratamentos, iniciados no dia
seguinte: a testemunha diabética e os que receberam 20 mg de naringenina adicionadas a
dieta, diariamente.

Aos 7, 14 e 27 dias apods o inicio da administracdo de naringenina, foi realizada a
coleta de sangue e determinacdo dos constituintes sanglineos. Apds essa Ultima coleta, 12
ratos (6 recebendo dieta basica e 6 recebendo dieta modificada) que receberam apenas
aloxano tiveram as dietas trocadas, ou seja, aqueles que haviam recebido dieta basica
passaram a receber a dieta modificada, e vice versa. Quatorze dias apds essa troca,
determinaram-se os constituintes sanguineos desses ratos.

2.3. Experimento 3

Aplicou-se aloxano em 50 ratos, dos quais 25 receberam dieta basica e os outros 25
dieta modificada. Na tentativa de evitar a hipoglicemia inicial que pode ocorrer logo apés a
aplicacdo do aloxano, todos os ratos receberam soro glicosado (0,9% de NaCl e 10% de
glicose) em substituigdo a agua destilada, por 24 horas. Oito dias apds, avaliou-se a glicemia.
Os ratos que apresentaram glicemia menor que 120 mg.dL'1 foram descartados, enquanto os
demais foram divididos em 2 grupos, constituindo 2 tratamentos, iniciados no dia seguinte: um
grupo foi a testemunha diabética e o outro recebeu 20 mg de naringenina adicionadas a dieta,
diariamente.

Aos 6, 12 e 26 dias apds o inicio da administragao de naringenina, foi realizada coleta
de sangue e determinagdo da concentragcdo dos constituintes sangiineos de todos os ratos
conforme descrito anteriormente. Apds essa Ultima coleta, 12 ratos que n&o receberam
naringenina tiveram as dietas trocadas, ou seja, aqueles que haviam recebido dieta basica
passaram a receber a dieta modificada, e vice versa. Quatorze dias apds essa troca,
determinaram-se os constituintes sanguineos desses ratos.

2.4. Analises estatisticas
Todos os delineamentos foram inteiramente casualizados com 4 tratamentos e a
analise dos dados foi fatorial.

Foi feita analise de varidncia de medidas repetidas, entre os tratamentos e dietas
aplicados aos ratos diabéticos, quanto ao peso e constituintes sangtiineos. O experimento foi
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considerado como delineamento em parcelas subdivididas, tendo as épocas de avaliagdo como
subparcelas.

Para as caracteristicas que apresentaram alto coeficiente de variagdo (maior que
30%), procedeu-se a analise de covaridncia da caracteristica ao final do experimento,
considerando como covariavel o seu valor no inicio do experimento, objetivando reduzir o erro
experimental.

A andlise de covaridncia (ANCOVA) dos constituintes sanglineos e do peso ao final
do experimento, considerando como covariavel a respectiva variavel determinada no inicio do
experimento objetiva reduzir o erro experimental. Entretanto, para algumas caracteristicas, nao
foi possivel realizar andlise de covaridncia devido a ndo homogeneidade dos coeficientes de
regressao (de todos os tratamentos) da variavel em relagdo a covariavel.

As analises de correlagdo objetivaram constatar se alguns dos constituintes seria
altamente correlacionado de forma consistente; em outros estudos, seria analisado apenas um
deles.

Todas andlises estatisticas foram processadas com o programa “Statistica for
Windows 5.5” (STATSOFT, 2000).
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3. RESULTADOS
3.1. Experimento 1

Foi avaliado, durante 30 dias, o efeito do flavondéide naringenina e de duas dietas nos
constituintes sanguineos, peso e consumo alimentar de ratos, nos quais foi previamente
induzida hiperglicemia por meio da aplicagéo de aloxano.

Aos ratos que ndo receberam aloxano (testemunha normal), a dieta modificada
proporcionou maior nivel de albumina no soro dos animais, ao final do experimento que a dieta
béasica (Quadro 14).

Dentre os ratos que receberam aloxano, em avaliagdo feita 7 dias apds, a dieta
basica proporcionou maior consumo alimentar e a dieta modificada, nivel mais elevado de
creatinina. Quanto aos demais constituintes sangiiineos nao houve diferengas entre as médias
das duas dietas (Figura 7). Os valores de creatinina foram 0,81 + 0,09 mg.dL'1 e 1,01 £ 0,13
mg.dL™ para as dietas basica e modificada, respectivamente.

Sete dias apds a aplicagdao de aloxano em 72 ratos, dentre os 36 que consumiram
dieta basica, 25% haviam morrido, antes da primeira determinagao da glicemia, e 51,9% dos
sobreviventes apresentaram-se diabéticos (glicemia > 120 mg.dL'1). Dentre os que consumiram
dieta modificada, 11,1% morreram e 75% dos sobreviventes apresentaram-se diabéticos
(Quadro 15). Selecionaram-se 24 ratos diabéticos para estudar os efeitos das dietas e da
naringenina.

A média dos constituintes sangilineos, peso e consumo alimentar, para cada
tratamento, no decorrer do experimento, é apresentada nas Figuras 8 e 9. A variagao
percentual em relagdo a testemunha diabética que consumiu dieta basica é apresentada no
Quadro 16.

Comparando-se os valores de cada -caracteristica, no inicio e no final do
experimento, verificou-se que a testemunha normal apresentou aumento de peso e do nivel de
colesterol e diminuigdo do nivel de albumina, independente da dieta, e aumento do nivel de
triacilgliceréis com o uso da dieta modificada. Em ratos diabéticos, o peso aumentou, exceto
em ratos que consumiram dieta basica e naringenina, a glicemia ndo apresentou variagédo e o
nivel de albumina diminuiu. Houve diminuicdo do nivel de creatinina apenas em ratos que
consumiram dieta modificada e naringenina (Quadro 17).

Foi feita analise de variancia de medidas repetidas, entre os tratamentos e dietas
aplicados aos ratos diabéticos, quanto ao peso e constituintes sangtiineos. O experimento foi
considerado como delineamento em parcelas subdivididas, tendo as épocas de avaliagdo como
subparcelas (Quadro 18). Para as caracteristicas peso, glicemia e nivel de creatinina e
triacilglicerdéis, as quais apresentaram alto coeficiente de variagdo (maior que 30%), procedeu-
se a analise de covariancia da caracteristica ao final do experimento, considerando como
covariavel o seu valor no inicio do experimento, objetivando reduzir o erro experimental
(Quadro 19). Ndo foi possivel realizar analise de covaridncia da glicemia devido a nao
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homogeneidade dos coeficientes de regressdo (de todos os tratamentos) da variavel em

relacdo a covariavel.

Foi estimada a correlagdo entre peso, consumo alimentar e os constituintes
sanglineos de ratos testemunhas normais e testemunhas diabéticas, no inicio (Quadro 20) e

no final do experimento (Quadro 21).

Quadro 14 — Efeito das dietas no peso (g), consumo alimentar (g) e constituintes sanguineos
(mg.dL'1) de ratos que ndo receberam aloxano (testemunha normal) (experimento

1)

Dias apo6s Dieta -
nicio diota_ Bésica  Modificaga T (testet)  Probabilidade
Peso 2 280,0 2744 0,319 0,758
42 355,0 369,3 -0,558 0,594
Consumo alimentar total 3 a 41 630,2 581,2 0,697 0,506
Creatinina 10 0,82 0,71 0,577 0,580
42 0,74 0,69 0,491 0,638
Colesterol 10 101,8 108,1 -0,705 0,501
42 139,2 138,1 0,081 0,938
Triacilglicerois 10 98,9 114,7 -0,925 0,382
42 134,1 158,8 -1,107 0,305
Glicose 10 121,7 147.,5 -2,793 0,027
42 151,1 129,7 0,568 0,599
Albumina’ 10 4,78 4,85 -0,710 0,498
42 4,37 4,60 -2,625 0,034

" Albumina em g.dL™".
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O Dieta basica o Dieta modificada

Glicose el
Albumina* |
Tg™ | |_|—|_||—|
Colesterol | ",_ﬁ
Creatinina |

. I
Consumo alimentar

0 5 100 150 200

Figura 7 — Efeito das dietas no consumo alimentar (7 dias) (g) e constituintes sanguineos
(mg.dL™ de sangue) de ratos sobreviventes, 7 dias apos aplicagéo de aloxano (9
dias para glicose). A barra representa o |.C.(4)o95. 27 ratos receberam dieta basica
e 32, dieta modificada. Houve diferencas entre as médias das duas dietas pelo
teste t $P<0,05), com relagédo ao consumo alimentar e creatinina (experimento 1).
(* g.dL™, ** triacilglicerdis).

Quadro 15 — Numero de ratos mortos e diabéticos (experimento 1)

Numero de Ratos
Glicemia > 120 mg.dL”

Aloxano Dieta Total Mortos' Tratamento 2 _D_|as apos inicio da ~
administragéo do flavonoide
-1 8 15 29
Nao Basica 5 0 TN 1 2/4 2/4 2/5
Modificada 5 0 TN 5 1/5 1/4 3/4
Sim Basica 36 09 TD 14° 3/5 2/5 3/5
Naringenina 3/5 4/5 3/5
Modificada 36 04 TD 24° 7/8 7/8 7/8
Naringenina 4/5 5/6 5/6

" Na primeira semana apds a aplicagdo do aloxano, antes da determinagao da glicemia inicial.
2 TN, TD: testemunhas normal e diabética, respectivamente.

Foram selecionados 10 e 14 ratos que consumiram dieta basica e modificada,
respectivamente, os demais foram descartados.
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Figura 8 - Médias dos niveis sangtiineos de triacilglicerois (A e B), colesterol (C e D), albumina
(E e F) e creatinina (G e H), em ratos com dieta basica (simbolo vazio) ou modificada
(simbolo cheio) no experimento 1. O dia zero corresponde ao inicio da administracao
do flavondide (O - naringenina; - testemunha diabética e A — testemunha normal).
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diabética e A — testemunha normal) e consumo alimentar total (E) em ratos
alimentando-se de dieta basica (DB, simbolo vazio) ou modificada (DM, simbolo
cheio), no experimento 1. O dia zero corresponde ao inicio da administragdo do
flavondide.
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Quadro 16 — Variagdo média (%) do peso e constituintes sanglineos de ratos diabéticos, em
relagéo a testemunha diabética que recebeu dieta basica (experimento 1)

Tempo (dias)

Tratamentos 8 15 22 29
Peso

Dieta modificada 4,24 1,01 1,07 -5,33

Dieta basica + naringenina 15,14 14,18 11,34 7,62

Dieta modificada + naringenina 7,80 5,49 5,42 1,68
Creatinina

Dieta modificada 7,68 4,59 6,63

Dieta basica + naringenina 2,71 -19,24 -9,55

Dieta modificada + naringenina 8,43 -2,33 4,90
Colesterol

Dieta modificada 8,69 -3,71 -3,68

Dieta basica + naringenina 5,31 -7,67 -4,14

Dieta modificada + naringenina 3,14 5,79 4,76

Triacilglicerois

Dieta modificada -5,42 11,67 17,94

Dieta basica + naringenina -12,48 -3,58 -11,90

Dieta modificada + naringenina -11,29 9,14 1,89

Glicose

Dieta modificada 25,08 104,152 37,16

Dieta basica + naringenina -27,64 -1,26 -36,39

Dieta modificada + naringenina 38,45 30,32 16,61
Albumina

Dieta modificada 5,52 -4,31 -1,21

Dieta basica + naringenina 6,61 -4,75 -1,41

Dieta modificada + naringenina 3,21 -1,81 -1,14

! Dias apos o inicio da administragao do flavondide.
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Quadro 17 — Concentragéo dos constituintes sanguineos (mg.dL'1), peso (g) e consumo alimentar total (g) dos ratos testemunhas e dos que receberam
naringenina, segundo a dieta (experimento 1)

Dias apés — Dieta —
i S Basica Modificada
Variavel Inicio
aplicagao Testemunha Diabéticos Diabéticos + Testemunha Diabéticos Diabéticos +
flavonoide normal ' testemunha naringenina normal testemunha naringenina
Creatinina -3 0,82+0,49% a° 1,04 £0,40 a 0,75+0,12 a 0,71+0,21 a 0,90+0,42 a 1,06 £0,25 a
29 0,74+0,21 a 0,80+0,25 a 0,72+0,17 a 0,69+0,13 a 0,85+0,50 a 0,84+0,16 b
Colesterol -3 101,8£20,8 a 118,8 £ 25,7 a 110,0+ 21,5 a 108,1+134 a 115,9+435 a 131,3+19,3 a
29 139,2+244 b 135,3+ 16,2 a 129,7+ 116 a 138,1+£34,7 b 130,3+ 35,0 a 141,8+ 16,2 a
Triacilglicerois -3 98,9+251 a 1124 +424 a 132,9+356 a 114,7 £ 40,0 a 108,2+62,5 a 158,5+50,9 a
29 134,1+474 a 152,9+ 39,8 a 134,7 +49,5 a 158,8 +40,5 b 180,4 + 130,5 a 155,8 + 53,6 a
Glicose -1 121,7+14,5a 153,2+34,2 a 138,4+18,1 a 147,5+20,4 a 197,4+£168,6 a 184,0+100,9 a
29 151,1+103,3a 195,9+213,4a 1246 + 27,0 a 129,7 £+ 20,4 a 268,7 £ 371,1 a 2285+ 2235a
Albumina (g.dL'1) -3 4,78 +0,23 a 468 +0,32 a 4,62 +0,08 a 485+0,15a 4,78 £ 0,32 a 4,73+0,34 a
29 437+0,18b 425+0,40b 419+0,10b 460+0,17b 420+042b 420+£0,11b
Peso (g) -1 291,2+39,3a 256,0+60,1 a 2948 +298 a 2954 +32,6 a 282,1+87,3 a 279,5+436 a
29 355,0+60,5 b 338,8+948 b 364,6 +38,6 a 369,3+23,7 b 320,8+104,6 b 3445+68,8 b
;‘I’m”;‘]?;f otal (q) 1228 492,7 + 82,1 574,3 + 146,5 499,6 + 42,4 443,9 +180,5 639,0 + 345,8 615,8 + 150,0
N2 de ratos 5 5 5 5 8 6

' Ratos que nao receberam aloxano.

% Média + intervalo de confianca (Wo.95-
* Médias seguidas pela mesma letra na coluna, indica que nao houve diferenga significativa entre o valor inicial e o final de cada constituinte

sangliineo, pelo teste t (P > 0,05).
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Quadro 18 — Resumo das analises de medidas repetidas do peso e constituintes sanguineos
de ratos diabéticos em fungzo da dieta e do flavondide (experimento 1)’

Variavel Fonte de variagao gl QM F Probabilidade

Peso Dieta (D) 1 2610,422 0,227 0,639
Flavonoide (F) 1 15595,02 1,359 0,258
DxF 1 2666,005 0,232 0,635
Erro a 20 11479,45
Epoca (E) 1,71 * 7814,92 47,644 54x107°
ExD 1,71* 228,800 1,395 0,260
ExF 1,71* 9,148 0,056 0,924
ExDxF 1,71* 270,192 1,647 0,210
Errob 34,3~ 164,027
CV.a (%) 33,41
C.V.b (%) 3,99

Creatinina Dieta (D) 1 0,075 1,000 0,331
Flavondide (F) 1 0,023 0,314 0,582
DxF 1 0,009 0,123 0,730
Erro a 18 0,075
Epoca (E) 2 0,098 4,658 0,016
ExD 2 0,003 0,135 0,874
ExF 2 0,010 0,474 0,626
ExDxF 2 0,005 0,258 0,774
Errob 36 0,021
CV.a (%) 37,84
C.V.b (%) 20,02

Colesterol Dieta (D) 1 422,041 0,847 0,369
Flavonoide (F) 1 46,553 0,093 0,763
DxF 1 455,121 0,914 0,351
Erro a 19 498,161
Epoca (E) 1,88 * 3718,095 12,583 9,67 x 10°
ExD 1,88 * 15,728 0,053 0,940
ExF 1,88 * 23,905 0,081 0,913
ExDxF 1,88 * 542,109 1,834 0,176
Errob 35,8 * 295,496
CV.a (%) 16,97
C.V.b (%) 13,07

Triacilgliceréis  Dieta (D) 1 2869,789 0,781 0,388
Flavonoide (F) 1 2545,335 0,693 0,415
DxF 1 55,582 0,015 0,903
Erro a 19 3671,343
Epoca (E) 1,92 * 2636,903 1,076 0,349
ExD 1,92 * 1320,66 0,539 0,581
ExF 1,92 * 291,058 0,119 0,881
ExDxF 1,92 * 48,940 0,020 0,977
Errob 36,5 * 2448,871
CV.a (%) 40,94
C.V.b (%) 33,44

' O experimento foi considerado como delineamento em parcelas subdivididas tendo as épocas
de avaliagao (dias apds o inicio da aplicacéo do flavondide: 6, 12, 19 e 26 dias para o peso e 6,
12 e 26 dias para os constituintes sangliineos) como subparcelas.

* Os graus de liberdade foram ajustados devido a matriz de covariancia residual ndo preencher
a condi¢do H — F (pressuposicéo de especificidade) (HUYNH & FELDT, 1970).
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Quadro 18 — Continuagao

Variavel Fonte de variagao gl QM F Probabilidade

Glicose Dieta (D) 1 129361,5 1,887 0,186
Flavondide (F) 1 20445,18 0,298 0,591
DxF 1 376,205 0,005 0,941
Erro a 19 68565,35
Epoca (E) 2 6489,118 1,369 0,267
ExD 2 552,448 0,117 0,890
ExF 2 2207,179 0,466 0,631
ExDxF 2 10013,53 2,112 0,135
Erro b 38 4741,331
C.V.a (%) 133,87
C.V. b (%) 35,20

Albumina Dieta (D) 1 6,35x 10° 0,0006 0,981
Flavondide (F) 1 0,0002 0,002 0,969
DxF 1 0,0007 0,006 0,937
Erro a 19 0,114
Epoca (E) 1,67 * 0,718 8,804 0,002
ExD 1,67 * 0,009 0,111 0,860
ExF 1,67 * 0,031 0,382 0,647
ExDxF 1,67 * 0,174 2,133 0,142
Erro b 316~ 0,082
C.V.a (%) 7,77
C.V.b (%) 6,59

58



Quadro 19 — Resumo das analises de covariancias' do peso e constituintes sangiiineos dos
ratos diabéticos em funcdo dos tratamentos, ao final’ do experimento 1

Variavel Fonte de variagédo gl QM F Probabilidade

Peso Regress&o’ 1 55648,6 51,636 7,94 x 107
Dieta 1 3747,063 3,477 0,078
Tratamentos * 1 59,124 0,055 0,817
Dieta x Tratamento 1 3029,344 2,811 0,110
Residuo 19 1077,705
C.V. (%) 9,67

Triacilglicerodis Regressé\o3 1 698,056 0,203 0,658
Dieta 1 3796,97 1,102 0,307
Tratamentos * 1 1176,92 0,342 0,566
Dieta x Tratamento 1 4,1819 0,001214 0,972569
Residuo 19 3444,791
C.V. (%) 36,91

Creatinina Regresséo3 1 0,088 3,707 0,070
Dieta 1 0,001 0,038 0,848
Tratamentos * 1 0,002 0,100 0,755
Dieta x Tratamento 1 0,001 0,036 0,852
Residuo 18 0,024
C.V. (%) 19,78

' Foi considerada como covariavel, a respectiva variavel determinada no inicio do experimento:
0 peso 1 dia antes e os constituintes sangtiineos, 3 dias antes do inicio da administragcdo da
naringenina.

? Determinadas 27 dias apos o inicio da aplicagao do flavonoide.

3 Correspondente a covariavel.

* Naringenina e testemunha diabética.

Quadro 20 - Correlagdo momento-produto de Pearson ' entre peso, consumo alimentar e

constituintes sanglineos de ratos no inicio do experimento 1 2

Consumo® Creatinina Colesterol Triacilgliceréis  Glicose Albumina

Consumo 0,39 0,32 0,73* 0,04 0,30
Creatinina -0,26 - -0,17 0,14 -0,23 0,16
Colesterol -0,00 -0,41 0,53 0,20 0,66 *
Triacilgliceréis -0,08 0,56 0,08 0,48 0,22
Glicose -0,60 * 0,69 * -0,02 0,52 0,08
Albumina -0,03 -0,61* 0,43 -0,18 -0,28

»** P <0,05eP <0,01, respectivamente.

A diagonal superior expressa a correlagdo baseada em 10 ratos testemunhas normais e a
diagonal inferior, em 13 ratos testemunhas diabéticos.

2 Determinagdes 9 dias apos aplicagao do aloxano.

*De 0 a 6 dias apos aplicagcao do aloxano.
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Quadro 21 — Algumas correlagdes momento-produto de Pearson entre peso, consumo
alimentar e co1nstituintes sanglineos de ratos normais e diabéticos, ao final do
experimento 1', segundo a dieta consumida e o tratamento

Testemunha normal Testemunha diabética Naringenina
DBj DM 2 DB e DM* DB DM DB e DM DB DM
() (4) 9) (5) (8) (13) (5) (6)
Glicose e 005 0,14 0,57 062  -0,62 0,61 * 080 082*
albumina
Glicose e 085 0,31 0,63 0,67  -0,09 -0,24 0,31 0,88 *
colesterol
Glicose, 091* -013  -089* 096* 0,72 0,75 ** 0,84 0,96 **
consumo
S;'chse e .08 -015 -0,80* -0,95* -090* -0,90* 071 -082*
Glicosee g5 957  077* 013 060 044 033 0,61
creatinina
g’gsn(f“mo € 093* 095* 092** 08 -077* -0,73* 0,69 0,77
Consumo 0,80 -0,18 0,74 * 0,17 0,02 0,03 -0,06 0,52
creatinina
Q('abs‘j)m'”a © 037 032 0,39 034 078*  058*  -038 -098*
Colesterol 5 g5 45 0,68 0,10 0,89*  073** 091* 062
e Triacilgl .
Triacilglic.e 74 (58 055  -0,88* 057 0,37 017  -0,01
creatinina

*»** P <0,05eP <0,01, respectivamente.

' 39 dias apos aplicagéo do aloxano.

> DB e DM: ratos que se alimentaram de dieta basica e modificada, respectivamente.

® Numero de ratos.

* O coeficiente de correlacdo foi estimado considerando conjuntamente os ratos que se
alimentaram de uma ou outra dieta.

3.2. Experimento 2

Nos ratos que receberam aloxano, em avaliagdo feita 6 dias apds, ndao foram
constatadas diferencas no efeito das 2 dietas sobre os constituintes sangiineos, peso e
consumo alimentar (Figura 10). Os valores de creatinina foram 0,58 + 0,07 mg.dL'1 e 0,63 £
0,05 mg.dL'1 (média £ 1.C.(4)o95) para a dieta basica e modificada, respectivamente. Desses 70
ratos que receberam aloxano, 6 dias apds, 28,6% haviam morrido, antes da primeira
determinagdo da glicemia; e dos 50 ratos sobreviventes, 28 apresentaram-se diabéticos
(glicemia > 120 mg.dL™") (Quadro 22). Nesses 28 ratos foi estudado o efeito de dietas e da
naringenina.

A administragdo de naringenina diminuiu o ndmero de ratos diabéticos apenas do
grupo que se alimentava de dieta basica. No entanto, 60% dos 10 ratos testemunhas normais,
apresentaram-se inicialmente hiperglicémicos, sendo que essa percentagem foi reduzida a
metade, no final do experimento (Quadro 22).

A média dos constituintes sanglineos, peso e consumo alimentar, no decorrer do
experimento, é apresentada nas Figuras 11 e 12, para cada tratamento.
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A variagéo percentual em relagao a testemunha diabética que consumiu dieta béasica
é apresentada no Quadro 23.

Nos ratos em que nao foi aplicado aloxano (testemunha normal) ndo houve efeito de
dietas no peso e nos constituintes sanguineos, a excegao de albumina, com relagdo a qual
houve diferenga significativa no inicio, mas ndo no final do experimento (Quadro 24). Isto é
devido a diminuigao do nivel de albumina, pelo uso da dieta modificada entre o inicio e final do
experimento. Ambas dietas proporcionaram ganho de peso das testemunhas normais (Quadro
25).

Em ratos diabéticos, entre o inicio e o final do experimento, a glicemia nao
apresentou variagao. Dentre os que consumiram dieta basica, houve aumento somente de
peso, nos ratos tratados com naringenina; nos diabéticos, o consumo de dieta modificada
proporcionou aumento do nivel de colesterol, independente do tratamento e diminui¢do do nivel
de albumina apenas nos ratos que receberam naringenina (Quadro 25).

Foi feita anadlise de variancia de medidas repetidas entre os tratamentos e dietas
aplicados aos ratos diabéticos quanto ao peso e constituintes sangulineos. O experimento foi
considerado como delineamento em parcelas subdivididas, tendo as épocas de avaliagdo como
subparcelas (Quadro 26).

Para as caracteristicas peso, glicemia e nivel de triacilglicerdis, que apresentaram
alto coeficiente de variacédo, procedeu-se a analise de covaridncia dessas caracteristicas ao
final do experimento, considerando como covariavel seu valor no inicio do experimento, com o
objetivo de reduzir o erro experimental. Foi verificada diferenga significativa do efeito de
flavondide no peso (Quadro 27). Os ratos diabéticos que consumiram naringenina
apresentaram maior peso ao final do experimento. Ndo foi possivel realizar analise de
covariancia do nivel de triacilgliceréis devido a ndo homogeneidade dos coeficientes de
regressao (de todos os tratamentos) da variavel em relagdo a covariavel.

Apés a ultima avaliagdo, 27 dias apds o inicio da administracdo do flavondide,
trocaram-se as dietas de 12 ratos testemunhas diabéticos. Quatorze dias apds, os ratos que
passaram a receber dieta basica apresentaram redugcdo dos niveis de triacilgliceréis e
albumina, bem como do consumo alimentar. J& os ratos que passaram a receber dieta
modificada apresentaram somente aumento do peso final em relagdo ao peso por ocasido da
mudanca da dieta (Quadro 28).

Quadro 22 — Numero de ratos mortos e diabéticos (experimento 2)

Numero de Ratos
Glicemia > 120 mg.dL”

Aloxano Dieta Total Mortos' Tratamento® Dias apos o inicio do tratamento
-1 7 14 27
Nao Basica 5 0 TN 3 4 3 1
Modificada 5 0 TN 3 5 3 2
Sim Basica 35 11 TD 6 6 5 5
Naringenina 6 5 3 3
Modificada 35 9 D 8 6° 6" 7
Naringenina 8 8 5 8

"Na primeira semana apos a aplicagéo do aloxano, antes da determinag¢ao da glicemia inicial.
2 TN, TD: testemunhas normais e diabéticas, respectivamente.

® N&o foi feita determinagao em 1 dos ratos.

* Um rato diabético morreu antes da terceira avaliagao.

61



Odieta basica mdieta modificada

Albumina*

Glicose

Tg**

Colesterol

Creatinina
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Figura 10 — Efeito das dietas no peso (g), consumo alimentar (g) e constituintes sanguineos
(mg.dL™ de sangue) de ratos sobreviventes, 6 dias apds aplicagdo de aloxano. A
barra representa o I.C.(W)oos. 24 ratos receberam dieta basica e 26, dieta
modificada. Nao houve diferengas entre as médias das duas dietas pelo teste t
(P>0,07) (experimento 2). ( * g.dL'1, ** Triacilglicerois)
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Figura 11 - Médias dos niveis sanglineos de triacilglicerois (A e B), colesterol (C e D), albumina

(E e F) e creatinina (G e H), em ratos alimentando-se de dieta basica (simbolo vazio)
ou modificada (simbolo cheio), no experimento 2. O dia zero corresponde ao inicio da
administragdo do flavondide (O - naringenina; - testemunha diabética e A —
testemunha normal).
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Figura 12 - Médias dos niveis sanglineos de glicose (A e B), peso (C e D) (O - naringenina; -
testemunha diabética e A — testemunha normal) e consumo alimentar (E) em ratos
alimentando-se de dieta basica (DB, simbolo vazio) ou modificada (DM, simbolo
cheio), no experimento 2. O dia zero corresponde ao inicio da administragdo do
flavonadide.
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Quadro 23 — Variagdo média (%) do peso e constituintes sanglineos de ratos, em relacdo a
testemunha diabética que recebeu dieta basica (experimento 2)

Tratamentos Tempo (dias) '
8 15 22 29
Peso
Dieta modificada -3,31 -11,18 -12,23 -10,58
Dieta basica + naringenina 1,70 10,17 5,99 8,02
Dieta modificada + naringenina 3,19 4,01 0,03 0,50
Creatinina
Dieta modificada -7.63 10.88 -1.45
Dieta basica + naringenina -11.03 -1.39 -5.08
Dieta modificada + naringenina -4.51 -5.26 -6.14
Colesterol
Dieta modificada -11,18 -4,70 6,17
Dieta basica + naringenina -1,16 -7,49 -0,15
Dieta modificada + naringenina 3,43 8,08 19,49
Triacilglicerdis
Dieta modificada -18,95 45,90 23,77
Dieta basica + naringenina -21,77 -22,32 -12,34
Dieta modificada + naringenina 7,69 37,20 23,43
Glicose
Dieta modificada 0,44 51,39 91,42
Dieta basica + naringenina -48,06 -24,48 -19,86
Dieta modificada + naringenina -2,35 35,91 63,98
Albumina
Dieta modificada 1,33 -2,63 -1,98
Dieta basica + naringenina 1,47 1,72 2,72
Dieta modificada + naringenina 4,61 -2,64 -3,70

! Dias apés o inicio da administracgo do flavonoéide.

Quadro 24 — Efeito das dietas no peso (g), consumo alimentar (g) e constituintes sangliineos
(mg.dL'1) de ratos que nao receberam aloxano (testemunha normal)
(experimento 2)

Dias apés Dieta .
inicio dFi)eta Basica Modificada T (testet)  Probabilidade
Peso 2 257,8 264,4 -0,360 0,728
37 338,6 374,6 -1,625 0,143
Consumo alimentar 2a37 617,2 659,2 -1,554 0,159
Creatinina 9 0,51 0,61 -1,313 0,226
37 0,49 0,47 0,761 0,472
Colesterol 9 103,6 114,3 -1,383 0,204
37 107,9 130,6 -1,307 0,228
Triacilglicerois 9 106,2 134,3 -1,191 0,268
37 109,7 171,9 -1,726 0,123
Glicose 9 127,2 129,5 -0,161 0,876
37 107,9 121,4 -1,223 0,256
Albumina (g.dL'1) 9 4,33 4,64 -3,406 0,009
37 4,20 4,27 -0,719 0,493
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Quadro 25 — Concentragao dos constituintes sanguineos (mg.dL'1), peso (g) e consumo alimentar total (g) dos ratos testemunhas e dos que receberam

naringenina, segundo a dieta (experimento 2)

Dias apés Dieta basica Dieta modificada
iniciodo  Testemunha Diabéticos Diabéticos + Testemunha Diabéticos Diabéticos +
flavonoide normal ' testemunha naringenina normal ' Testemunha naringenina
Creatinina -1 0,51+0,12%a® 0,52+0,06 a 0,70+ 0,25 a 0,61+£0,17 a 0,63+0,10 a 0,68 £0,08 a
27 0,49+0,06 a 0,52 +0,07 a 0,49+0,11 a 0,47 £ 0,08 a 0,51+£0,10 a 0,49+0,06 b
Colesterol -1 103,6 £14,8 a 103,3+21,3 a 103,0+231 a 1143x155a 106,6 +21,2 a 121,8+222 a
27 107,9+432 a 1253+£259 a 125,1+16,6 a 1306+21,5a 133,1+£20,6 b 129,5+10,8 b
Triacilglicerois -1 106,2+27,1 a 131,4+456 a 118,6 £60,0 a 134,3+59,0a 1429+ 38,8 a 138,7+92,9 a
27 109,7+57,3 a 137,6+50,6 a 120,7+252 a 171,9+819a 170,4 54,6 a 126,4 + 24,7 a
Glicose -1 127,2+33,7 a 1957+1205a 1655+389 a 129,5+210a 276,2 £+ 157,8 a 248,3+£117,3 a
27 107,9+189 a 210,9+164,4 a 169,0x1475a 1214+241a 403,7 £227,3 a 345,8 £190,4 a
Albumina (g.dL™) -1 4,33+£0,21 a 4,22+0,20 a 4,32+0,26 a 464+0,14 a 415+£0,34 a 431+£0,32 a
27 4,20+0,30 a 4,04+0,31 a 415+0,11 a 427+0,15 b 3,96 £ 0,38 a 3,89+0,30 b
Peso (g) -1 2740+351a 241,0+405 a 239,8+43,7 a 2868+24,7a 2424 +379a 2499+324 a
Consumo -1a26  481,3+456  601,6+137,2  553,1+130,0  512,2+450 708,1 + 214,85 708,0 + 120,3
alimentar total (g)
N de ratos 5 6 6 5 7 8

" Ratos que nao receberam aloxano.
% Média + intervalo de confianca (Wo.95-

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna, indica que ndo houve diferenga significativa entre o valor inicial e o final de cada constituinte

sangliineo, pelo teste t (P > 0,05).
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Quadro 26 — Resumo das analises de medidas repetidas do peso e constituintes sanguineos
dos ratos diabéticos em fungao da dieta e do flavondide (experimento 2)’

Variavel Fonte variagao gl QM F Probabilidade

Peso Dieta (D) 1 16293,83 0,900 0,353
Flavondide (F) 1 10275,74 0,567 0,459
DxF 1 1165,739 0,064 0,802
Erro a 23 18113,13
Epoca (E) 2,18 * 7332,19 24,393 1,83 x 10°®
ExD 2,18 * 670,120 2,229 0,114
ExF 2,18 * 905,162 3,011 0,054
ExDxF 2,18~ 24,963 0,083 0,933
Errob 50,0 * 300,589
C.V.a (%) 48,83
C.V.b (%) 6,29

Creatinina Dieta (D) 1 0,024 1,427 0,244
Flavondide (F) 1 0,0003 0,015 0,902
DxF 1 2,94x10° 0,002 0,967
Erro a 23 0,017
Epoca (E) 1,73 * 0,119 8,357 0,002
ExD 1,73 * 0,002 0,113 0,866
ExF 1,73 * 0,002 0,108 0,871
ExDxF 1,73 * 0,014 0,980 0,373
Erro b 39,7* 0,014
C.V.a (%) 22,53
C.V.b (%) 20,45

Colesterol Dieta (D) 1 164,859 0,265 0,612
Flavondide (F) 1 211,526 0,340 0,566
DxF 1 856,009 1,377 0,254
Erro a 21 621,668
Epoca (E) 2 57,332 0,182 0,834
ExD 2 157,096 0,498 0,611
ExF 2 298,508 0,946 0,396
ExDxF 2 346,157 1,097 0,343
Errob 42 315,431
C.V.a (%) 19,49
C.V.b (%) 13,88

Triacilgliceréis  Dieta (D) 1 4184,459 1,218 0,282
Flavondide (F) 1 12371,83 3,600 0,072
DxF 1 2283,833 0,665 0,424
Erro a 21 3435,817
Epoca (E) 2 463,455 0,239 0,788
ExD 2 1387,021 0,716 0,495
ExF 2 4765,898 2,460 0,098
ExDxF 2 3502,326 1,808 0,177
Erro b 42 1937,539
C.V.a (%) 41,30
C.V.b (%) 31,01

' O experimento foi considerado como delineamento em parcelas subdivididas tendo as épocas
de avaliagao (dias apds o inicio da aplicacéo do flavondide: 7, 14, 20 e 27 dias para o peso e 7,
14 e 27 dias para os constituintes sangliineos) como subparcelas.

* Os graus de liberdade foram ajustados devido a matriz de covariancia residual nao preencher
a condigdo H — F (pressuposigéo de especificidade) (HUYNH & FELDT, 1970).
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Quadro 26 — Continuagao

Variavel Fonte de gl QM F Probabilidade
variagao

Glicose Dieta (D) 1 42707,84 0,329 0,572
Flavondide (F) 1 2759331 2,125 0,159
DxF 1 26622,33 0,205 0,655
Erro a 22 129878,3
Epoca (E) 1,72* 945422 0,214 0,776
ExD 1,72*  4923,202 1,115 0,331
ExF 1,72*  13850,26 3,136 0,062
ExDxF 1,72* 5754,524 1,302 0,280
Erro b 37,9* 4416,892
C.V. a (%) 124,88
C.V. b (%) 23,03

Albumina Dieta (D) 1 0,125 0,687 0,417
Flavondide (F) 1 0,022 0,121 0,731
DxF 1 4,47 x10°  0,0002 0,988
Erro a 21 0,182
Epoca (E) 2 1,265 30,343 7,02 x 10
ExD 2 0,006 0,150 0,861
ExF 2 0,067 1,600 0,214
ExDxF 2 0,015 0,349 0,708
Erro b 42 0,042
C.V. a (%) 9,99
C.V. b (%) 4,80

Quadro 27 — Resumo das analises de covariancias' do peso e constituintes sanglineos dos

ratos diabéticos em funcdo dos tratamentos, ao final’ do experimento 2

Variavel Fonte de variagao gl QM F Probabilidade

Peso Regressao® 1 106837,2 54,763 2,1x107
Dieta 1 3402,101 1,744 0,200
Tratamentos * 1 8724,775 4,472 0,046
Dieta x Tratamento 1 54,172 0,028 0,869
Residuo 22 1950,894
C.V. (%) 15,19

Glicose Regressao’ 1 584781,7 35,551 5,32 x 10°
Dieta 1 1307,837 0,080 0,781
Tratamentos * 1 42274,93 2,570 0,123
Dieta x Tratamento 1 594,546 0,036 0,851
Residuo 22 16449,17
C.V. (%) 43,99

" Foi considerada como covariavel, a respectiva variavel determinada no inicio do experimento:

o peso 1 dia apds e 1 dia antes do inicio da aplicagédo dos flavondides.

2 Determinadas 27 dias apos o inicio da aplicagao dos flavondides.
3 Correspondente a covariavel.
* Fruta-de-lobo, naringenina e testemunha diabética.
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Quadro 28 — Efeito da alteracédo da dieta no peso (g), consumo alimentar (g) e constituintes
sanguineos (mg.dL'1) em ratos diabéticos que ndo receberam naringenina
(experimento 2)

Dias apés Alteragéo da dieta '
Caracteristicas mudanca da De bésica para De modificada para
dieta modificada basica
Peso 0 2742+1025° a° 2622+771 a
7 302,6 £ 103,7 278,7 + 88,4
14 296,4+109,0 b 27192941 a
Consumo alimentar -7a0 137,9+£46,9 a 198,0 £ 62,7 a
0Oa7 1745+ 76,2 180,9£42,7
8a14 1450+ 74,5 a 149,9+489 b
Creatinina 0 0,50+0,07 a 0,51+0,10 a
14 0,45+0,23 a 0,54+0,11 a
Colesterol 0 118,9+ 26,6 a 133,1+£20,6 a
14 126,0 + 19,5 a 124,4 + 25,0 a
Triacilglicerois 0 122,5+429 a 170,4 £ 54,6 a
14 130,8 £+ 31,2 a 118,7+384 b
Glicose 0 229,0+208,5 a 403,7 £ 227,3 a
14 268,5+2445 a 381,7+212,1 a
Albumina (g.dL'1) 0 3,99+£0,36 a 3,96+0,38 a
14 3,91+£0,20 a 3,59+048 b
N° ratos 5 7

! Os ratos se alimentaram com a primeira dieta por 37 dias.

% Média = intervalo de confianga (l)o,o5-

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna, indica que ndo houve diferenca significativa
entre o valor inicial e o final de cada caracteristica, pelo teste t (P > 0,05).

3.3. Experimento 3

Foi avaliado, durante 4 semanas, o efeito do flavondide naringenina e de 2 dietas nos
constituintes sangliineos, peso e consumo alimentar de ratos, nos quais foi previamente
induzida hiperglicemia por meio de aplicagéo de aloxano.

Nos ratos que receberam aloxano, em avaliagdo feita 6 dias apds, nao foram
constatadas diferengas, pelo teste t, no efeito das duas dietas sobre o peso (P > 0,35). Porém,
houve diferenca na glicemia (P < 0,011). Os ratos que receberam dieta modificada
apresentaram maior glicemia (273,69 + 93,26 mg.dL'1 (média * I.C.(1)o9s5)) que aqueles que
receberam dieta basica (139,26 + 39,06 mg.dL'1).

Dos 50 ratos que receberam aloxano, 6 dias apods, cerca de 20% haviam morrido,
antes da primeira determinag¢ao da glicemia; e dos 39 ratos sobreviventes, 26 apresentaram-se
diabéticos (glicemia > 115 mg.dL'1). Nesses 26 ratos foi estudado o efeito de dietas e da
naringenina. Tanto a naringenina quanto as dietas ndo afetaram o numero de ratos diabéticos
ao final do experimento (Quadro 29).

As médias dos constituintes sanguineos, peso e consumo alimentar, ao longo do
experimento, sdo apresentadas na Figura 13. A variagdo percentual em relagdo a testemunha
diabética que consumiu dieta basica é apresentada no Quadro 30.

Em ratos diabéticos, entre o inicio e o final do experimento, a glicemia nao
apresentou variacdo. Houve diminuicdo do nivel de albumina em todos os tratamentos,
diminuicao do nivel de creatinina em ratos que consumiram dieta modificada, diminuicdo do
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colesterol apenas em ratos testemunhas que consumiram dieta modificada e aumento de peso
apenas naqueles que se alimentaram de dieta basica e consumiram naringenina (Quadro 31).

Foi feita analise de variancia de medidas repetidas dos efeitos de dieta e flavondide
no peso e constituintes sangulineos de ratos diabéticos. O experimento foi considerado como
delineamento em parcelas subdivididas, tendo as épocas de avaliagdo como subparcelas
(Quadro 32). Para as caracteristicas peso, glicemia e nivel de triacilglicerdis, que apresentaram
alto coeficiente de variagédo, procedeu-se a analise de covaridncia dessas caracteristicas ao
final do experimento, considerando como covariavel seu valor no inicio do experimento, com o
objetivo de reduzir o erro experimental (Quadro 33).

Embora os tratamentos aplicados aos ratos diabéticos apresentem diferengas com
relacdo as médias de algumas caracteristicas (Figura 13), a maioria dessas diferengas nao foi
estatisticamente significativa devido a alta variabilidade das caracteristicas avaliadas,
apresentada pelos ratos que compunham um mesmo tratamento evidenciadas pelo intervalo de
confianca da média (Quadro 31).

Apds a ultima avaliagdo, 26 dias apoés o inicio da administragcdo do flavonoide, 12
ratos testemunhas diabéticos passaram a receber dieta trocada. Quatorze dias apds, os ratos
que passaram a receber dieta basica apresentaram redugéo do nivel de triacilgliceréis. Ja os
ratos que passaram a receber dieta modificada apresentaram aumento do peso final em
relacdo ao peso por ocasido da mudanca da dieta e aumento do consumo alimentar (Quadro
34).

Quadro 29 — Numero de ratos mortos e diabéticos, apds a aplicagdo do aloxano no
experimento 3

Numero de ratos

Glicemia > 115 mg.dL™

Dieta Total Mortos Tratamento Dias apés inicio do tratamento
0 26
Basica 25 5 Testemunha 5 5
Naringenina 5 4
Modificada 25 6 Testemunha 8 8
Naringenina 8 8

' Na primeira semana ap6s aplicacdo do aloxano, antes da determinaco da glicemia.
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Quadro 30 — Variagdo média (%) do peso e constituintes sanglineos de ratos, em relagdo a
testemunha diabética que recebeu dieta basica (experimento 3)

Tratamentos Tempo (dias)
8 15 22 29
Peso
Dieta modificada 7,59 6,63 7,30 5,45
Dieta basica + naringenina 14,69 8,42 21,50 21,07
Dieta modificada + naringenina 4,69 4,84 3,50 2,47
Creatinina
Dieta modificada 8,61 -20,74 1,36
Dieta basica + naringenina -15,27 -19,58 5,45
Dieta modificada + naringenina -3,82 -25,91 4,77
Colesterol
Dieta modificada 2,97 0,24 -5,80
Dieta basica + naringenina 7,27 14,81 -0,97
Dieta modificada + naringenina 11,93 22,46 7,17
Triacilglicerdis
Dieta modificada 28,31 33,04 51,72
Dieta basica + naringenina 10,10 30,43 43,41
Dieta modificada + naringenina 66,99 91,59 111,51
Glicose
Dieta modificada 26,87 24,87 31,65
Dieta basica + naringenina -42,57 -42,10 -43,83
Dieta modificada + naringenina 23,03 14,91 27,79
Albumina
Dieta modificada -2,84 -0,37 -3,84
Dieta basica + naringenina 1,60 4,69 3,55
Dieta modificada + naringenina -0,96 -2,22 -4,08

! Dias apos o inicio da administragao do flavondide.

Quadro 31 — Peso (g), consumo alimentar (g) e concentragdo dos constituintes sangliineos
(mg.dL'1) dos ratos testemunhas e dos que receberam naringenina e dieta basica
ou modificada (experimento 3)

Dieta basica Dieta modificada
Dias ' Diabéticos Diabéticos + Diabéticos Diabéticos +
testemunha naringenina testemunha naringenina
Peso -3 2660+797°a° 300,8+791a 2789
26 298,00 + 116,82 a 360,80 + 114,90 b 314,25
Consumo 0a25 575,60+169,68 494,99+ 129,53 651,9:
Creatinina -1 0,67+0,17 a 0,66 +0,16 a 0,89+0,23 a 0,80+0,12a
26 0,55+0,11a 0,58+0,13 a 0,56+0,05b 0,58+0,07b
Colesterol -1 120,16 + 12,64 a 132,40+19,82a 136,39+ 15,62 a 121,99+ 11,31 a
26 123,76 + 26,56 a 122,56 +17,02a 116,59 + 16,99 b 132,64 + 35,44 a
Triacilglicerois -1 110,18 + 65,14 a 125,02 +57,51a 133,89 +40,74 a 173,33 £ 96,24 a
26 101,78 £+ 30,01 a 145,96 £+ 77,47 a 154,43 £51,10a 215,28 +141,5a
Glicose -1 203,12+ 188,6 a 145,52 +46,89a 326,09 + 179,9 a 289,64 + 150,0 a
26 246,18 £+206,9a 138,28+ 25,36 a 324,09+ 173,6 a 314,60 +181,1a
Albumina -1 450+0,22 a 458+0,25 a 465+032 a 439+£0,24 a
(g.dL'1) 26 3,71+0,28 b 3,86+0,17 b 357+048 b 356041 b
N? de ratos 5 5 8 8

' Dias ap6s o inicio da administragdo de naringenina.
% Média = intervalo de confianga (l)o,o5-
® Médias seguidas pela mesma letra na coluna, indica que nao houve diferenga significativa
entre o valor inicial e o final de cada constituinte sangliineo, pelo teste t (P < 0,05).
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Quadro 32 — Resumo das analises de medidas repetidas do peso e constituintes sanguineos
dos ratos diabéticos em fungéo da dieta e do flavondide (experimento 3)1

Variavel Fonte de gl QM F Probabilidade
variagao

Peso Dieta (D) 1 13135,02 0,683 0,417
Flavonoide (F) 1 3589,062 0,187 0,670
DxF 1 24192,55 1,259 0,274
Erro a 22 19215,32
Epoca (E) 1,56*  3642,289 18,210 1,65 x 107
ExD 1,56* 141,990 0,710 0,466
ExF 1,56* 311,161 1,556 0,226
ExDxF 1,56* 230,555 1,153 0,317
Erro b 34,4* 200,012
C.V.a (%) 45,24
C.V.b (%) 4,62

Creatinina Dieta (D) 1 0,033 1,891 0,184
Flavonoide (F) 1 0,004 0,242 0,628
DxF 1 0,013 0,714 0,408
Erro a 21 0,018
Epoca (E) 2 0,078 6,615 0,003
ExD 2 0,021 1,767 0,183
ExF 2 0,028 2,425 0,101
ExDxF 2 0,005 0,408 0,668
Erro b 42 0,012
C.V.a (%) 22,30
C.V.b (%) 18,21

Colesterol Dieta (D) 1 3005,541 2,023 0,170
Flavonoide (F) 1 231,887 0,156 0,697
DxF 1 384,632 0,259 0,616
Erro a 21 1485,595
Epoca (E) 2 110,071 0,325 0,725
ExD 2 357,595 1,055 0,357
ExF 2 15,175 0,045 0,956
ExDxF 2 75,819 0,224 0,801
Erro b 42 339,043
C.V.a (%) 30,36
C.V.b (%) 14,50

Triacilgliceréis Dieta (D) 1 27434,88 1,268 0,273
Flavonoide (F) 1 38877,14 1,798 0,195
DxF 1 1314,733 0,061 0,808
Erro a 20 21628,32
Epoca (E) 1,93* 936,008 0,865 0,426
ExD 1,93* 353,658 0,327 0,716
ExF 1,93* 70,236 0,065 0,932
ExDxF 1,93* 516,730 0,477 0,618
Erro b 38,7 1082,265
C.V.a (%) 90,06
C.V.b (%) 20,15

le) experimento foi considerado como delineamento em parcelas subdivididas tendo as épocas
de avaliagao (dias apos o inicio da aplicacdo do flavondide: 6, 12, 19 e 26 dias para o peso € 6,
12 e 26 dias para os constituintes sangliineos) como subparcelas.

* Os graus de liberdade foram ajustados devido a matriz de covariancia residual ndo preencher
a condicdo H - F (HUYNH & FELDT, 1970).
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Quadro 32 - Continuagao

Variavel Fonte de gl QM F Probabilidade
variagao

Glicose Dieta (D) 1 51987,95 0,503 0,486
Flavonoide (F) 1 241282,7 2,334 0,142
DxF 1 43205,34 0,418 0,525
Erro a 21 103385,8
Epoca (E) 2 3191,756 1,453 0,245
ExD 2 21,258 0,010 0,990
ExF 2 1361,724 0,620 0,543
ExDxF 2 149,918 0,068 0,934
Errob 42 2196,785
C.V.a (%) 125,34
C.V.b (%) 18,27

Albumina Dieta (D) 1 0,205 1,250 0,277
Flavonoide (F) 1 0,243 1,484 0,237
DxF 1 0,006 0,039 0,845
Erro a 20 0,164
Epoca (E) 2 1,483 41,795 1,59E-10
ExD 2 0,003 0,072 0,930
ExF 2 0,003 0,080 0,923
ExDxF 2 0,016 0,450 0,641
Errob 40 0,035
C.V.a (%) 10,35
C.V.b (%) 4,82

Quadro 33 — Resumo das analises de covariancias' do peso e c2:onstituintes sanguineos dos
ratos diabéticos em funcdo dos tratamentos, ao final® do experimento 3

Variavel Fonte de variacao gl QM F Probabilidade

Peso Regressao® 1 130829,8 129,740 1,89 x 107°
Dieta 1 81,914 0,081 0,778
Tratamentos * 1 1538,135 1,525 0,230
Dieta x Tratamento 1 838,076 0,831 0,372
Residuo 21 1008,397
C.V. (%) 10,01

Triacilglicerois Regressé\o3 1 55261,11 6,127 0,022
Dieta 1 7179,021 0,796 0,382
Tratamentos * 1 8110,992 0,899 0,354
Dieta x Tratamento 1 0,494 5,48 x 107 0,994
Residuo 21 9019,123
C.V. (%) 58,84

Glicose Regressao’ 1 568930 68,613 4,69x10°
Dieta 1 1287,06 0,155 0,696
Tratamentos * 1 19,655 0,002 0,962
Dieta x Tratamento 1 9491,263 1,145 0,297
Residuo 21 8291,889
C.V. (%) 33,67

" Foi considerada como covariavel, a respectiva variavel determinada no inicio do experimento:
o peso 1 dia apds e 1 dia antes do inicio da administragdo dos flavondides.

2 Determinadas 27 dias apos o inicio da aplicagao dos flavondides.

3 Correspondente a covariavel.

* Naringenina e testemunha diabética.
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Quadro 34 — Efeito da alteracédo de dieta no peso (g), consumo alimentar (g) e constituintes
sanguineos (mg.dL'1) em ratos diabéticos que ndo receberam naringenina

(experimento 3)

Dias apo6s Alteragao da dieta '
Variavel mud dei"ejti ada De basica para modificada De modificada para basica
0 298,00 + 116,82 a° 314,25 +6542 a
Peso 7 304,60 + 112,16 305,29 + 78,85
14 304,80+ 116,24 b 303,86 + 84,07 a
Consumo -14 a -1 292,52 £79,28 a 352,10 + 101,26 a
0a13 349,92 + 135,03 b 353,97 £ 93,79 a
Creatinina 0 0,55+0,11 a 0,56+ 0,05 a
14 0,63+£0,20 a 0,59+0,15 a
Colesterol 0 123,76 £ 26,56 a 116,59 £ 16,99 a
14 117,90 £ 17,51 a 120,41 £ 15,37 a
Triacilglicersis 0 101,78 £ 30,01 a 154,43 £ 51,10 a
14 103,46 £ 51,55 a 104,87 £ 28,48 b
Glicose 0 246,18 £ 206,92 a 324,09+ 173,60 a
14 234,02 £ 179,35 a 315,70 £ 198,69 a
. 1 0 3,71+£0,28 a 3,57+0,48 a
Albumina (g.dL") 14 3,760,220 a 3,61+0,28 a
N de ratos 5 7

' Os ratos se alimentaram com a primeira dieta por 38 dias.

% Média + intervalo de confianca (Wo,05-

* Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, indica que ndo houve diferenca significativa
entre o valor inicial e o final de cada caracteristica, pelo teste t (P > 0,05).
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4. DISCUSSAO

Neste estudo, as testemunhas normais apresentaram glicemia média de 107,7 a
151,1 mg.dL™". Outros autores observaram valores de 53,9 a 158,7 mg.dL™ (MIYAKE et al.,
1998; FRINHANI, 1998; BABU & SRINIVASAN, 1997; PESSOTO et al., 1997). Essa amplitude
observada na glicemia de jejum de ratos normais pode ser devido a variabilidade individual ou
devido ao tempo transcorrido entre a coleta e centrifugagado do sangue que permite que ocorra
glicélise.

MIYAKE et al. (1998), PARKS & DRAKE (1982), DRAKE et al. (1983), GONZALES et
al. (1996), SILVA et al. (1998), ZARZUELO et al. (1996), GOLFMAN et al. (1998), GABBAY et
al. (1966) e MURTIASHAW et al. (1983) observaram niveis de glicose no soro de ratos
diabéticos variando de 119 + 10 a 590,0 + 21 mg.dL™ (média + erro-padréo). Entretanto, BABU
& SRINIVASAN (1997), BERTUGLIA (1995), CHUA & SHRAGO (1978), MISHKINSKY et al.
(1974), NECHIFOR et al. (1995), RITTER et al. (1986), SPADELLA et al. (1996), TAHA (1991),
VAN ASSCHE et al. (1979) e YOUNG & DIXIT (1980) observaram niveis de glicose no soro de
ratos diabéticos variando de 66,6 + 26 a 109 + 11 mg.dL™" (média * erro-padrao).

RITTER et al. (1986) observaram glicemia de 60 a 86 mg.dL'1 em ratos testemunhas
normais. No presente estudo, nos 3 experimentos foram selecionados como diabéticos, ratos
com glicemia inicial acima de 115 a 120 mg.dL'1. Esses ratos apresentaram glicemia inicial de
128,6 £+ 8,9 a 273,7 + 93,3 mg.dL'1 (média + 1.C.(U)og5), dependendo da dieta e do
experimento. No decorrer dos experimentos, a glicemia atingiu 403,7 + 227,3 mg.dL'1 na
testemunha diabética e até 858,3 mg.dL'1 em um dos ratos. Desses 76 ratos, 16 apresentaram
glicemia inicial superior a 330 mg.dL'1 e final, assim como mais outros 4 ratos, superior a 450
mg.dL™. Nos demais, a glicemia permaneceu, geralmente, abaixo de 200 mg.dL™". Assim, os
ratos que compunham um mesmo tratamento apresentaram alta variabilidade.

Nos 3 experimentos, cada tratamento foi aplicado a ratos diabéticos com glicemias
iniciais distintas entre si. Consequentemente, as glicemias avaliadas subsequentemente
apresentavam grande variabilidade dentro do tratamento evidenciado pelo intervalo de
confianga das médias. Isto também ocorreu com outros constituintes sangliineos. Essa
variabilidade compde o erro experimental. Quanto maior esse erro, maior tem de ser a
diferencga entre médias de tratamentos para que seja considerada significante estatisticamente.
Por isso, mesmo tendo ocorrido substanciais diferencas entre médias dos tratamentos
aplicados aos ratos diabéticos, muitas delas, pelo teste t, e todos, pela andlise de medidas
repetidas, foram consideradas como néo significantes (P > 0,0,5). A analise de covariancia
(ANCOVA) do peso e de alguns constituintes sangiineos ao final do experimento,
considerando como covariavel o valor de cada caracteristica no inicio do experimento, permitiu
reduzir o erro experimental causado pela variabilidade existente nos ratos que compunham um
mesmo tratamento, no inicio do experimento. Isso é evidenciado pelo menor coeficiente de
variagdo (C.V.) tanto em relagdo ao C.V. da andlise de varidncia (ANOVA), cujos resultados
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nao foram apresentados, quanto em relacdo ao C.V. da analise de medidas repetidas. Mesmo
assim, a ANCOVA nao detectou diferencas significativas (P > 0,05). Ou seja, o erro
experimental ainda permaneceu elevado. Isto pode ser atribuido ao fato observado que varios
ratos diabéticos recebendo o mesmo tratamento e possuindo valores iniciais semelhantes, para
uma dada caracteristica, apresentaram valores muito diferenciais com relagdo a mesma, no
transcorrer dos experimentos. O fato da variabilidade amostral dos constituintes sangiliineos na
testemunha normal ter sido muito menor que nos tratamentos aplicados aos ratos diabéticos é
uma forte evidéncia que nao houve erros nas determinagdes destes constituintes.

A fim de reduzir o erro experimental em experimentos futuros, duas providéncias sao
necessarias: aumentar o numero de repeticbes por tratamento e homogeinizar os niveis
sanguineos iniciais de glicose. Embora, desse modo, os valores iniciais de colesterol,
triacilglicerdis, albumina e creatinina ndo poderiam ser padronizados, pois, apresentam baixa
correlagdo com a glicemia. Uma outra alternativa seria montar o experimento em blocos
casualisados com relagdo a glicemia inicial. Essas medidas requerem o uso de um grande
numero de ratos por experimento. Isto muitas vezes nao é possivel adotar, devido a limitagdes
de espaco fisico, infra-estrutura, recursos financeiros e mao-de-obra disponiveis para a
conducgéo do experimento. Para se ter uma idéia, nos experimentos conduzidos neste estudo,
em cada coleta de sangue de cerca de 80 ratos e centrifugagdo para obtencdo do soro,
trabalharam 8 pessoas, durante cerca de 4 horas, pois, € necessario que 0 sangue seja
centrifugado rapidamente apds a coleta para evitar a diminui¢do do seu nivel de glicose, devido
ao consumo in vitro por leucocitos.

Na testemunha normal (que ndo recebeu aloxano) presente somente nos 2 primeiros
experimentos, a dieta ndo teve efeito na variagcdo da glicemia no decorrer de ambos
experimentos. O acréscimo observado na glicemia média final dos que consumiam dieta
basica, no primeiro experimento, se deve a apenas um unico rato. Evidencia-se, com isso, que
a sacarose presente na dieta modificada, por si s6, n&o influenciou a glicemia, no transcorrer
dos experimentos. Embora, a dieta modificada tenha proporcionado maior glicemia, em relagao
a dieta basica, 10 dias apds o inicio de seu fornecimento, no primeiro experimento. No entanto,
essa glicemia foi menor que a induzida por aloxano. Esses resultados estdo de acordo com
registros na literatura. Entre ratos alimentados com dieta rica em sacarose ou com dietas
controle, ndo houve diferengas entre as glicemias pés-prandial (MACHO et al., 1993; MADAR,
1989; SEBOKOVA et al., 1993a; SORIA et al., 1996; VADLAMUDI et al., 1993) ou de jejum
(SEBOKOVA et al., 1993b; BERDANIER & BURRELL, 1980; CARSWELL et al., 1989;
PODOLIN et al., 1998). Contudo, hiperglicemia pode ser induzida com dietas ricas em frutose
(IKEDA & FUJIYAMA, 1998) ou glicose (LAMELA et al., 1986). CACINI et al. (1993) induziram
hiperglicemia em ratos com o uso de dietas, a qual ndo excedeu 165 mg.dL'1, enquanto
estreptozotocina induziu niveis de glicose superiores a 400 mg.dL™'. Segundo CACINI et al.
(1993) e LOMBARGO et al. (1996), elevagdes cronicas na glicemia podem ser mantidas em
presenga de niveis normais de insulina no sangue. Dietas ricas em sacarose enfraquecem a
acao da insulina, promovendo uma reducéo na eficiéncia da captagéo de glicose pelas células
(SEBOKOVA et al., 1993a; SEBOKOVA et al., 1993b; LIN & ANDERSON, 1977; LOMBARGO
et al., 1996; WRIGHT et al., 1983).

Dentre os ratos que receberam aplicagdo de aloxano, os que consumiam dieta
modificada apresentaram glicemia inicial mais elevada e maior percentual de animais
diabéticos, dentre os sobreviventes, 62 a 84% contra cerca de 50% dos que consumiam dieta
basica, nos 3 experimentos. Isto € uma evidéncia que a sacarose presente na dieta modificada,
pode potencializar o efeito do aloxano na indugdo de hiperglicemia. Segundo ANDERSON et
al. (1973), é possivel que a ingestdo cronica de dieta rica em sacarose contribua para maior
incidéncia de diabetes em certas populacbes. Dieta rica em sacarose promoveu maior
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expressao de diabetes em ratos com hipertensdo espontidnea comparada a dieta rica em amido
(CARSWELL et al., 1989). GODA et al. (1982) observaram incidéncia de diabetes de 100 e
80%, em ratos alimentados com dieta rica em sacarose e rica em amido, respectivamente,
durante uma semana antes da administragédo de estreptozotocina.

Segundo BORG et al. (1985) e GORRAY et al. (1983), a glicose pode anular o efeito
do aloxano, protegendo as células [3 da citotoxicidade do aloxano. No presente estudo, esse
efeito nao foi observado nos ratos que consumiram dieta modificada, possivelmente, devido ao
jejum de 16 horas imposto antes da aplicagdo do aloxano. DIXIT & KAUNG (1985) observaram
100% de incidéncia de diabéticos, apos a aplicacdo de aloxano em jejum, em ratos
alimentados com dieta semelhante a dieta modificada.

Ao final dos 3 experimentos, a glicemia dos ratos diabéticos que consumiam dieta
modificada foi maior que a dos que consumiam dieta basica. Esse fato ndo surpreende, pois a
restricdo de sacarose na dieta é recomendada para pacientes diabéticos. Contudo, ndo houve
variagdes significativas na glicemia, 14 dias apds a troca das dietas. Isso pode ser devido ao
curto intervalo de tempo considerado.

Células (3 de pancreas de ratos neonatal, cultivadas em monocamadas, tratadas com
aloxano in vitro apresentaram reduc¢ao na taxa de liberagdo da insulina durante as primeiras 24
horas (GORRAY et al., 1983). Nas primeiras 24 horas, apés a aplicagdo do aloxano, devido ao
rompimento das células 3 produtoras de insulina no pancreas, ha uma macica liberacdo de
insulina que pode causar hipoglicemia fatal. A mortalidade nos ratos, na primeira semana apos
a aplicacédo do aloxano, variou de 18 a 29%, de acordo com a dieta e com o experimento. A
mortalidade foi menor no primeiro experimento, onde a glicemia média foi menor (139,6
mg.dL™), sugerindo resisténcia desses ratos ao aloxano. No terceiro experimento, a glicemia
média foi a mais elevada (208,22 mg.dL'1) que no segundo (172,3 mg.dL'1). Porém, a
mortalidade foi maior no segundo (29%) que no terceiro (22%), no qual foi fornecido soro
glicosado via oral, nas primeiras 24 horas, em substituicdo a agua destilada. A diferenga nas
taxas de mortalidade dos 3 experimentos, também pode ser devido a variabilidade da
resisténcia ao aloxano, entre os ratos. GOLFMAN et al. (1998) administraram solugéo de
dextrose a 50% e salina entre 12 e 24 horas apds a administracdo de aloxano, em ratos, e
obtiveram 100% de diabetogénese e menos de 2% de mortalidade.

Ratos que se alimentaram de dieta modificada, apresentaram menor mortalidade em
relacdo aos que se alimentaram de dieta basica, no primeiro experimento. A alta concentragao
de sacarose na dieta modificada pode ter amenizado a hipoglicemia fatal. Nos segundo e
terceiro experimentos, a taxa de mortalidade foi semelhante, provavelmente por ter sido
fornecido, apds a aplicagdo do aloxano, soro glicosado a todos os ratos no terceiro e 4g de
sacarose adicionado a dieta basica, no segundo experimento, embora alguns ratos nao tenham
consumido esta dieta nas primeiras 24 horas.

Portanto, esses resultados sugerem que em experimentos futuros, na indugdo de
diabetes seja utilizado aloxano na dose de 60 mg.dL'1. No periodo que antecede a primeira
determinacdo de glicemia, os ratos devem ser alimentados com dieta modificada (rica em
sacarose) e deixados em jejum por 16 horas antes da aplicagdo do aloxano, apds a qual
devem ter a disposigao soro glicosado em substituicdo a agua destilada, por 24 horas. Este
meétodo produziu maior numero de ratos diabéticos que os obtidos por KIM et al. (1994);
MARCIANO (1997) e FRINHANI (1998), embora um pouco menor que os obtidos por MELLO &
LUCIANO (1995) que usaram dieta semelhante, porém apenas 40 mg.kg'1 de aloxano.

TAHA (1991), VAN ASSCHE et al. (1979) e SOARES et al. (2000) injetaram, em
ratos, concentragdo menor e maior de aloxano ou estreptozotocina, para produzir diabetes
moderada com glicemias de 133,7 + 14,4 mg.dL'1 a195 +12 mg.dL'1 e severa com glicemias
de 318,27 + 4,41 mg.dL™" a 590 + 21 mg.dL™" (média * erro-padrio).
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Nos 3 experimentos, dentre os ratos que consumiram dieta basica, os que receberam
naringenina apresentaram glicemia final substancialmente menor que aqueles que néao
receberam, embora a diferenga ndo tenha sido estatisticamente significativa. Alguns autores
observaram que os flavonodides eriocetrina, hesperidina, diosmina, extraidos de citros (que
contém naringenina) ou cebola adicionados a dieta, por semanas ou meses, nao influenciaram
a glicemia (MIYAKE et al., 1998; BABU & SRINIVASAN, 1997; VERTOMMEN et al., 1994).
Uma das razdes para o fato da naringerina nao ter apresentado efeito sobre a glicemia, poderia
ser devido a sua nao biodisponibilidade. Nem sempre os flavondides s&o absorvidos
eficientemente, devido a sua natureza hidrofilica, formagdo de complexos, ou alto peso
molecular, como os glicosideos e polifendis ligados ou altamente polimerizados (BRAVO et al.,
1994; FORMICA & REGELSON, 1995; LI et al.,, 1998; McANLIS et al., 1998; JENKINS &
ATWAL, 1995). A falta de sucesso do tratamento com flavondide pode estar associada a falha
do composto em alcancgar seu alvo (HAVSTEEN, 1983). Se o alvo nado é o trato gastrointestinal
ou o figado, talvez seja interessante estudar sua aplicagdo intravenosa ou intramuscular local.
A deteccdo de naringenina na urina do rato foi de 10 e 20%, quando administrada via oral e
intravenosa, respectivamente (CHOUDHURY et al., 1999).

Por outro lado, diversos autores atribuiram ao conteudo de flavondides, o efeito
hipoglicemiante do extrato de diversas plantas administrado a camundongos e ratos com
diabetes induzido com aloxano. Esses autores sugerem que ndo ocorreu destrui¢cdo total das
células [ por aloxano, possibilitando a sua regeneragcao (AJABNOOR & TILMISANY, 1988;
ABDEL-BARRY et al., 1997; GOMES et al., 1995; ZARZUELO et al., 1996; SOTO et al., 1998;
GRAY & FLATT, 1999; LAMELA et al., 1986; SOARES et al., 2000), , para a qual poderia ter
contribuido o efeito antioxidante dos flavondides. Isto foi observado com o uso de luteolina 5-
rutinoside (ZARZUELO et al., 1996). O extrato de Silybum marianum funciona como carreador
de radicais livres, aumentando a disponibilidade de glutationa, um desintoxicante de produtos
reativos de oxigénio intermediarios da lipoperoxidacéo, e previne alteragbes na membrana. A
glutationa reage com radicais livres e é substrato da glutationa peroxidase e glutationa S-
transferase, que participam nos mecanismos de defesa celular contra produtos oxigenados
intermediarios do metabolismo (SOTO et al., 1998).

Ambas dietas possuiam igual quantidade de calorias e diferentes de sacarose:
47,95% e 10% nas dieta modificada e basica, respectivamente. Esta pode ser a razao do maior
ganho de peso em testemunhas normais que consumiam dieta modificada em relagdo aos que
consumiam dieta basica, uma vez que ambas possuiam a mesma quantidade de calorias. A
insulina facilita o transporte de aminoacidos para as células, particularmente para o musculo;
estimula a sintese protéica nos musculos esquelético e cardiaco, no tecido adiposo e no figado
e também interfere na replicagdo e na diferenciagdo celular resultando em ganho de peso
(PAGANO et al., 1998; MARZZOCO & TORRES, 1999). O ganho de peso nas testemunhas
normais foi de 22 a 31%, o que corresponde a 2,1 a 3,1 g.dia'1, sendo semelhante em relagao,
a ambas dietas, embora a dieta basica tenha proporcionado ganho de peso um pouco inferior a
dieta modificada, no segundo experimento. Outros autores observaram ganho de peso em
ratos normais de 3,6 a 64 g.dia'1 (PARKS & DRAKE, 1982; DRAKE et al, 1983;
MURTIASHAW et al., 1983; MELLO & LUCIANO, 1995).

Em ratos diabéticos a dieta basica proporcionou maior ganho de peso que a
modificada, embora essa diferenga ndo seja significativa. A naringenina proporcionou maior
ganho de peso, em relagdo a testemunha, embora de forma substancial apenas no segundo
experimento. Segundo RITTER et al. (1986), ratos que receberam aplicagdo de aloxano, mas
nao desenvolveram hiperglicemia (glicemia de entre 66 e 96 mg.dL'1), nao apresentaram ganho
de peso diferente da testemunha normal. Isto indica que a variagdo de peso nao é fungdo do
aloxano, mas da hiperglicemia induzida pelo mesmo. PESSOTO et al. (1997), PARKS &
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DRAKE (1982), DRAKE et al. (1983), BABU & SRINIVASAN (1997), FEILLET-COUDRAY et al.
(1999), MURTIASHAW et al. (1983) e MELLO & LUCIANO (1995) observaram que ratos com
diabetes induzido, por estreptozotocina ou aloxano, apresentam redugdo do peso final ou
menor ganho em relagao aos controles. Hiperglicemia resulta em enfraquecimento na utilizagdo
de glicose no tecido ndo hepatico e transporte de glicose (PARKS & DRAKE, 1982). A perda de
peso resulta de efeitos catabdlicos do diabetes (PARKS & DRAKE, 1982). O uso de cebola,
diosmina (VERTOMMEN et al., 1994; BABU & SRINIVASAN, 1997), extrato de citros (0,2%),
eriocitrina (0,2%) ou hesperidina (0,2%) (MIYAKE et al., 1998) na dieta ndo afetou o ganho de
peso de ratos diabéticos.

Embora a redugédo no ganho de peso seja um sintoma tipico do diabetes (MIYAKE et
al., 1998), no presente estudo, o ganho de peso da testemunha normal foi menor que ratos
diabéticos, com o uso da dieta basica e maior, com o uso da dieta modificada. Entretanto, o
consumo alimentar total dos ratos diabéticos foi positivamente correlacionado com a glicemia e
foi maior que a testemunha normal. O aumento no consumo é um sintoma tipico do diabetes
(MIYAKE et al., 1998). Diabetes induzido por aloxano em ratos induz a hiperfagia (PENG et al.,
1975).

Apods a troca de dietas, os ratos diabéticos que passaram a receber dieta basica
diminuiram o consumo e os que passaram a receber dieta modificada, aumentaram-no.

As correlagdes entre constituintes sanguineos, consumo e peso foram influenciadas
pela dieta e pelos tratamentos.

Em todos os 3 experimentos, independente do tratamento e da dieta, houve redugao
nos niveis de albumina e creatinina, que mesmo assim se mantiveram dentro dos limites
considerados normais. A redug¢do nos niveis de albumina e creatinina foi observada em ratos
diabéticos (LIMA, 1985). Ratos com diabetes induzido por estreptozotocina apresentaram
menores niveis plasmaticos de albumina (40,2 £+1,7 e 41,2 £ 0,8 g.L'1) quando comparado com
ratos normais (44,6 + 1,2 e 455 + 0,9 g.L'1) (média £ erro-padrdo) apdés 1 e 4 semanas da
inducdo do diabetes, respectivamente (FEILLET-COUDRAY et al., 1999).

Em pacientes diabéticos, os capilares tornam-se mais permeaveis a albumina. O uso
de Daflon 500", uma fragéo de flavondides contendo 90% de diosmina e 10 % de hesperidina,
reverteu esse problema em 55% dos pacientes tratados (VALENSI et al., 1996). Segundo
MURTIASHAW et al. (1983) ocorre diminuicdo da sintese de albumina em ratos diabéticos.
Apesar disso, esses autores observaram que a concentragao de albumina plasmatica manteve-
se mesmo apés 10 dias da aplicagéo de 75 mg.kg'1 de estreptozotocina em ratos. A explicagéo
sugerida foi uma reducdo na taxa de degradagéo e no volume de distribuicdo corporal total. A
massa de albumina no corpo foi reduzida por contragdo em 25% dos compartimentos
vasculares e extravasculares. A contragdo no espago extracelular em diabéticos pode ser
devido a perda de massa muscular e, ou, relativa desidratagéao.

BABU & SRINIVASAN (1997) ndo observaram alteragdes na concentracdo de
albumina ou creatinina em ratos diabéticos, recebendo adicdo de 15% de pimentao na dieta
por 8 semanas. No entanto com uma dieta contendo 3% de cebola, os ratos apresentaram
maior concentragcao de albumina e uréia plasmatica, sugerindo um menor grau de catabolismo
e redugao da concentracdo de creatinina plasmatica. Isto sugere aumento da fungao renal
neste grupo.

O nivel de creatinina foi um pouco maior em ratos diabéticos em relagdo a
testemunha normal. Sdo comuns valores elevados de uréia, creatinina e acido urico na
diabetes, mesmo na auséncia de insuficiéncia renal (ALMEIDA, 1997), pois sua concentragao
plasmatica é interpretada como taxa de filtragdo glomerular (MILLER, 1986) e na diabetes, ha
catabolismo protéico (ALMEIDA, 1997). Os aminoacidos sdo desaminados e a parte nao
nitrogenada da molécula forma glicose e acidos graxos. Isso leva ao aumento da glicose e
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acidos graxos parcialmente oxidados no sangue, e ao aumento na excre¢ao de nitrogénio na
urina (MARZZOCO & TORRES, 1999). O uso de dieta modificada proporcionou redugéo
significativa do nivel de creatinina, no decorrer dos experimentos.

No decorrer dos 2 primeiros experimentos houve aumento nos niveis de
triacilglicerdéis, nos ratos normais que se alimentaram de dieta modificada, significativo apenas
no experimento 1. AGHELI et al.,(1998), CARSWELL et al. (1989), LOMBARDO et al. (1996),
PAGLIASSOTTI & PRACH (1995), PODOLIN et al. (1998), PUGAZHENTHI et al. (1993a),
PUGAZHENTHI et al. (1993b), SEBOKOVA et al. (1993a), SEBOKOVA et al. (1993b) e SORIA
et al. (1996) observaram hipertrigliceridemia em ratos que se alimentaram de dieta rica em
sacarose. IKEDA & FUJIYAMA (1998) constataram alteragbes no metabolismo de gordura e
aumento nos acidos graxos livres, triacilglicerdis e outras gorduras na hiperglicemia induzida
por frutose, devido a resisténcia a insulina. Hepatécitos de ratos quando expostos a altas
concentracbes de insulina, por periodos prolongados, tem estimulada a secregdo de
triacilgliceréis na VLDL (BJORNSSON et al., 1992).

A elevacgéao nos niveis de triacilgliceréis dos ratos que se alimentaram de dieta rica em
sacarose pode ser conseqiéncia direta de alteragées metabdlicas no figado (OLIVEROS et al.,
1995), tais como, aumento da secrecao de triacilgliceréis ou enfraquecimento do mecanismo de
remogado de ftriacilglicerdis da circulagdo (AGHELI et al., 1998; LOMBARDO et al.,, 1996;
OLIVEROS et al., 1995; SORIA et al., 1996) ou ainda, devido a diminuicao da atividade da
lipase lipoproteica, enzima que hidrolisa os triacilgliceréis da dieta (SORIA et al., 1996).
Segundo PUGAZHENTHI et al. (1993a), dieta rica em sacarose aumenta a esterificacao,
levando ao aumento da secrec¢do de triacilglicerdis, resultando em resisténcia a insulina. A
resisténcia a insulina leva a hiperinsulinemia que contribui para uma dislipidemia. Ha maior
atividade de enzimas lipogénicas, chaves na sintese de gorduras hepaticas (PUGAZHENTHI et
al., 1993a; PUGAZHENTHI et al., 1993b e LIN & ANDERSON, 1977).

Em ratos diabéticos, dos 3 experimentos, houve aumento no nivel de triacilgliceréis
para todos os tratamentos, exceto para os ratos que receberam naringenina no segundo
experimento. No primeiro experimento, esse aumento foi muito menor para os ratos tratados
com naringenina. Os ratos que tiveram sua dieta trocada de modificada para basica,
apresentaram significativa diminuicdo do nivel de triacilgliceréis. Com relagdo aos niveis de
colesterol ndo houve consisténcia nos resultados dos 3 experimentos.

Alguns autores observaram que o0s niveis plasmaticos de colesterol total e
triacilglicerdis foram maiores nos ratos com diabetes (112,3 + 8,21 e 214,3 + 8,94 mg.dL'1),
quando comparado com ratos normais (59,9 + 6,48 e 113,0 + 8,94 mg.dL'1) (respectivamente,
média * erro-padrédo) (FEILLET-COUDRAY et al., 1999; PESSOTO et al., 1997; MIYAKE et al.,
1998; BABU & SRINIVASAN, 1997). Em ratos, ocorre desorganizagdo do ciclo glicose-acido
graxo apos indugdo do diabetes. Os acidos graxos sdo mobilizados dos triacilglicerdis e
fosfolipidios do musculo e tecido adiposo para serem oxidados. Ha aumento no conteudo de
acidos graxos livres no sangue e redugdo no musculo e tecido adiposo, acompanhados de
profundas alteracbes em sua distribuicdo nos fosfolipidios das membranas das células
musculares (KARAGEUZYAN et al., 1998).

Os niveis plasmaticos de colesterol e ftriacilgliceréis de humanos, ratos ou
camundongos com hipercolesterolemia ou com diabetes, recebendo suco ou flavondides de
uva, naringenina, naringina, Capsicum annum (pimentdo) ou Camellia sinensis (cha preto),
durante 1 ou 12 semanas, nao se alteraram (KUROWSKA et al., 1997; BABU & SRINIVASAN,
1997; McANLIS et al.,, 1998). Porém cebola, extrato de citros, eriocetrina ou hesperidina
produziram reducdo nos niveis de colesterol plasmatico total em camundongos
hipercolesterolémicos ou ratos diabéticos. O efeito hipocolesterolemiante do suco de laranja
pode ser devido a flavondides (KUROWSKA et al., 1997; KARAGEUZYAN et al., 1998; BABU &
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SRINIVASAN, 1997; MIYAKE et al., 1998). BABU & SRINIVASAN, 1997 sugerem que a cebola
tem propriedades hipoglicemiantes e hipocolesterolemiantes. Os acidos
trihidroxioctadecadiendico de Bryonia alba tiveram agao hipoglicemiante demonstrando sua
capacidade de restaurar anormalidades metabdlicas tipicas do diabetes grave
(KARAGEUZYAN et al., 1998).

Analisando-se individualmente os 20 ratos que apresentaram glicemia maior que 350
mg.dL'1, foram constatadas algumas semelhancgas, caracteristicas de diabéticos. O ganho de
peso, de um modo geral, foi negativo ou pequeno. O consumo alimentar foi maior. Os niveis de
triacilglicerdis e colesterol tiveram um aumento em metade desses 20 ratos e nos outros
permaneceram estaveis. Em 11 deles observou-se diminuicdo do nivel de albumina e em 6,
diminuicao do nivel de creatinina.
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5. CONCLUSAO

Foi estudado o efeito de 5 doses de aloxano (90 a 150 mg.kg_1) na indugédo de
diabetes em coelhos. Verificou-se nao haver diferencas entre essas doses. Contudo,
recomenda-se o uso de 90 a 105 mg.kg'1, devido a essas doses terem causado menor
mortalidade.

Foram conduzidos 2 experimentos para avaliar o efeito do flavondide da naringenina
e do amido de fruta-de-lobo (Solanum lycocarpum) na hiiperglicemia, peso, e niveis sanglineos
de colesterol total, triacilglicerois, creatinina e albumina, em coelhos diabéticos. Por meio de
analises de covariancias, teste t e comparagao dos coeficientes de regressao linear nao foram
detectados efeitos significativos destes tratamentos, devido a alta variabilidade apresentada
pelos coelhos que compunham um mesmo tratamento, em relagao a essas caracteristicas.

Considerando ambos experimentos, dentre 10 coelhos testemunha diabética, 4
coelhos apresentaram cerca de 50% e 1 apresentou 24% de redugéo na glicemia final em
relacdo "a inicial, que era de 271 a 535 mg.dL'1 nesses 4 animais. Isto sugere que coelhos com
severao diabetes induzido por aloxano podem recuperar-se espontaneamente.

Em 3 experimentos, foi estudado o efeito do flavondide naringenina e de 2 dietas no
peso e niveis sanglineos de glicose, albumina, creatinina, colesterol total e triacilglicer6is em
ratos com diabetes induzido por aloxano.

Ratos diabéticos que compunham um mesmo tratamento, apresentaram alta
variabilidade com relagao as caracteristicas estudadas.

A dieta ndo afetou a glicemia dos ratos testemunha normal (aqueles que nao
receberam aloxano) no transcorrer dos experimentos.

Sugere-se para experimentos futuros, que na indugdo do diabetes, no periodo
antecedente a primeira mensuracdo da glicemia, os ratos sejam alimentados com dieta
modificada (rica em sacarose) e deixados em jejum antes da aplicagao do aloxano, apés a qual
devem ter a disposi¢céo soro glicosado em substituicdo a agua destilada, por 24 horas. Outros
constituintes como insulina e hemoglobina glicosilada tambem devem ser analisados.

Em todos os experimentos, embora as diferencas ndo tenham sido estatisticamente
significativas, a administragdo de naringenina adicionada a dieta basica proporcionou redugao
da glicemia e aumento do peso final em relagdo "a testemunha diabética.
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APENDICE A

Quadro 1A — Andlise de variancia da regresséo linear simples dos niveis sangiiineos de colesterol, triacilglicerdis e glicose em funcdo da dose, em coelhos,
avaliados 4 dias ap6s a aplicacéo de aloxano (experimento 1).

Colesterol® Triacilglicer(’)is2 Glicose®

FV gl SQ QM F SQ QM F SQ QM F
Regresséo 1 1275,31 1275,31 0,020 "* 1538727,12 1538727,12 0,051 "% 12333,31 12333,31 0,172"*
Falta de ajustamento 3 146484,37 48828,12 0,748 "% 36668928,88 12222976,29 0,403 "* 34073,93 11357,98 0,158 "*
Tratamentos (doses) (4) (147759,68) (38207656,00) (46407,24)
Residuo puro 22  1436200,48 65281,84 668084472 30367476,00 1578078,48 71730,84
Total 26  1583960,09 706292129,756 1624485,731
Residuo daregressao .o (1 5go684 78) (704753402,633) (1612152,420)

(Residuo + FA)
S No significativo (P > 0,05).

'y =453,214 - 0,327x (r* = 0,009)
2y =7079,513 — 11,340x (r* = 0,040)
%y =609,978 — 1,015x (r* = 0,266)
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Quadro 2A — Teste de pressuposi¢cédo de paralelismol da andlise de covariancias® do peso e
constituintes sangiiineos dos coelhos diabéticos em funcéo dos tratamentos, ao
final® do experimento 1

Variavel Fonte de variacédo gl QM F Probabilidade

Peso Regressélo3 2 7080,504 0,141165 0,870757
Residuo 7 50157,55

Colesterol Regressao 2 72,19975 0,052954 0,948949
Residuo 5 1363,449

Triacilglicer6is  Regresséo 2 11880,89 2,637849 0,165157
Residuo 5 4504,008

Glicose Regressao 2 4045,575 0,163196 0,853072
Residuo 6 24789,74

' Ho: Os coeficientes de regressdo de todos os tratamentos, da varidvel em relacdo a

covariavel, sdo homogéneos (NETER et al., 1996).

Quadro 3A - Teste de homogeneidade de variancia de peso e constituintes sangiineos de
coelhos diabéticos em fungéo dos tratamentos no experimento 1

Variavel p|as ? pos fnicio d,a.l Teste de Bartlett gl Probabilidade
aplicacdo do flavonodide

Peso 1 3,291862 2 0,192849
27 0,742289 2 0,689947

Colesterol -1 0,013667 2 0,99319
27 20,17167 2 4,18 x 10°

Triacilglicerois -1 0,305673 2 0,858271
27 34,33288 2 3,54 x10°

Glicose -1 0,271488 2 0,873066
27 1,815248 2 0,403492
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Quadro 4A — Peso (g) e niveis dos constituintes sangiineos (mg.dL'l) de coelhos testemunhas
e dos que receberam naringenina ou farinha de fruta-de-lobo no experimento 1

. Testemunha Diabéticos Diabéticos + Diabéticos +
Dias 2 . .
normal testemunha naringenina fruta-de-lobo
Peso 1 1470,0 + 186° 1516,0 + 102,3  1328,3+633,9 1374,0 + 246,0
8 1733,8 + 155,7 1616,0 + 97,9 1501,7 +367,3 1387,0 £ 308,7
15 1920,6 + 154,7 1806,0 + 167,2  1746,7 £505,5 1589,0 + 429,8
20 2048,1 + 169,6 1823,0+221,1  1723,3+574,2 1559,0 + 487,2
27 2206,9 + 170,0 1861,0+314,0 1736,7+879,5 1623,0+501,3a
Colesterol -1 128,2+ 31,7 424,4 + 215,7 418,3 +464,9 353,1+218,6
6 81,6+12,1 142,6 £ 148,0 98,0 + 150,9 353,2+321,7
13 79,9+ 15,6 141,7 £ 181,6 100,1 £ 137,1 135,5 £+ 150,8
20 77,4+15,6 73,4+27,6 96,8 + 147,6 1243 £176,1
27 91,4 +22,7 83,9+222 112,3 +124,8 75,7 +45,6
Triacilglicer6is -1 225,9 £ 58,7 5075,6 £+ 5389,5 5711,3+1441 5256,3 +5170
6 121,9 + 26,6 233,7+296,4 111,0+ 87,8 1670,1 +2224,9
13 86,4 + 34,1 589,5 + 1276,2 153,6 + 418,0 677,6
20 79,4+ 15,0 155,5 £ 138,2 142,4 +117,8 432,5 +901,7
27 82,3+33,6 133,5+ 84,3 1259+ 75,0 152,6 £ 319,0
Glicose -1 127,1+6,8 508,9 + 169,3 487,7 + 253,9 507,4 + 134,6
6 140,7 £ 8,2 431,0 +181,3 523,4 £ 372,7 480,2 +172,6
13 131,0+ 4,6 504,1 + 366,5 439,7 +1902,1 574,6 + 695,0
20 126,8+7,5 433,0 + 304,2 355,5+376,4 472,4+185,1
27 137,053 461,2 +311,0 409,4 +541,0 497,6 £170,0
N® de coelhos 8 5 3 5

' Dias ap6s inicio aplicacdo dos tratamentos
% Coelhos que n3o receberam aloxano.
® Média = intervalo de confianca (L)oo
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Quadro 5A — Teste t entre valores inicial e final* de peso e constituintes sanglineos de coelhos
no experimento 1.

Variavel — Média - Diferenca s(d) Testet gl Probabilidade
Inicial Final
Fruta-de-lobo
Peso 1374 1623 249 246,8 2,26 4 0,087
Colesterol 326,6 276,3 -50,3 228,8 -0,44 3 0,69
Triacilglicerois 4076,5 1792,9 -2283,6 1014,2 -4,5 3 0,02
Glicose 473,6 497,6 24 38,8 1,24 3 0,303
Naringenina
Peso 1328,3 1736,7 408,4 100,2 7,06 2 0,019
Colesterol 418,3 112,3 -306 195 -2,72 2 0,113
Triacilglicerois 5711,3 125,9 -5585,4 5798,4 -1,67 2 0,237
Glicose 487,7 409,4 -78,3 133,9 -1,01 2 0,418
Testemunha diabética
Peso 1516 1861 345 229,4 3,36 4 0,028
Colesterol 424.4 83,9 -340,5 172,3 -4,42 4 0,012
Triacilglicerois 5075,6 133,5 -4942,1 4298,1 -2,57 4 0,062
Albumina 508,9 461,2 -47,7 182,1 -0,59 4 0,59
Testemunha normal

Peso 1470 2206,9 736,9 101,4 20,6 7 1,62 x 10”7
Colesterol 128,2 91,5 -36,7 25,6 -4,1 7 0,005
Triacilglicerois 2259 82,3 -143,6 58,3 -6,97 7 0,0002
Albumina 127,1 137 9,9 7,4 3,8 7 0,007

! Mensurada 1 e 27 dias ap6s o inicio da administracéo do flavonoide
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Quadro 6A — Analise de varidncia da regresséo linear simples (\A( = a + B Tempo) de peso em funcdo do tempo (dias) em coelhos de 4
tratamentos (experimento 1)

Fonte de Variagio g Fruta-de-lobo Testemunha diabética
SQ QM F SQ QM F
Regresséo 1 230482,3 230482,3 2,142 "* 410660,1 410660,1 16,796 **
Falta de ajustamento 3 44373,7 14791,23 0,137 "* 40445,9 13481,97 0,532 "*
Tratamentos (tempo) 4) (274856) (451106)
Residuo puro 20 2151570 107578,5 507110 25355,5
Total 24 2426426 958216,0
Residuo da regresséo (Residuo + FA) (23) 2195943,7 547555,9
S+ NAo significativo e significativo(P < 0,01), respectivamente.
Quadro 6A- Continuacao
o Naringenina Testemunha normal
Fonte de Variagédo gl ) oM = gl SO oM =
Regresséo 1 335468,1 335468,1 5,461 * 1 2580111,6 2580111,6 64,141 **
Falta de ajustamento 3 80343,5 26781,17 0,436 ™* 3 29229,6 9743,2 0,242 "*
Tratamentos (doses) (4) (415811,6) (4) (2609341,2)
Residuo puro 10 614333,3 61433,33 35 1407903 40225,8
Total 14  1030143,3 39 4017244 .4
Residuo da regressédo (Residuo + FA) 13 694675,2 38 1437133,7

S N&o significativo (P > 0,05); *, ** P < 0,05 e P < 0,01, respectivamente.
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Quadro 7A — Analise de variancia da regresséao linear simples (\? =0+ B / Tempo) de triacilgliceréis em funcdo do tempo (dias) em
coelhos de 4 tratamentos (experimento 1)

Fruta-de-lobo

Testemunha diabética

Fv gl SQ oM F g SQ oM F
Regresséo 1 58732900 58732900 7,554 * 1 89903500 89903500 21,416 **
Falta de ajustamento 3 7956700 2652233,3 0,341 "% 3 1788052 596017,3 0,142 "*
Tratamentos (tempo) 4) 66689600 4 91691552 22922888
Residuo puro 15 116621565 7774771,0 19 79759131 4197849
Total 19 183311000 23 171451000
Residuo da regresséo (Residuo + FA) 18 124578265 22 81547183
™S N&o significativo (P > 0,05) e *, ** P < 0,05 e P < 0,01, respectivamente.
Quadro 7A- Continuacao
Naringenina Testemunha normal
FV o] gl
SQ QM F SQ QM F
Regresséo 1 72643700 72643700 9,726 * 1 102906,7 102906,7 56,590 **
Falta de ajustamento 3 749692 249897,3 0,033 "* 3 16951,98 5650,66 3,107 *
Tratamentos (doses) 4) 73393392 4 119858,68
Residuo puro 9 67224582 7469398 32 58191,232 1818,476
Total 13 140618000 36 178049,9
Residuo da regresséo (Residuo + FA) 12 67974274 32 75143,212

* N&o significativo (P > 0,05) e *, ** P < 0,05 e P < 0,01, respectivamente.
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Quadro 8A — Andlise de variancia da regressao linear simples (Y

tratamentos (experimento 1)

= a + f3 / Tempo) de colesterol em funcdo do tempo (dias) em coelhos de 3

Testemunha normal

Naringenina Testemunha diabética
FV gl SQ QM F gl SQ QM F gl SQ QM F

Regresséo 1 238863,4 238863,4 24,983* 1 378208,1 378208,1 30,506 * 1 13376,21  13376,21 21,705 **
Falta de ajustamento 3 1970,76 656,92 0,069 "* 3 35669,9 11889,97 0,959 "* 3 850,022 283,34 0,460 ™*
Tratamentos (doses) 4  240834,16 4 413878 4 14226,232

Residuo puro 10 95611,86 9561,186 19 235556,11 12397,69 35 21569,46 616,2703

Total 14 336446,0 23 649434 39 35795,63

Residuo daregressdo 5 o760, 7 22 271226,01 38 2241948

(Residuo + FA)

S+ No significativo e significativo(P < 0,01), respectivamente.
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Quadro 9A — Peso (g) e concentragcdo dos constituintes sanguineos (mg.dL‘l) de coelhos

testemunhas e dos que receberam naringenina (experimento 2)

Dias ! Testemunha normal > Testemunha diabética Diabéticos + Naringenina

Peso -4 2350,7 + 254,2 3 2308,0 £ 376,7 2260,0 £191,7
8 2625,0 £ 296,2 2355,0 £ 358,0 2311,0£316,1
15 2684,3 £ 279,3 2397,0 £ 315,8 2383,0 £ 365,4
22 2812,9 £ 273,6 2500,0 £ 360,3 2379,0 £507,2
29 2850,0 £ 270,5 2498,0 £ 328,0 2340,0 £597,0
Colesterol -3 113,2 + 36,9 318,4 +228,5 370,6 + 286,1
8 111,3+ 34,5 172,7 £101,1 404,6 + 508,1
15 106,7 + 38,5 103,6 + 34,5 318,4 £ 406,3
22 123,6 +42,8 101,6 £ 22,8 212,2 +176,2
29 123,4 + 45,0 102,0 + 25,9 139,8 + 76,3
Glicose -1 131,4+7,8 467,1 £ 156,1 425,9 £ 169,1
8 138,1+ 12,0 462,2 £ 230,4 387,7+221,9
15 129,7+7,2 377,7 £ 228,9 372,4 £ 269,0
22 1356+7,1 416,0 £ 262,8 393,9 £ 276,8
29 137,7+9,1 392,6 + 206,2 392,5+274,8
Triacilglicerol -3 99,6 + 22,7 2219,1 + 3108,3 3300,4 + 3793,4
8 73,5+ 23,2 196,3 + 248,9 1785,1 + 3088,3
15 80,2 £ 25,7 104,9 + 49,2 1044,1 + 1688,8
22 59,0 + 18,7 103,3+ 62,8 265,4 + 331,4
29 82,1+ 26,9 98,2 +27,4 125,7 + 70,6
Creatinina -3 1,3+0,1 20+0,7 1,7+0,3
8 14+0,1 1,804 14+0,1
15 1,4+0,2 1,7+0,4 16+0,1
22 1,2+0,1 1,5+0,3 1,3£0,1
29 1,6 +0,2 1,9+05 1,8+0,1
Albumina -3 50+0,4 48+ .4 46+ .,6
(g.dLY) 8 4,3+0,2 4,3+0,2 41+0,1
15 4,3+£0,2 43+0,1 4,2+0,2
22 44+0,1 43+0,2 4,2+0,2
29 42+0,1 4,1+0,2 4,0+0,2
N° de 7 5 5

! Dias ap6s o inicio da aplicacéo do flavonéide.
% Coelhos que n&o receberam aloxano.
® Média =+ intervalo de confianca () os-
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Quadro 10A — Teste t entre valores inicial e final' de peso e constituintes sangiiineos de
coelhos no experimento 2.

Variavel — Media - Diferenca s(d) Teste T gl Probababilidade
Inicial Final
Naringenina
Peso 2260 2340 80 423 0,42 4 0,694
Colesterol 370,6 139,8 -230,8 178,8 -2,89 4 0,045
Glicose 425,9 3925 -33,4 120,4 -0,62 4 0,569
Triacilglicer6is  3300,4 125,7 -3174,7 3002,5 -2,36 4 0,077
Creatinina 1,67 1,79 0,12 0,22 1,15 4 0,313
Albumina 4,63 3,99 -0,64 0,56 -2,58 4 0,061
Testemunha diabética
Peso 2308 2498 190 268,6 1,58 4 0,189
Colesterol 318,4 102 -216,4 199,2 -2,43 4 0,072
Glicose 467,1 392,6 -74,5 49,7 -3,35 4 0,028
Triacilgliceris  2219,1 98,2 -2120,9 2486,5 -1,91 4 0,129
Creatinina 1,98 1,89 -0,09 0,37 -0,53 4 0,622
Albumina 4,82 4,13 -0,69 0,23 -6,72 4 0,003
Testemunha normal
Peso 2350,7 2850 499,3 92,4 14,3 6 7,3x10°
Colesterol 113,2 123,4 10,2 47 0,58 6 0,586
Glicose 131,4 137,7 6,3 12,1 1,38 6 0,218
Triacilglicerois 99,6 82,1 -17,5 44,6 -1,04 6 0,339
Creatinina 1,35 1,55 0,2 0,2 2,77 6 0,033
Albumina 5,04 4,19 -0,85 0,43 -5,26 6 0,002

! Mensurada -4 e 29 dias apés o inicio da administracdo do flavondide para o peso, —1 e 29
dias para glicose e —3 e 29 para os demais constituintes sangilineos.
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Quadro 11A — Andlise de variancia da regresséao linear simples (\?

tratamentos (experimento 2)

a + f3 Tempo) de colesterol em funcdo do tempo (dias) em coelhos de 2

Fonte de Variaio gl Naringenina Testemunha diabética
SQ QM F SQ QM F

Regresséo 1 195602,6 195602,6 2,782 "% 140883,0 140883,0 16,756 **
Falta de ajustamento 3 49654,56 16551,52 0,235 ™% 35155,48 11718,49 1,394 "
Tratamentos (tempo) 4 245257,16 176038,48

Residuo puro 20 1406003,2 (70300,16) 1681606 (8408,03)

Total 24 1651260,3 344199,1

Residuo da regresséo 23 1455658,6 203316,1

(Residuo + FA)

S+ NAo significativo e significativo(P < 0,01), respectivamente.

Quadro 12A — Andlise de variancia da regressao linear simples (\? = a+ f3 Tempo) de triacilgliceréis em funcédo do tempo (dias) em coelhos de 2

tratamentos (experimento 2)

Naringenina

Testemunha normal

Fonte de Variagéo gl SO oM F o] SO oM =
Regresséo 1 32348964,1  32348964,1 9,272 ** 1 11159000,1 11159000,1 8,840 **
Falta de ajustamento 3 1409303,9 469767,97 0,135 ™* 3 6403439,9 2134479,97 1,691 "
Tratamentos (doses) (4) 33758268,0 4) (17562440)

Residuo puro 20 69776140 3488807,0 20 25246660 1262333,0
Total 24 103534409,0 24 42809097,3
Residuo da regresséo (Residuo + FA) 23 711854449 23 31650097,3

S N&o significativo (P > 0,05); *, ** P < 0,05 e P < 0,01, respectivamente.
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Quadro 13A — Analise de variancia da regresséo linear simples (\? =0+ f3 / Tempo) de albumina em funcao do tempo (dias) em coelhos
de 4 tratamentos (experimento 1)

Fonte de Variagio gl Naringenina gl Testemunha Normal
SQ QM F SQ QM F

Regresséo 1 0,968689  0,968689 15,061 ** 1 1,253282  1,253282 35,423 **
Falta de ajustamento 3 0,203415  0,067805 1,054 " 3 0,176918  0,05897 1,667 "*
Tratamentos (doses) 4 1,172104 4) 1,4302
Residuo puro 20 1,28632 0,064316 20 0,7076 0,03538
Total 24 2,458424 24 2,1378
Residuo da regresséo (Residuo + FA) 23 1,489735 23 0,884518

" N&o significativo (P > 0,05); *, ** P < 0,05 e P < 0,01, respectivamente.

Quadro 14A — Teste t de comparacgdo de médias entre coelhos diabéticos testemunhas (TD) e que receberam naringenina (N) com relacdo a
peso e constituintes sangliineos (experimento 2)

Tamanho
Dias apos Média da Desvio-padrao  Tagte F -
Variavel aplicacao Testet gl  Probabilidade amostra raz30 Probabilidade
flavonoide ™ N ™ N ™ N
Peso -4 2308,0 2260,0 0,315 8 0,761 5 5 303,37 154,39 3,861 0,219
29 2498,0 2340,0 0,644 8 0,538 5 5 264,16 480,83 3,313 0,273
Colesterol -3 3184 370,6 -0,396 8 0,702 5 5 184,02 230,41 1,568 0,674
29 102,0 139,8 -1,302 8 0,229 5 5 20,84 61,45 8,695 0,059
Glicose: -1 467,1 4259 0,497 8 0,632 5 5 125,72 136,23 1,174 0,880
29 3926 3925 0,001 8 0,999 5 5 166,04 221,34 1,777 0,591
Triacilglicerol -3 2219,1 3300,4 -0,612 8 0,557 5 5 2503,37 3055,06 1,489 0,709
29 98,2 125,7 -1,009 8 0,343 5 5 22,07 56,86 6,637 0,094
Creatinina -3 2,0 17 1,108 8 0,300 5 5 0,58 0,21 7,344 0,079
29 19 18 0525 44 0,625 5 5 0,42 0,10 18,038 0,016
Albumina -3 4,8 4,6 0,746 8 0,477 5 5 0,32 0,49 2,330 0,433
29 4,1 4,0 1,559 8 0,158 5 5 0,13 0,16 1,479 0,714
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Figura 1A — Variacdo da glicemia de coelhos, segundo os tratamentos naringenina (A e B),
testemunhas diabética (C e D), normal (E e F) e fruta-de-lobo (G) dos experimento
1(A,C,EeG)e2(B,DeF).Otempo zero é o dia do inicio da administracdo dos
tratamentos.
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APENDICE B

Quadro 1B — Teste t do efeito das dietas basica (db) e modificada (dm) no peso, consumo alimentar e constituintes sangliineos de ratos que néo
receberam aloxano (testemunhas normais) (experimento 1)

Diasapés ____ Dieta Testet g Probabilidade s(db) s(dm) F(s:2/s,) Probabilidade
inicio dieta  Basica (db) Modificada (dm)
Peso 2 280,00 274,40 0,319 8,00 0,758 2835 2717 1,088 0,037
42 355,00 369,25 0,558 7,00 0,594 48,70 1489 10,705 0,080
Consumo alimentar 3a41 630,24 581,19 0,697 8,00 0,506 8482 132,67 2,446 0,407
Creatinina 10 0,82 0,71 0,577 8,00 0,580 039 017 5369 0,132
42 0,74 0,69 0491 7,00 0,638 017 008 4311 0,260
Colesterol 10 101,78 108,06 0,705 8,00 0,501 1675 10,80 2,400 0,415
42 139,24 138,13 0,081 7,00 0,938 1063 21,80 1,233 0,815
Triacilglicerois 10 98,92 114,66 0,925 8,00 0,382 2024 3221 2,534 0,390
42 134,08 158,83 1,107 7,00 0,305 3819 2544 2253 0,530
Glicose 10 121,68 147,50 2793 7,00 0,027 912 1644 3251 0,360
42 151,10 129,68 0,568 4,24 0,599 8320 1279 42,283 0,011
Albumina 10 4,78 4,85 0710 8,00 0,498 018 012 2224 0,458
42 4,37 4,60 2,625 7,00 0,034 015 011 1,853 0,640
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Quadro 2B — Teste t de peso, consumo alimentar e constituintes sangiiineos, 6 dias apos a
aplicagdo de aloxano, em ratos que receberam dieta basica ou modificada
(experimento 1)

Dieta 3 F

Basica Modificada oot 9 P (5215, P
Peso 243,83 245,65 -0,181 48 0,857 1,14 0,741
Consumo* 118,21 133,50 -1,768 48 0,083 1,85 0,136
Creatinina 0,58 0,63 -1,047 48 0,300 1,57 0,273
Colesterol 102,44 112,93 -1,685 48 0,099 1,15 0,734
Triacilglicerois 110,85 126,15 -0,949 43,1 2 0,348 2,40 0,038
Glicose 143,42 199,04 -1,820 37,9 2 0,077 3,82 0,02
Albumina 4,28 4,26 0,345 48 0,731 2,13 0,073
N2 de ratos 24 26

' Periodo de 9 dias.

% O teste t foi computado para a situagdo em que nao ha homogeneidade de variancia entre os
2 tratamentos.

* Probablilidade.
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Quadro 3B — Concentracdo dos constituintes sangiineos (mg.dL'l) dos ratos testemunhas e dos que receberam naringenina, segundo a dieta no
experimento 1

Dias apds Dieta
Constituintes inicio Basica Modificada
sangiineos  aplicagéo 1 Diabéticos Diabéticos + Testemunha Diabéticos Diabéticos +
flavonoide Testemunha normal testemunha naringeni |t test h i i
genina normal estemunha naringenina
Creatinina -3 0,82+0,49 a 2 1,04 +£0,40 a 0,75+0,12 a 0,71+0,21 a 0,90+0,42 a 1,06 £0,25 a
8 0,57 £0,16 0,66 £0,12 0,68 £ 0,25 0,57 +0,14 0,72+ 0,38 0,72 +0,20
15 0,75+0,31 0,69 + 0,18 0,55+0,17 0,60 + 0,15 0,72 +0,32 0,67 +0,19
29 0,74+0,21 a 0,80+0,25 a 0,72+0,17 a 0,69+0,13 a 0,85+0,50 a 0,84+0,16 b
Colesterol -3 101,8+ 20,8 a 118,8+ 25,7 a 110,0+215 a 108,11+ 13,4 a 115,9+435 a 131,3+19,3 a
8 116,6 + 34,4 112,1 + 14,8 118,1 + 23,0 106,1 + 10,5 121,9+ 345 115,7 + 36,6
15 127,2+8,1 1443+ 10,1 133,2+ 14,9 124,3 + 18,2 138,9 + 44,3 152,6 + 17,5
29 139,2+244 b 135,3+16,2 a 129,7+116 a 138,1+34,7 b 130,3+ 35,0 a 1418+ 16,2 a
Triacilglicerol -3 98,9+25,1 a 1124+424 a 132,9+35,6 a 114,7+£40,0 a 108,2 + 62,5 a 158,5+50,9 a
8 112,8+51,4 158,9 + 42,3 139,1 +£42,2 116,2 + 31,3 150,3 + 103,5 141,0 £ 88,3
15 91,1 +£15,8 130,2 + 44,7 125,5+54,9 134,3 + 29,5 145,4 + 81,7 142,1 £ 50,9
29 134,1+47,4 a 152,9+39,8 a 134,7+495 a 158,8+40,5 b 180,4 + 130,5a 155,8 +53,6 a
Glicose -1 121, 7+145a 3 153,2+34,2 a 138,4+18,1 a 1475+ 20,4 a 197,4 + 168,6 a 184,0 £ 100,9 a
8 107,7 £ 42,2 169,3+124,8 122,5 + 20,6 125,1 + 24,6 211,8 + 251,7 234,4 + 216,3
15 118,0 + 24,8 130,2 + 39,0 128,6 +17,1 119,8 + 12,2 265,9 +4219 169,7 £ 79,2
29 151,1 £103,3 a 1959+ 2134a 1246+270a 129,7 £ 20,4 a 268,7+371,1a 2285+ 2235a
Alburqina -3 4,78+ 0,23 a 4,68+0,32a 4,62 +0,08 a 485+0,15a 4,78+ 0,32 a 473+0,34 a
(9.dL") 8 4,31+0,34 4,11 + 0,46 4,39+0,19 4,42 +0,34 4,34 +0,83 4,25 + 0,26
15 4,54 +0,20 4,68 + 0,25 4,46 +0,10 4,67 +0,40 4,48 + 0,65 459 +0,34
29 437+0,18b 425+0,40b 4,19+0,10b 460+0,17b 420+0,42b 420+0,11b
N° de ratos 5 5 5 5 8 6

! Ratos que nao receberam aloxano.
2 Média + intervalo de confianga (U)o ¢s. Médias seguidas pela mesma letra na coluna, indica que ndo houve diferenca significativa entre o valor
inicial e o final de cada constituinte sanglineo, pelo teste t (P < 0,05).
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Quadro 4B — Peso e consumo alimentar dos ratos testemunhas e dos que receberam naringenina, segundo a dieta (experimento 1)

., Dias apo6s — Dieta —
Variavel inicio aplicacéo B_asm/:a} I I_\/qulf_lcada I
flavonéide Testemunha Diabéticos Diabéticos + Testemunha Diabéticos Diabéticos +
normal * testemunha naringenina normal * testemunha naringenina
Peso (g) -1 201,2+393% a® 256,0+60,1 a 294,8+298 a 2954+326 a 282,1+87,3 a 279,5+436 a
8 296,7 £192,0 285,4+73,1 328,6 + 38,6 330,0+29,9 297,5+554 307,7 £55,2
15 3156+71,4 293,4 + 85,0 335,0+ 35,3 334,5+ 28,0 296,4 + 89,8 309,5 +65,0
22 338,8 £+ 63,8 319,2+86,2 355,4 + 34,0 360,3+22,5 322,6 + 85,0 336,5+70,2
29 355,0+60,5 b 338,8+948 b 3646+38,6 a 3693+237 b 320,8+104,6 b 3445+68,8 b
Consumo -la7 157,6 £ 53,1 171,0 + 14,35 165,7 £ 25,2 166,5 + 20,9 200,3 +108,3 192,3 £ 33,9
alimentar (g) 8ala 92,9 +41,8 130,5 + 65,5 110,0+ 7,5 110,3 + 13,0 144,2 + 93,3 1355 + 42,7
15a2l 959+224 121,9 £ 27,8 102,7+9,4 111,0+ 10,2 133,6 £ 66,8 135,3+ 28,1
22 a28 146,2 + 40,8 151,1+£45,2 121,2+17,2 125,4 + 10,7 161,0 £ 93,8 152,6 £ 51,5
-1a28 492,7+82,1 574,3 +146,5 4996 +42,4 443,9 + 180,5 639,0 + 345,8 615,8 + 150,0
N® de ratos 5 5 5 5 8 6

" Ratos que nao receberam aloxano.
% Média + intervalo de confianga (o gs-

® Médias seguidas pela mesma letra na coluna, indica que ndo houve diferenca significativa entre o valor inicial e o final de cada constituinte

sanguineo, pelo teste t (P > 0,05).

117



Quadro 5B — Teste t entre valores inicial e final" de peso e constituintes sanguineos de ratos no
experimento 1.

Variavel — Media - Diferenca s(d) Teste t gl  Probabilidade
Inicial Final
Dieta basica — Testemunha diabética
Peso 256 338,8 82,8 41,2 4,49 4 0,011
Creatinina 1,038 0,796 -0,242 0,26 -2,05 4 0,11
Colesterol 118,8 135,32 16,52 14,8 2,49 4 0,067
Triacilglicerois 112,4 152,92 40,52 47,8 1,89 4 0,131
Glicose 153,2 195,92 42,72 1449 0,66 4 0,546
Albumina 4,68 4,25 -0,43 0,14 -6,85 4 0,002
Dieta basica — Naringenina
Peso 294,8 364,6 69,8 9,12 17,11 4 6,84 x 10”
Creatinina 0,75 0,72 -0,03 0,17 -0,39 4 0,714
Colesterol 109,96 129,72 19,76 26,16 1,69 4 0,166
Triacilglicerdis 132,86 134,72 1,86 43,22 0,1 4 0,928
Glicose 138,36 124,62 -13,74 30,35 -1,01 4 0,369
Albumina 4,618 4,19 -0,428 0,08 -11,46 4 3,3x 10"
Dieta basica — Testemunha normal
Peso 291,2 355 63,8 20,3 7,03 4 0,002
Creatinina 0,824 0,736 -0,088 0,47 -0,41 4 0,7
Colesterol 139,24 101,78 37,46 26,18 3,19 4 0,033
Triacilglicerdis 98,92 134,08 35,16 47,46 1,66 4 0,173
Glicose 121,675 157,275 35,6 99,91 0,71 3 0,528
Albumina 4,778 4,37 -0,408 0,24 -3,87 4 0,018
Dieta modificada — Testemunha diabética
Peso 282,1 320,8 38,63 37,55 2,91 7 0,023
Creatinina 0,90 0,76 -0,14 0,26 -1,5 6 0,185
Colesterol 115,9 130,3 14,4 20,78 1,97 7 0,09
Triacilglicerois 108,2 180,4 72,2 92,32 2,21 7 0,063
Glicose 197,4 268,7 71,3 123,21 1,64 7 0,146
Albumina 4,78 4,2 -0,58 015 -10,88 7 1,22 x 10
Dieta modificada — Naringenina
Peso 279,5 3445 65 31,3 5,09 5 0,004
Creatinina 1,06 0,84 -0,22 0,2 -2,96 5 0,031
Colesterol 131,3 141,8 10,5 28,8 0,89 5 0,416
Triacilglicerois 158,5 155,8 -2,7 75,4 -0,09 5 0,934
Glicose 184,0 228,5 445 125,6 0,87 5 0,425
Albumina 4,73 4,20 -0,53 0,3 -3,71 5 0,014
Dieta modificada — Testemunha normal

Peso 285,8 369,3 83,5 9,3 18,04 3 3,7x 10"
Creatinina 0,65 0,69 0,04 0,08 1 3 0,391
Colesterol 107,9 138,1 30,2 11,6 5,22 3 0,014
Triacilglicerdis 101,8 158,8 57 26,5 4,31 3 0,023
Glicose 129,7 142,9 13,2 25 1,06 3 0,367
Albumina 4,88 4,6 -0,28 0,05 -12,16 3 0,001

! Mensurada aos -1 e 29 dias ap6s o inicio da administracéo do flavonéide para peso e glicose
e -3 e 29 dias para os demais constituintes sangiiineos.
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Quadro 6B — Teste de pressuposicdo das analises de medidas repetidas do peso e
constituintes sangliineos dos ratos diabéticos em funcdo da dieta e do
flavonéide (experimento 1)*

Variavel Teste de Box*

M X gl Probabilidade
Peso? 18,758 14,924 10 0,135
Creatinina® 5,352 4,471 6 0,613
Colesterol® 10,644 8,951 6 0,176
Triacilgliceréis® 12,822 10,782 6 0,095
Glicose® 37,210 31,291 6 2,23x 10°
Albumina® 7,962 6,695 6 0,350

Teste da condicdo H - F

w' X2 gl Probabilidade
Peso’ 0,104 42,447 5 4,78 x 10°®
Creatinina® 0,951 0,856 2 0,652
Colesterol® 0,682 6,890 2 0,032
Triacilgliceréis® 0,705 6,300 2 0,043
Glicose® 0,726 5,773 2 0,056
Albumina® 0,534 11,304 2 0,004

" Ho: As matrizes de covariancia sdo iguais para todos os tratamentos (MORRINSON, 1990).
> Mensurada aos oito, 15, 22 e 29 dias apés o inicio da aplicacdo do flavondide.

® Mensurada aos oito, 15 e 29 dias ap6s o inicio da aplicacéo do flavondide.

* Critério de Mauchly (MORRISON, 1990).

Quadro 7B - Correlacdo momento-produto de Pearson ! entre peso, consumo alimentar e
constituintes sangiiineos de ratos ao final do experimento 1 2,

Consumo

Peso ) Creatinina Colesterol  Tg* Glicose  Albumina
alimentar
Peso 0,92 ** -0,64 -0,24 -0,13 -0,80 ** 0,39
;?QZ‘;E% -0,73 * 0,74 % 0,47 0,43 -0,89 ** 0,09
Creatinina -0,39 -0,03 0,68 * 0,55 0,77 * 0,14
Colesterol 0,28 -0,33 0,18 0,68 0,63 0,45
Tg -0,15 -0,16 0,37 0,73 ** 0,48 0,76 *
Glicose -0,90 ** 0,75 ** 0,44 -0,24 0,14 -0,10
Albumina 0,58 * -0,58 * -0,05 0,50 0,19 -0,61*

* %% P < (0,05 e P <0,01, respectivamente.

! A diagonal superior expressa a correlacdo baseada em 10 ratos testemunhas normais e a
diagonal inferior, em 13 ratos testemunhas diabéticos.

® Trinta e nove dias apos aplicacao do aloxano.

® Periodo de 38 dias.

* Triacilglicerdis.
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Quadro 8B - Correlacdo momento-produto de Pearson ! entre peso, consumo alimentar e

constituintes sangiiineos de ratos testemunha normal ao final do experimento 1 2

Peso gﬁ:}se%g? Creatinina  Colesterol Tg4 Glicose  Albumina
Peso - 0,93 * -0,72 -0,50 -0,22 -0,82 0,37
;?Qi‘;g‘r’a 095% - -0,80 073  -053 -091* 0,06
Creatinina 0,09 -0,18 - 0,89 * 0,71 0,86 0,31
Colesterol 0,63 0,40 036 - 0,95 * 0,85 0,56
Tg -0,37 -0,63 0,58 045 - 0,68 0,75
Glicose -0,15 -0,13 -0,57 0,31 0,28  ---- 0,05
Albumina 0,32 0,02 0,68 0,89 0,76 0,14 -

* %% P < (0,05 e P <0,01, respectivamente.

! A diagonal superior expressa a correlacdo baseada em 5 ratos que se alimentaram de dieta
basica, e a diagonal inferior, em 4 ratos que se alimentaram de dieta modificada.

® Trinta e nove dias apos aplicacao do aloxano.

® Periodo de 38 dias.

* Triacilglicerdis.

Quadro 9B - Correlacdo momento-produto de Pearson * entre peso, consumo alimentar e

constituintes sangliineos de ratos testemunhas diabéticos ao final do
experimento 1 °

Peso gﬁ’nqzl:]?;? Creatinina Colesterol Tg' Glicose  Albumina
Peso - -0,86 0 0,64 -0,42 -0,95 * 0,34
;?gzlr‘]?;?a TR o — -0,17 054 042 096*  -074
Creatinina -0,58 -0,02 - -0,40 -0,88 * -0,13 0,44
Colesterol 0,12 -0,29 03% - 0,10 -0,67 0,33
Tg -0,06 -0,26 0,57 0,89** - 0,47 -0,38
Glicose -0,90 ** 0,72 0,60 -0,09 0,04 - -0,62
Albumina 0,78 * -0,60 -0,28 0,60 0,42 -062 -

**x P < (0,05 e P <0,01, respectivamente.

! A diagonal superior expressa a correlacdo baseada em 5 ratos que se alimentaram de dieta
basica, e a diagonal inferior, em 8 ratos que se alimentaram de dieta modificada.

% Trinta e nove dias apés aplicacdo do aloxano.

® Periodo de 38 dias.

* Triacilglicerdis.
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Quadro 10B - Correlagdo momento-produto de Pearson ! entre peso, consumo alimentar e
constituintes sangiiineos de ratos diabéticos que receberam naringenina ao
final do experimento 1 2

Consumo

Peso otal Creatinina Colesterol Tg* Glicose Albumina
Peso - 0,69 -0,33 0,32 0,59 0,71 0,25
Consumototal*  -0,77 - -0,06 0,50 0,71 0,84 0,71
Creatinina -0,83 * 052 - -0,38 -0,17 0,33 0,48
Colesterol -0,59 0,82 * 041 - 091* 0,31 0,54
Triacilgliceréis -0,47 0,59 -0,01 0,62 - 0,66 0,74
Glicose -0,87* 0,96 ** 0,61 0,88 * 0,65 - 0,80
Albumina -0,98 ** 0,69 0,76 0,52 0,48 082* = -

*** P < 0,05 e P <0,01, respectivamente.

LA diagonal superior expressa a correlacdo baseada em 5 ratos que se alimentaram de dieta
basica, e a diagonal inferior, em 6 ratos que se alimentaram de dieta modificada.

% Trinta e nove dias apés aplicacdo do aloxano.

® Periodo de 38 dias.

* Triacilglicerdis.

Quadro 11B — Teste t de peso, consumo alimentar e constituintes sanglineos, 6 dias apds a
aplicacdo de aloxano, em ratos que receberam dieta basica e modificada
(experimento 2)

BésicaDiI?/lts dificada Teste t gl Probabilidade (s,? I/: s,?) Probabilidade

Peso 243,83 245,65 -0,181 48 0,857 1,14 0,741
Consumo * 118,21 133,50 -1,768 48 0,083 1,85 0,136
Creatinina 0,58 0,63 -1,047 48 0,300 1,57 0,273
Colesterol 102,44 112,93 -1,685 48 0,099 1,15 0,734
Triacilglicerol 110,85 126,15 0,949 43,1° 0,348 2,40 0,038
Glicose 143,42 199,04 -1,820 37,97 0,077 3,82 0,002
Albumina 4,28 4,26 0,345 48 0,731 2,13 0,073
N® de ratos 24 26

! Periodo de 9 dias.
% O teste t foi computado para a situacdo em que ndo ha homogeneidade de variancia entre os
2 tratamentos.
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Quadro 12B — Efeito das dietas no peso, consumo alimentar e constituintes sangliineos de ratos que nado receberam aloxano (testemunhas
normais): teste t

Diasapos Dieta testet gl  Probabidade s(db) s(m) , 2" _» Probabilidade
inicio dieta  Basica (db) Modificada (dm) (s1"/s2)
Peso 3 257.8 2644 0360 8 0,728 3257 2496 1,703 0,619
39 338,6 374,6 1,625 8 0,143 39,85 2943 1,833 0,572
Consumo 3239 617,2 659,2 1554 8 0,159 4137 4401 1,131 0,908
Creatinina 9 0.5 0,6 1313 8 0,226 0,09 014 2158 0,475
39 0.5 0.5 0761 7 0,472 004 006 2880 0,411
Colesterol 9 103,6 114,3 1383 8 0,204 11,95 1247 1,088 0,937
39 107,9 130,6 1,307 8 0,228 3478 17,36 4,015 0,207
Triacilglicerol 9 106,2 134,3 1,191 8 0,268 21,86 47,92 4,806 0,158
39 109,7 171,9 1726 8 0,123 46,14 6598 2,045 0,506
Glicose 9 127,2 129,5 0161 8 0,876 2716 1690 2,584 0,380
39 107,9 121,4 1223 8 0,256 1521 1939 1,625 0,650
Albumina 9 43 4.6 3406 8 0,009 017 011 2253 0,451
39 4,2 43 0719 8 0,493 024 012 3928 0,214
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Quadro 13B — Concentracdo dos constituintes sangliineos (mg.dL'l) dos ratos testemunhas e dos que

(experimento 2)

receberam naringenina, segundo a dieta

Constituintes DI:]allcs:l src)j%s Dieta basica Dieta modificada
sangiineos flavondide Testemunha Diabéticos Dial:_xético_s + Testemunha Diabéticos Digbétic_os +
normal * testemunha narinaenina normal * testemunha narinaenina
-1 0,51+0,12 a? 0,52+0,06 a 0,70+0,25 a 0,61+0,17 a 0,63+0,10 a 0,68+0,08 a
Creatinina 7 0,53 + 0,07 0,67 +0,29 0,59 + 0,07 0,52 + 0,16 0,61 + 0,09 0,64 +0,14
14 0,57 +0,12 0,60+0,12 0,59 + 0,07 0,55 + 0,07 0,67 + 0,09 0,57 £ 0,08
27 0,49 +0,06 a 0,52 +0,07 a 0,49+0,11 a 0,47 +0,08 a 0,51+0,10 a 0,49+0,06 b
-1 103,6 £ 14,8 a 103,3+21,3 a 103,0+23,1 a 1143+ 155a 106,6 £21,2 a 121,8+22,2 a
Colesterol 7 122,7 £ 27,3 129,2 +18,3 127,7 £ 25,0 141,6 £ 22,3 114,8 £ 19,8 133,7 £ 13,0
14 122,4 + 10,5 129,8 + 16,0 120,1 +£21,9 135,2 + 16,2 123,7 £29,0 140,3+ 12,2
27 107,9+43,2 a 125,3+259 a 125,11+ 16,6 a 130,6 £21,5a 133,1+20,6 b 129,5+10,8 b
-1 106,2 £ 27,1 a 131,4+45,6 a 118,6 60,0 a 134,3+59,0 a 142,9+ 38,8 a 138,7+92,9 a
Triacilglicerdis 7 99,8 + 25,3 158,7 £ 45,2 124,2 + 34,0 172,1 £ 80,7 128,6 + 34,7 170,9 + 37,6
14 94,4 + 36,1 119,0£47,9 92,5+ 27,0 174,1 £ 64,2 173,7 £ 96,7 163,3+41,4
27 109,7 £57,3 a 137,6 £50,6 a 120,7 £ 25,2 a 171,9+819a 170,4 £ 54,6 a 126,4+24,7 a
Glicose -1 127,2+33,7 a® 1957+1205 a 165,5+38,9 a 1295+21,0a 276,2+157,8 a 248,3+117,3 a
7 125,3+18,4 311,3 +303,6 161,7 £ 101,3 143,6 + 26,2 312,7 +230,0 303,9 +144,9
14 119,7 £ 20,3 252,2 +198,0 190,4 £ 214,8 124,2 + 28,4 381,7 + 246,6 342,7 £ 222,7
27 107,9+ 18,9 a 210,9+164,4 a 169,0+ 1475a 121,4+24,1a 403,7 +227,3 a 345,8+190,4 a
Albumina -1 433+0,21 a 4,22+0,20 a 4,32 +0,26 a 464+0,14 a 415+0,34 a 431+0,32 a
(g.dL™ 7 451 +0,15 4,31 +0,20 4,37 £0,29 4,81 +0,22 4,37 + 0,37 4,51 + 0,28
14 4,49 + 0,23 4,46 +0,34 454 +0,27 4,70 £ 0,20 4,34 +0,40 4,34 +0,31
27 420+0,30 a 404+0,31 a 415+0,11 a 427+0,15 b 3,96+0,38 a 3,89+£0,30 b
N® de ratos 5 6 6 5 7 8

! Ratos que nao receberam aloxano.

% Média + intervalo de confianca (U)o ¢s. Médias seguidas pela mesma letra na coluna, indica que ndo houve diferenc¢a significativa entre o valor inicial e o

final de cada constituinte sanguineo, pelo teste t (P > 0,05).
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Quadro 14B — Peso e consumo alimentar dos ratos testemunhas e dos que receberam naringenina, segundo a dieta (experimento 2)

. ; Dieta
Dias apos — —
inicio do Basica Modificada
flavondide Testemunha Diabéticos Diabéticos + Testemunha Diabéticos Diabéticos +
normal * testemunha naringenina normal * testemunha naringenina
Peso (g) 1 274,0+351%a%  241,0+405 a 239,8+437 a 2868+247a 2424+379a 2499+324a
7 305,2 + 36,0 255,0 + 56,5 259,3+ 42,2 318,8+32,7 246,6 + 53,9 263,1+53,8
14 313,2+45,2 267,2 + 65,9 294,3 +63,5 338,4 +33,3 237,3+54,0 277,9+62,4
20 339,4 + 46,6 292,2+75,1 309,7 57,1 362,8+34,4 256,4 + 66,9 292,3+68,1
27 338,6 +49,5b 2932+916 a 316,7+592 b 3746+365b 262,1+771a 2946+735a
Consumo -1a6 145,8 + 12,6 176,6 + 40,9 156,0 + 41,8 158,7 + 16,1 211,0+52,3 201,1+17,7
alimentar (g) 7a13 1152 + 12,7 130,7 £ 36,2 1349+264  1152+108 134,4+595 1658+ 29,5
14 a 20 117,2 + 13,6 154,9 + 37,9 131,0 + 27,3 122,5+11,5 164,7 +51,1 165,3+ 37,5
21 a26 103,1+ 25,1 139,4 + 35,6 131,2 + 38,2 115,8 + 12,7 198,0 + 62,7 175,8 + 43,5
-1a26 481,3+ 456 601,6 + 137,2 553,1 + 130,0 512,2 + 45,0 708,1+214,85 708,0 + 120,3
N2 de ratos 5 6 6 5 7 8

! Ratos que nao receberam aloxano.
% Média + intervalo de confianga (o gs-

® Médias seguidas pela mesma letra na coluna, indica que ndo houve diferenca significativa entre o valor inicial e o final de cada constituinte
sanguineo, pelo teste t (P > 0,05).
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Quadro 15B — Teste t entre valores inicial e final de peso e constituintes sangiiineos de ratos
no experimento 2.

Variavel — Media - Diferenca s(d) Teste T gl Probabilidade
Inicial Final
Dieta basica — Testemunha diabética
Peso 241 293,2 52,2 54,3 2,36 5 0,065
Creatinina 0,5217 0,5192 -0,0025 0,07 -0,09 5 0,934
Colesterol 103,3 125,3 22 30,2 1,79 5 0,134
Triacilglicerois 131,4 137,6 6,2 63,4 0,24 5 0,819
Glicose 195,7 210,9 15,2 58,9 0,63 5 0,555
Albumina 4,22 4,04 -0,18 0,2 -2,07 5 0,093
Dieta basica — Naringenina
Peso 239,8 316,7 76,9 38,6 4,87 5 0,005
Creatinina 0,7 0,49 -0,21 0,24 -2,07 5 0,093
Colesterol 103 125,1 22,1 32,8 1,66 5 0,158
Triacilglicerdis 118,6 120,7 2,1 68,1 0,07 5 0,943
Glicose 165,5 169 35 150,3 0,06 5 0,956
Albumina 4,32 4,15 -0,17 0,21 -1,95 5 0,109
Dieta basica — Testemunha normal
Peso 274 338,6 64,6 17,5 8,23 4 0,001
Creatinina 0,53 0,5 -0,03 0,07 -0,93 3 0,419
Colesterol 103,6 107,9 4,3 31,1 0,31 4 0,775
Triacilglicerdis 106,2 109,7 3,5 44,6 0,18 4 0,869
Glicose 127,2 107,9 -19,3 24,7 -1,75 4 0,155
Albumina 4,3 4,2 -0,1 0,17 -1,87 4 0,135
Dieta modificada — Testemunha diabética
Peso 2424 262,1 19,7 47,8 1,09 6 0,317
Creatinina 0,63 0,51 -0,12 0,13 -2,44 6 0,051
Colesterol 102,9 133,1 30,2 28,5 2,59 5 0,049
Triacilglicerois 144,5 170,4 25,9 54,4 1,16 5 0,297
Glicose 276,2 403,7 127,5 151,9 2,22 6 0,068
Albumina 4,15 3,96 -0,19 0,22 -2,03 5 0,098
Dieta modificada — Naringenina
Peso 249,9 294,6 44,7 60,2 2,1 7 0,073
Creatinina 0,68 0,49 -0,19 0,08 -6,39 7 3,72 x 10™
Colesterol 121,8 149,7 27,9 36,3 2,18 7 0,066
Triacilglicerois 138,7 169,9 31,2 31 2,85 7 0,025
Glicose 248,3 345,8 97,5 127,5 2,16 7 0,067
Albumina 4,31 3,89 -0,42 0,11 -10,85 7 1,25 x 10°
Dieta modificada — Testemunha normal
Peso 286,8 374,6 87,8 11,6 16,88 4 7,21x 10°
Creatinina 0,61 0,47 -0,14 0,15 -2,05 4 0,11
Colesterol 114,3 130,6 16,3 15,8 2,3 4 0,083
Triacilglicerdis 134,3 171,9 37,6 34,6 2,43 4 0,072
Glicose 129,5 121,4 -8,1 30,2 -0,61 4 0,577
Albumina 4,64 4,27 -0,37 0,07 12,54 4 2,32 x 10™

! Mensurada aos —1 e 27 dias apds o inicio da administracéo do flavonéide para peso e demais
constituintes sangliineos.
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Quadro 16B — Teste de pressuposicdo das analises de medidas repetidas do peso e

constituintes sangliineos dos ratos diabéticos em funcdo da dieta e do
flavonéide (experimento 2)*

Variavel Teste de Box*

M X gl Probabilidade
Peso? 15,851 13,119 10 0,217
Creatinina® 10,869 9,453 6 0,150
Colesterol® 9,018 7,741 6 0,258
Triacilgliceréis® 8,712 7,478 6 0,279
Glicose® 42,409 36,612 6 2,1x10°
Albumina® 10,514 9,025 6 0,172

Teste da condicdo H - F

w’ X gl Probabilidade
Peso’ 0,140 42,779 5 4,1x10°®
Creatinina® 0,623 10,403 2 0,006
Colesterol® 0,883 2,481 2 0,289
Triacilgliceréis® 0,908 1,936 2 0,380
Glicose® 0,610 10,376 2 0,006
Albumina® 0,804 4,369 2 0,113

! Ho: As matrizes de covariancia sao iguais para todos os tratamentos (MORRINSON, 1990).
% Mensurada aos 8, 15, 22 e 29 dias apds o inicio da aplicacéo do flavonéide.
® Mensurada aos 8, 15 e 29 dias ap6s o inicio da aplicacdo do flavondide.

* Critério de Mauchly (MORRISON, 1990).
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Quadro 17B — Peso, consumo alimentar (g) e concentracdo dos constituintes sangiineos
(mg.dL'l) dos ratos testemunhas e dos que receberam naringenina e dieta

basica ou modificada (experimento 3)

Dieta
Dias * N Basica B B Modificad_a _
Diabéticos Diabéticos + Diabéticos Diabéticos +
testemunha narinaenina testemunha naringenina
Peso -3 266,0+797%°a® 3008+791 a 2789
6 276,40 £ 88,46 317,00+ 92,72 2973
12 279,00 + 94,36 330,40 93,95 2975
19  293,00+100,16 356,00 + 102,36 314,3
26 298,00 + 116,82 a 360,80 + 114,90 b 314,2¢
Consumo 0a5 141,45+5504  97,33+62,09 147,3
alimentar
6all 14163+4813 129,05+46,44 1525
12a19 154,14+39,33 148,96 +27,38 186,6
21a25 138,38+41,20 119,66 +35,03 1654
0a25 575,60+169,68 494,99 +129,53 651,9:
Creatinina 1 067+017'a? 066+016a 089+023a 080+0,12a
6 0,69 + 0,18 0,59 + 0,09 0,75+ 0,16 0,67 +0,15
12 0,67 +0,23 0,54 + 0,10 0,53 + 0,05 0,50 + 0,09
26 0,55+0,11 a 058+0,13a  056+005b 0,58+0,07b
Colesterol -1 120,16 +12,64a 132,40+19,82a 136,39 +15,62a 121,99+ 11,31 a
6 120,52 +21,59 129,28 +24,76 124,10+13,82 134,90 + 19,02
12 117,18 + 24,66 134,54 +13,95 117,46+ 1152 143,50 + 40,06
26  123,76+2656a 122,56+ 17,02a 116,59 + 16,99 b 132,64 + 35,44 a
Tg* -1 110,18 +65,14a 125,02 +57,51a 133,89+ 40,74a 173,33+ 96,24 a
6 119,22 +31,96 131,26 +62,72 152,98+ 39,93 199,09 + 95,80
12 120,16 +58,88 156,72+ 72,71 159,86 + 43,92 230,21 + 126,48
26  101,78+30,01a 14596+ 77,47a 154,43 +51,10a 215,28+ 141,5a
Glicose 1 20312+188,6a 14552+46,89a 326,00+ 179,9 a 289,64 + 150,0 a
6 240,96 + 229,58 138,38 + 13,32 305,70 + 201,63 296,44 + 194,51
12 232,80+281,66 134,80 +27,95 290,69 + 159,29 267,50 + 164,43
26  246,18+206,9a 138,28 +2536a 324,09 +173,6 a 314,60 + 181,1 a
gbdul_r!‘li)”a 1 450+£022 a  458:+025a 4,65+032 a 439+024 a
6 4,25+ 0,22 4,32 +0,21 4,13 +0,23 4,21 + 0,20
12 3,88 +0,18 4,06 + 0,25 3,87+0,21 3,79 +0,28
26 3,71+0,28 b 385+0,17 b 357+048 b 356+041 b
N° de ratos 5 5 8 8

' Dias ap6s o inicio da administracdo de naringenina.
% Média + intervalo de confianca (Wo.95-
® Médias seguidas pela mesma letra na coluna, indica que ndo houve diferenga significativa
entre o valor inicial e o final de cada constituinte sangliineo, pelo teste t (P < 0,05).

* Triacilglicerdis.
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Quadro 18B — Teste t entre valores inicial e final de peso e constituintes sangiineos de ratos
no experimento 3

Variavel — Media - Diferenca s(d) Teste T gl Probabilidade
Inicial Final
Dieta basica — Testemunha diabética
Peso 266 298 32 39,2 1,83 4 0,142
Creatinina 0,67 0,55 -0,12 0,14 -2,03 4 0,113
Colesterol 120,2 123,8 3,6 25,8 0,31 4 0,771
Triacilglicerdis 110,2 101,8 -8,4 37,3 -0,5 4 0,641
Glicose 203,1 246,2 43,1 58,8 1,64 4 0,177
Albumina 4,5 3,71 -0,79 0,14 -12,47 4 0,00024
Dieta basica — Naringenina
Peso 300,8 360,8 60 31,3 4,28 4 0,013
Creatinina 0,66 0,58 -0,08 0,09 -1,95 4 0,122
Colesterol 132,4 122,6 -9,8 17,3 -1,27 4 0,272
Triacilglicerois 125 146 21 92,8 0,5 4 0,64
Glicose 145,5 138,3 -7,2 38 -0,43 4 0,692
Albumina 4,6 3,85 -0,75 0,13 -13,13 4 0,000194
Dieta modificada — Testemunha diabética
Peso 278,9 314,3 35,4 43,7 2,29 7 0,056
Creatinina 0,89 0,56 -0,33 0,3 -3,12 7 0,017
Colesterol 136,4 116,6 -19,8 17,1 -3,27 7 0,014
Triacilglicerois 133,9 154,4 20,5 67 0,87 7 0,415
Glicose 326,1 324,1 -2 78,8 -0,07 7 0,945
Albumina 4,65 3,57 -1,08 0,6 -5,08 7 0,001
Dieta modificada — Naringenina
Peso 283,1 305,4 22,3 46,4 1,36 7 0,217
Creatinina 0,81 0,58 -0,23 0,18 -3,68 7 0,008
Colesterol 122 132,6 10,6 39,3 0,77 7 0,469
Triacilglicerdis 173,3 215,3 42 138 0,86 7 0,418
Glicose 289,6 314,6 25 127.4 0,55 7 0,597
Albumina 4,39 3,56 -0,83 0,45 -5,24 7 0,001

! Mensurada aos -3 e 26 dias apds o inicio da administracéo do flavondide para peso e —1 e 26
para os demais constituintes sanguineos.
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Quadro 19B — Teste de pressuposicdo das analises de medidas repetidas do peso e
constituintes sangliineos dos ratos diabéticos em funcdo da dieta e do
flavonéide (experimento 3)*

Variavel Teste de Box*

M X gl Probabilidade
Peso’ 6,048469 4,964785 10 0,893518
Creatinina® 6,980851 5,991936 6 0,424094
Colesterol® 19,56842 16,79633 6 0,010062
Triacilgliceréis® 0,724347 6,12722 2 0,046719
Glicose® 19,85306 17,04065 6 0,009135
Albumina® 18,26132 15,56363 6 0,016298

Teste da condicdo H - F

w X gl Probabilidade
Peso’ 0,104466 46,80936 5 6,21 x 10°
Creatinina® 0,93988 1,240063 2 0,537927
Colesterol® 0,875112 2,668066 2 0,263413
Triacilgliceréis® 0,724347 6,12722 2 0,046719
Glicose® 0,901032 2,084288 2 0,352698
Albumina® 0,743614 5,628439 2 0,059951

! Ho: As matrizes de covariancia s&o iguais para todos os tratamentos (MORRINSON, 1990).
% Mensurada aos 8, 15, 22 e 29 dias apds o inicio da aplicacéo do flavonéide.

® Mensurada aos 8, 15 e 29 dias ap6s o inicio da aplicacdo do flavondide.

* Critério de Mauchly (MORRISON, 1990).
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