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RESUMO

ROCHA, Marcos Tulio Alves. Universidade Federal de Vigosa, novembro, 2010.
Efeitos de Momordica charantia L. em ratos diabéticos. Orientador: George Henrique
Kling de Moraes. Coorientadores: Ronaldo Martins Ferreira e Virginia Ramos Pizziolo.

O objetivo deste estudo foi caracterizar as alteragdes clinicas e laboratoriais em
ratos com diabetes e ratos sadios submetidos a infusdo aquosa do pd dos frutos de
Momordica charantia L. Nos ensaios biologicos, 16 ratos foram induzidos ao diabetes
experimental por via intraperitoneal de aloxano na dose de 75 mg/kg. A glicemia foi
verificada no sexto dia apds a indugdo e os animais com glicemia superior a 180 mg/dL
foram distribuidos em dois grupos: grupo Diabético e grupo Diabético com infusdo de
Momordica charantia L. (Diabético + MC). A partir de animais sadios, outros dois
grupos foram formados: grupo Controle e grupo Controle com infusdo de Momordica
charantia L. (Controle + MC). Os grupos tratados com Momordica charantia L.
receberam dose didria de um mL/250g de peso corporal da infusdo preparada a 10% por
um periodo de 25 dias. Os seguintes parametros clinicos foram estudados: peso,
ingestdo hidrica, ingestao alimentar, diurese e estado geral. Ao final do experimento, as
seguintes dosagens laboratoriais foram realizadas: glicemia, polipeptideo semelhante ao
glucagon (GLP-1), triacilglicerois, colesterol, alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST). Verificou-se um aumento de peso nos grupos
Controle e Controle + MC, com aumento percentual maior (13,89%) no Grupo
Controle. O grupo Diabético apresentou uma redugdo de 2,68% e o Diabético + MC
uma redugdo de 11,79% no peso apds 25 dias de experimento. O grupo Diabético
apresentou um aumento médio de 34,82% nos niveis glicémicos casuais, sendo que a
glicemia permaneceu em niveis elevados, acima de 280 mg/dL. O grupo Diabético +
MC apresentou uma menor variagdo percentual média para a glicemia, com um
aumento médio de 27,05% nos indices glicémicos. Os resultados demonstraram que a
média dos niveis sanguineos do GLP-1 nos animais do Grupo Diabético + MC foi
32,73% maior quando comparado com o grupo Diabético. Observou-se que houve
diferenca significativa entre a média da ALT do grupo Controle comparada com a do
grupo Diabético, o que pode caracterizar um quadro diabetogénico com alteragdes
hepaticas. Contudo, ndo houve diferenca (P>0,05) na ALT dos grupos Controle e

Diabético, quando comparados com os grupos Controle + MC e Diabético + MC,
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respectivamente. Isso evidencia que a infusdo dessa planta nessas condigdes
experimentais ndo alterou as funcgdes hepaticas analisadas. O grupo Controle + MC
apresentou uma reducdo de colesterol de 6,88% em comparagdo com o grupo Controle.
Os grupos Diabético e Diabético + MC ndo apresentaram diferenga (P>0,05) entre suas
médias para colesterol. O grupo Diabético + MC apresentou uma reducdo de 7,63% na
média dos valores de triacilglicerdis em relagdo ao grupo Diabético. Esses resultados
revelam que a ingestdo da infusdo aquosa dos frutos de Momordica charantia L. foi
capaz de promover um aumento dos niveis sanguineos do GLP-1 e reducdo dos niveis
glicémicos dos animais com diabetes. Além disso, observou-se redugdo do ganho de
peso, melhora nos pardmetros clinicos e ndo alteragio da fungdo hepatica. E possivel
concluir que o produto da Momordica charantia L. possui caracteristicas proprias para

controle do quadro tipico do diabetes nas condigdes estudadas.



ABSTRACT

ROCHA, Marcos Tulio Alves. Universidade Federal de Vigosa, november, 2010. Effect
of Momordica charantia L. in male diabetic rats. Adviser: George Henrique Kling de
Moraes. Co-Advisers: Ronaldo Martins Ferreira and Virginia Ramos Pizziolo.

The objective of this study was to characterize the clinical alterations on
laboratory male rats with diabetes and on healthy male rats, treated with aqueous
infusion of powdered fruits of Momordica charantia L. In the biological assays, 16 male
rats were induced to the experimental diabetes though intraperitoneal injection of
alloxan in a dose of 75 mg/kg. The blood glucose level was verified on the sixth day
after the induction and the animal with glucose superior to 180 mg/dL were distributed
in two groups: Diabetic Group and Diabetic with infusion of Momordica charantia L.
group (Diabetic + MC). After dividing these two groups, two others groups of healthy
animals were formed: Control group and Control with infusion of Momordica charantia
L. group (Control + MC). Groups with infusion of Momordica charantia L. were
received a diary dose of 1 mL/250g of corporal weigh of the 10 % prepared infusion for
25 days. During the experiment were studied the following clinical parameters: weigh,
hydric ingestion, alimentary ingestion, diuresis and general state. On the final of the
experiment the following laboratorial dosages were realized: blood glucose level,
glucagon like peptide -1 (GLP-1), cholesterol, triglycerides, alanine aminotransferase
(ALT) and aspartate aminotransferase (AST). It was verified weight increase in Control
an Control + MC groups with bigger percentile increase (13.89%) in the Group Control.
The Diabetic group presented a 2.68% reduction and Diabetic + MC a reduction of
11.79% in the average of the weight of the animals after 25 days of experiment. The
Diabetic group presented an average increase of 34.82% in the blood glucose level,
being that the value remained in raised levels, above of 280 mg/dL. Diabetic + MC
group presented a lesser average percentile variation for the blood glucose level, with an
average increase of 27.05% in the glucose level. The results had demonstrated that the
average of the blood levels of the GLP-1 in the animals of Diabetic + MC group was
32.73% greater when compared with the Diabetic group. The values of ALT was
significant difference, the average of the ALT of the Control group was greater when
compared with the Diabetic group, what can characterize a diabetic disease with liver

alterations. However, it did not have significant difference in the ALT of the Control
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and Diabetic groups, when compared with the Control + MC and Diabetic + MC groups
respectively, evidencing that the infusion of this plant in these experimental conditions
had not modified this analyzed liver’s functions. The Control + MC group presented
cholesterol reduction of 6.88% in comparison with the Control group. Diabetic and
Diabetic + MC groups had not presented significant difference between its averages for
cholesterol. Diabetic + MC group presented a reduction of 7.63% in the average of the
values of triglycerides in relation to the Diabetic group. These results reveal that the
aqueous infusion of powdered fruits of Momordica charantia was capable to increase
levels of the GLP-1 and promoting a decrease of blood glucose levels of animals with
diabetes. Moreover, was observed reduction of the weight profit, improves in the
important clinical parameters, and no alterations in the liver’s function was observed. It
is possible to conclude that the Momordica charantia L. has proper characteristics for

control of the typical parameters of diabetes in these study conditions.
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1. Introducéo

O Diabetes mellitus (DM) pode ser considerado uma das grandes epidemias
mundiais do século XXI e problema de saude publica, tanto nos paises desenvolvidos
como em desenvolvimento. As crescentes incidéncia e prevaléncia sdo atribuidas ao
envelhecimento populacional, aos avangos terapéuticos no tratamento da doenca, mas,
especialmente, ao estilo de vida atual, caracterizado por inatividade fisica e habitos
alimentares que predispdem ao acimulo de gordura corporal.

A maior sobrevida de individuos diabéticos aumenta as chances de
desenvolvimento das complicagdes cronicas da doenga que estdo associadas ao tempo
de exposicao a hiperglicemia. Complicagdes, tais como, macroangiopatia, retinopatia,
nefropatia e neuropatias podem ser muito debilitantes ao individuo e sdo muito onerosas
ao sistema de saude (Wild et al., 2004).

E incontestavel o fato de que pacientes diabéticos sdo frequentemente acometidos
por complicagdes nos membros inferiores, como neuropatia periférica sensitivo-motora,
doenca vascular periférica, ulceras nos pés, artropatia de Charcot e infec¢des. Também
¢ incontestavel a evidéncia de que estas complicagdes sdo responsaveis por inlimeros
gastos, amputagdes e elevada morbi-mortalidade. Nesse contexto e com base nos varios
estudos sobre o 6nus do “pé diabético” e suas implicagdes, podemos afirmar que esta
complica¢ao ¢ considerada uma das mais graves. A Organizacdo Mundial da Satde
(OMS) define o "pé diabético" da seguinte forma: "situagdo de infec¢do, ulceragdo ou
também destruicdo dos tecidos profundos dos pés, associada a anormalidades
neurologicas e varios graus de doenga vascular periférica, nos membros inferiores de
pacientes com DM". Estas anormalidades neuroldgicas e vasculares relacionadas podem
ocorrer de forma isolada ou concomitante. Sao estes achados clinicos que permitem
classificar o "pé sob risco de ulceragdao" em neuropatico, isquémico (ou vascular) ou
neuro-isquémico (Benotmane et al., 2000).

O comprometimento do sistema nervoso periférico ¢, inquestionavelmente, uma
das complica¢des mais freqiientes do DM, presente entre 50% dos pacientes apds 20

anos. Em qualquer dos tipos, a exposi¢do cronica a hiperglicemia constitui o fator



patologico comum para o desenvolvimento e progressao da neuropatia diabética
(Boulton et al., 1998).

Classicamente considera-se o paciente diabético mais propenso ao
desenvolvimento de infecgdes, sejam elas bacterianas ou fungicas ou virais. Porém,
contrariamente ao senso comum, a associacao de diabetes com maior susceptibilidade as
infeccdes em geral ndo ¢ evidenciada por muitos estudos populacionais. Recentemente,
em estudo prospectivo com acompanhamento por 12 meses de pacientes diabéticos tipo
1 e 2 comparados com 18 mil controles hipertensos, pode-se observar um risco 30 a
40% maior nos diabéticos para o desenvolvimento de infec¢des do trato respiratorio
inferior, trato urinario, pele e mucosas. Nos pacientes diabéticos as infecgdes do trato
urinario inferior foram até 100% mais frequentes quando comparados com os
hipertensos ndo diabéticos (Muller, 2005)

Varias alteragdes imunitarias vém sendo descritas no diabetes, sendo a imunidade
celular mais comprometida, com alteragdes nos polimorfonuclares, monocitos e
linfocitos. Nos polimorfonucleares hé alteracdes na aderéncia, quimiotaxia, fagocitose,
queima oxidativa e capacidade bactericida intracelular, havendo estudos que
demonstram relacdo inversa entre 0 mecanismo imunitario e os niveis de hemoglobina
glicada (Delamaire et al., 1997).

O DM e a doenca cardiovascular (DCV), compreendida como infarto do
miocardio, acidente vascular cerebral e doenga vascular periférica, parecem dois lados
da mesma moeda. DM tem sido visto como um equivalente de doenga coronariana, e
por outro lado, muitos portadores de DCV, se investigados, tém o diagndstico
confirmado de diabetes ou seus estagios pré-clinicos, especialmente intolerancia a
glicose. A prevaléncia de diabetes e tolerancia alterada a glicose em 2446 pacientes com
eventos coronarianos agudos admitidos no Instituto do Coracao (InCor), de 1997-1999,
foi de 37% para os homens e 40% para as mulheres (Koivisto et al., 1996). Assim ¢
tempo de os endocrinologistas e cardiologistas trabalharem juntos para melhorar a
qualidade de vida de milhares de portadores dessas afecgdes.

O DM também ¢ fator de risco para acidente vascular cerebral (AVC),
particularmente o isquémico. Além de mais prevalente, o AVC em diabéticos ¢ de
recuperagdo mais dificil, com maior freqiiéncia da recorréncia e maior mortalidade.
Embora a DCV acometa portadores de diabetes independente da sua etiologia, ha
diferen¢a na prevaléncia entre portadores de DM tipo 1 ou 2. Em diabéticos do tipo 1 a

prevaléncia de DCV ¢ maior em mais velhos e com maior duragcdo de doenca (6% em
2



pessoas de 15 a 29 anos e 25 % entre 45 a 59 anos), aumentando dramaticamente com o
aparecimento de microalbumintria. Mais de 29% dos portadores de DM 1 com
nefropatia terdo DCV 20 anos apo6s o diagndstico de diabetes, enquanto em diabéticos
sem nefropatia essa frequéncia ¢ de 2 a 3 % (Koivisto et al., 1996).

A resisténcia a insulina, que ¢ um defeito basico na etiopatogenia do DM tipo 2, ¢
considerada um elo fisiopatogénico entre o0 DM e a hipertensdo arterial, embora os
mecanismos ndo sejam totalmente conhecidos. Varias linhas de evidéncias apontam
uma associacdo da hipertensdo arterial e estados de resisténcia a insulina como ¢ o DM
tipo 2, integrante da chamada sindrome metabolica. Estudos em animais e seres
humanos mostraram que a hiperinsulinemia decorrente da resisténcia a insulina pode
determinar aumento da reabsorcao renal de so6dio bem como ativagdo do sistema
simpatico, acdes que contribuiriam para elevar a pressao arterial. Porém, este raciocinio
esbarrava nos resultados aparentemente conflitantes de experimentos nos quais a
insulina tem efeito vasodilatador (Richey et al., 1999).

Hoje se sabe que a condicdo de resisténcia tecidual a acdo da insulina ¢ um fator
relevante para a instalagdo de um estado pro-hipertensivo. A angiotensina II tem sido
envolvida no desenvolvimento de resisténcia a insulina e a hipertensao arterial. Agentes
que inibem a a¢do da angiotensina (inibidores da enzima conversora da angiotensina ou
bloqueadores do seu receptor) ndo apenas reduz a pressao arterial, mas também restaura
a sensibilidade a insulina (Romero, 1999).

Com base nestas observacdes postulou-se que destas relagdes da angiotensina II
as vias de sinalizagdo de insulina poder-se-ia compreender como a angiotensina geraria
resisténcia a insulina. Os mecanismos que elevam a PA do individuo com resisténcia a
insulina s3o maultiplos, mas certamente envolve, dentre outros, o sistema renina-
angiotensina (SRA), como gerador e mantenedor dos niveis pressoricos aumentados. O
estado hiperglicémico cronico desencadeia hiperfiltracdo glomerular e mecanismos
renais retentores de sal. O contetdo corporal de sédio aumentado potencializa a agdo da
angiotensina II, uma das mais potentes substancias pressoricas do organismo. Dentre
seus principais efeitos estdo a vasoconstri¢do e retengdo de sédio e agua nos tibulos
proximais, mediados por receptores AT1 e AT2 (Higashiura et al., 2000).

A doenga cardiovascular ¢ a primeira causa de mortalidade de individuos com
DM, a retinopatia a principal causa de cegueira adquirida, a nefropatia uma das maiores
responsaveis pelo ingresso a programas de didlise e a neuropatia periférica importante

causa de amputagdes de membros inferiores. Assim, procedimentos diagnésticos e
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terapéuticos (como “bypass” coronariano, fotocoagulacao retiniana e transplante renal),
hospitalizagdes, absenteismo, invalidez e morte prematura, elevam substancialmente os
custos diretos e indiretos da assisténcia a saude da populacdo diabética.
Desafortunadamente, o DM ¢ acompanhado de outras morbidades que podem tornar os
custos totais exorbitantes (Barcelo et al., 2003).

Atualmente, existem amplas evidéncias sobre a viabilidade da prevencao, tanto da
doenca em si como de suas complicacdes cronicas. O numero de individuos com DM da
uma ideia da magnitude do problema e estimativas tém sido publicadas para diferentes
regides do mundo, incluindo o Brasil. Em termos mundiais, cerca de 30 milhdes de
individuos apresentavam DM em 1985, passando para 135 milhdes em 1995 e 240
milhdes em 2005, com projecao de atingir 366 milhdes em 2030, dos quais dois tergos
habitardo paises em desenvolvimento (Barcelo et al., 2003.).

O diabetes ¢ uma enfermidade cronica multifatorial e tem como forte componente
a influéncia ambiental. As melhorias sdcio-econdmicas vivenciadas mundialmente nos
ultimos 20 anos promoveram um aumento significativo no nimero de casos de diabetes.
Sdo previstos 221 milhdes de diabéticos em 2010 com um aumento da prevaléncia da
ordem de 25-50% nos proximos 10 anos (Figura 1). O sedentarismo e a dieta rica em
gorduras, caracteristicas da sociedade moderna, provocam uma maior incidéncia da
obesidade e do diabetes, de tal modo que um novo termo para a sua designagdo
conjunta, “diabesidade”, esta surgindo. O diabetes, portanto, ameaca ser um dos maiores

problemas econdmico-social do século XXI (Zimmet et al., 2001).



Figura 1 - Mapa de previsdo do numero de pacientes com diabetes (em milhdes) em
2000 e em 2010 (valores superiores e médios, respectivamente) e aumento
em porcentagem (Adaptado de Zimmet et al., 2001).
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No Brasil, dados sobre prevaléncia de DM, representativos da populagdo residente
em nove capitais, datam do final da década de 80. Nesta €poca, estimou-se que, em
média, 7,6% dos brasileiros entre 30 e 69 anos de idade apresentavam DM, que incidia
igualmente nos dois sexos, mas que aumentava com a idade e a adiposidade corporal.
As maiores taxas foram observadas em cidades como Sao Paulo e Porto Alegre,
sugerindo o papel da urbanizacdo e industrializacdo na patogénese do DM do tipo 2
(Malerbi et al., 1992).

Um marco importante na preven¢ao secundaria foi a divulgacdo do estudo Steno-
2 (Gaede et al., 1999) que convenceu a sociedade cientifica da necessidade de se tratar
intensivamente os multiplos fatores de risco (niveis glicémicos, pressoricos, perfil
lipidico e a microalbuminuria) para obter reducdo significante também dos eventos
cardiovasculares e mortalidade em individuos com DM. Ha consenso de que o
individuo diabético ¢ de altissimo risco cardiovascular, compardvel aquele nao diabético
que ja apresentou um infarto do miocardio.

Dessa forma, justificam-se as metas rigorosas em termos de valores de glicemia
(Jejum e pos-prandial), hemoglobina glicada, pressao arterial e lipoproteinas,

estabelecidas por sociedades cientificas como a Sociedade Brasileira de Diabetes,



“American Diabetes Association” e “American Heart Association” (Haffner et al.,
1998).

O ntmero de mortes no ano de 2000, causadas por DM, para a América Latina e
Caribe foi de 339.035, o que representa uma perda de 757.096 anos de vida produtiva
entre pessoas com menos de 65 anos. Um custo financeiro de mais de trés bilhdes de
dolares. No Brasil, os custos totais estimados para o diabetes, no ano de 2002, foram de
22 milhdes de dolares, sendo o custo médio per capita de 872 doélares, o mais alto da
América Latina. Gastos médios com pessoas diabéticas alcangam o dobro, ou o triplo,
do que com pessoas ndo afetadas pela doenca (Barceld et al., 2003). Esses dados
bastariam para justificar a busca de novos compostos eficazes para o tratamento do DM
a partir de plantas regionais mais acessiveis a populagao.

O tratamento atual do diabetes visa manter o controle glicémico adequado, seja
com dieta hipocaldrica, aumento da pratica de exercicios fisicos ou uso de medicagdes.
Existem no momento diversas opg¢des terapéuticas, que podem ser utilizadas
isoladamente ou em associagdes: sensibilizadores da ac¢do da insulina (metformina,
tiazolidinedionas) que reduzem a gliconeogénese e aumentam a sensibilidade a insulina,
seu mecanismo de agdo ainda ¢ incerto, mas parece ter relagdo com a proteina quinase
depedente de AMPc; anti-hiperglicemiantes (acarbose) que sdo inibidores da o-
glicosidase nao-absorvivel, que reduzem a absor¢cdo de amido, sacarose e maltose,
através do bloqueio enzimatico envolvido no processo de digestdo de carboidratos;
secretagogos (sulfoniluréias) que se ligam a receptores especificos associados a canais
de K" na membrana da célula B pancreatica. Esta ligacdo inibe o fluxo de ion K,
promovendo despolarizagdo da célula e propiciando a abertura dos canais de Ca™" e seu
influxo. O aumento da concentracdo de Ca'  intracelular favorece a secrecdo de
insulina. Estes farmacos ndo estimulam a sintese de insulina, apenas promovem sua
liberagdo pelo pancreas; ativadores de PPAR-gama (Peroxisome proliferator-activated
receptor) que s3o um grupo de proteinas receptoras nucleares que funcionam como
fatores de transcricdo que regulam a expressao dos genes. Os PPARs desempenham um
papel essencial na regulagcdo da diferenciag¢do celular, desenvolvimento, e metabolismo
(carboidratos, lipidios, proteinas), e carcinogénese de organismos superiores; e/ou
insulina (Cnop et al., 2005).

O “United Kingdom Prospective Diabetes Study” (UKPDS, 1998), em estudos
com portadores de DM do tipo 2 tratados com dieta, insulina e/ou hipoglicemiantes

orais, mostrou a fundamental importidncia do controle glicémico na prevengdo ou
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redugdo das complicagdes micro e macrovasculares. O UKPDS (1998) mostrou que o
desenvolvimento de complica¢des microvasculares nos diabéticos foi reduzido, quando
tratados com sulfoniluréia, metformina ou insulina, mas apenas os pacientes tratados
com a metformina apresentaram diminui¢do significativa das complicagdes
macrovasculares (Turner, 1998). O UKPDS (1998) também mostrou que ocorre uma
piora progressiva da funcao da célula B pancreatica, independente do tipo de tratamento,
e que apds nove anos de tratamento apenas 25% dos diabéticos continuam a responder a
monoterapia, necessitando da conjugacdo de multiplos recursos para melhor controle
glicémico.

Apesar dos farmacos atualmente utilizados no tratamento do DM apresentarem
efeitos eficazes no controle da glicemia, nenhum deles aborda a
preservagdo/regeneracao das células B das ilhotas de Langherans. A caracterizagdo de
um principio ativo vegetal que venha a exercer um efeito protetor direto ou indireto
sobre as células produtoras do hormoénio insulina representaria uma nova classe de
medicamentos (Ferreira, 2008).

Sendo assim, neste trabalho efetuaram-se ensaios laboratoriais em ratos com
diabetes induzido por aloxano e sob influéncia do liofilizado dos frutos de Momordica
charantia L. (MC), visando detectar alteragdes nos niveis sanguineos do polipeptideo
semelhante ao glucagon (GLP-1), um hormdnio secretado pelas células L intestinais e
que demonstra propriedades estimulatorias para a secrecdo de insulina juntamente com
caracteristicas antiapoptoticas em células [ pancreaticas. Investigar também o
comportamento do perfil lipidico e a atividade das enzimas alanina aminotransferase e
aspartato aminotransferase em amostras sanguineas dos animais sob influéncia do

liofilizado em p6 dos frutos de MC.



2. Revisao da Literatura

2.1. Regulacéao da Glicemia

A glicemia ¢ regulada basicamente através da acdo de dois hormdnios produzidos
nas ilhotas pancreaticas de Langerhans: a insulina e o glucagon, que promovem o ajuste
da homeostasia da glicose. Em pessoas saudaveis, a agdo do glucagon ¢ de estimular a
producdo de glicose pelo figado e a acdo da insulina ¢ de bloquear essa produgdo e
aumentar a capta¢do da glicose pelos tecidos periféricos insulino-sensiveis, como o
musculo esquelético e o tecido adiposo. No estado normal de jejum, pequenos aumentos
na glicemia levam a supressdao da producao de glucagon e aumento da produgdo de
insulina, enquanto as hipoglicemias levam a um aumento na glucagonemia e reducao na
insulinemia. A integridade desse sistema ¢ fundamental para a satde metabdlica. No
jejum e no estado pré-prandial, o consumo de glicose pelos tecidos pode ser distribuido
da seguinte forma: sistema nervoso central (50 %), musculo (25 %) e o restante pelos
tecidos esplancnicos (25 %) (Dinneen et al., 1992; Gavin III Jr., 2001).

A principal acdo da insulina ¢ estimular o desaparecimento da glicose, pois a
insulina controla os niveis de glicose pos-prandial, sinalizando para que células
sensiveis a insulina, como o musculo esquelético, aumentem a captagao da glicose. A
insulina também estimula o figado a promover a glicogénese servindo, assim, como
manuten¢do de glicose estocada para os periodos de jejum. Adicionalmente, a insulina
inibe simultaneamente a secrecdo de glucagon pelas células alfa pancreaticas
sinalizando, assim, para que o figado, no estado pos-prandial, interrompa a produgao de
glicose via glicogendlise e neoglicogénese (Ferreira, 2008).

Durante as primeiras horas de jejum, o principal mecanismo pelo qual a glicose
torna-se disponivel como fonte energética ¢ a glicogendlise. A presenca do glucagon e a
diminui¢ao dos niveis de insulina facilitam este processo e promovem o aparecimento
da glicose na circulagdo. Apods longos periodos de jejum, o mecanismo fisiologico que
mantém a glicemia ¢ a neoglicogénese, processo que ocorre predominantemente no
figado e aqui também ¢ induzido pela diminuicdo da insulina (pelo jejum) e pelo

aumento do glucagon (Bruce et al., 1987).



A condi¢ao de jejum normal € caracterizada por niveis mais elevados de glucagon
e baixos de insulina, em conjunto com niveis fisiologicos de hormonios gastrointestinais
como o polipeptideo insulinotropico glicose-dependente (GIP) e o polipeptideo
semelhante ao glucagon (GLP-1). Tal equilibrio resulta em uma producdo aumentada de
glicose pelo figado e pelo rim, redug¢@o na captacdo periférica de glicose e aumento na
protedlise muscular e na lipolise adipocitaria. Esse conjunto de acdes sincronizadas
mantém a glicemia entre 70 e 100 mg/dL, os 4cidos graxos livres (produto da lipdlise)
entre 300 e 400 pmol/L e os triacilglicerdis abaixo de 125 mg/dL. Individuos com DM
apresentam reducdo na agdo e producdo de insulina, resultando em aumento na
glicemia, acidos graxos livres, triacilglicerdis e nos aminoacidos no estado de jejum
(Gavin III Jr., 2001; Lebovitz, 2001).

Apds uma alimentagdo balanceada, hd um aumento fisiolégico normal na
glicemia, com incremento de até 50 mg/dL, ndo ultrapassando 140 mg/dL. Esse
aumento depende da quantidade de glicose ingerida e da produgao enddgena de glicose.
Nesse momento, o pancreas libera uma quantidade maior de insulina, que suprime a
produ¢do de glucagon e, consequentemente, reduz a gliconeogénese hepatica.
Concomitantemente, ha aumento na captacao da glicose pelo musculo e tecido adiposo.
Esse processo depende de uma acao eficaz da insulina em seus receptores celulares, e
essa resposta metabdlica leva também ao retorno dos niveis de lipideos e aminoécidos
ao estado basal. Hormdnios gastrointestinais como GIP e o GLP-1 participam desse
processo, modulando o apetite, o esvaziamento gastrico, a producdo de glucagon e
insulina e, eventualmente, até influenciando diretamente a captacdo de glicose pelos

tecidos (Meyer et al., 2004).

2.2. Fisiopatologia da Hiperglicemia Pés-prandial

A excursdo glicémica normal depende de uma complexa acdo de hormodnios
pancredticos e gastrointestinais. A hiperglicemia ¢ causada pela presenca de defeitos na
produgdo (reducao da secrecdo insulinica) e na a¢do da insulina (resisténcia a insulina).
A relativa importancia da resisténcia a insulina nos pacientes diabéticos ¢ sabidamente
mais relevante em razdo da presenca de obesidade e da distribuicdo centripeta de
gordura, pelo fato de dificultar a acdo insulinica por diminuir o nimero de
transportadores de glicose ativos. No entanto, em trabalhos nos quais se fez o ajuste da

secrecdo e acdo insulinica pelo grau e distribui¢ao da adiposidade, a secre¢do deficitaria
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de insulina mostrou-se mais importante (Yaney et al., 2003). O tratamento do diabetes
costuma ser mais eficaz quando os dois mecanismos fisiopatologicos sdo abordados
conjuntamente.

A hiperglicemia ocorre pela dificuldade da célula B em compensar a resisténcia a
insulina, com uma resposta secretdria deficiente ao estimulo glicémico. Esse quadro se
apresenta tanto no inicio do processo como também no possivel mecanismo de exaustao
da célula B inerente a propria evolucao da doenca. Entretanto, modelos animais com
auséncia (“knock-out”) de receptor de insulina na célula  pancreatica, ou seja, em que
ha resisténcia a a¢do da insulina na propria célula que a produz, apresentam perda da
primeira fase de secrecdo de insulina e tém como achado clinico inicial a hiperglicemia
pos-alimentar (Kulkarni et al., 1999)

A hiperglicemia pds-prandial cronica pode levar a um estado de glicotoxicidade
que se caracteriza pela redugdo progressiva da secrecdo da célula B, ou a perda
progressiva da funcdo glicostatica do pancreas, que leva a um agravamento progressivo
do estado hiperglicémico (Mckillop et al., 2002).

O conhecido processo de glicagdo aumentada no diabetes, pelo qual a glicose liga-
se de maneira ndo-enzimatica com diversas proteinas formando produtos glicosilados ¢
habitualmente avaliados pela presenga de niveis aumentados de hemoglobina
glicosilada (Alc), também ocorre no interior da célula B, nos granulos de insulina,
levando a secre¢do de insulina glicosilada, que apresenta uma atividade biologica
reduzida. Assim, a glicotoxicidade na célula B também deve contribuir para a resisténcia
a acdo da insulina (Mckillop et al., 2002).

Em seguida a ingestdo alimentar, alguns hormonios sdo produzidos e secretados
por células intestinais e estimulam a secrecdo de insulina, sendo conhecidos como
incretinas. Ha varios hormonios pds-prandiais, os mais importantes sdo o polipeptideo
insulinotropico glicose-dependente (GIP) e o polipeptideo semelhante ao glucagon -1
(GLP-1).

O alinhamento entre ingestdo alimentar e secre¢do de insulina ¢ um mecanismo
preciso e intrigante. Esse sincronismo ¢ acoplado a uma fase cefélica de secregdo de
insulina que antecede a ingestdo alimentar, sendo pequena em termos absolutos, mas
diretamente relacionada a quantidade total de insulina secretada logo apods o inicio da
ingestao alimentar (Bruce et al., 1987). Em resposta a uma sobrecarga intravenosa ou
oral de glicose existe uma secrecdo bifasica de insulina, caracterizada por um pico

inicial entre cinco e sete minutos. Essa primeira fase de secre¢ao dura até dez ou quinze
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minutos e € seguida por uma secrecdo prolongada em niveis mais baixos, usualmente
durante até quatro horas, at¢ que o nivel de glicose retorne ao valor basal normal.
Aproximadamente 1% do contetido da célula B ¢ secretado na primeira fase, e mais 10%
sdo secretados na segunda fase (Bruce et al., 1987).

Em individuos com DM do tipo 2 a primeira fase de secrecdo estd virtualmente
perdida. Um estudo prospectivo com os indios pima do Arizona, que evoluiram da
normalidade ao diabetes ao longo de cinco anos de acompanhamento, revelou que a
passagem do estado normal ao estado de intolerancia a glicose e, posteriormente, ao
diabetes, esteve relacionada ao ganho de peso, a piora da sensibilidade a insulina ¢ a
deterioragdo da primeira fase de secre¢ao de insulina (Weyer et al., 1999). Em resumo,
o dano ocorrido na primeira fase ¢ um evento crucial no defeito secretério ligado a
origem do diabetes, relacionando-se com a intolerancia a glicose e com a hiperglicemia

pos-prandial (Del Prato et al., 2002).

2.3. Influéncia da Hiperglicemia Pés-prandial

A elevagdo da glicemia pds-prandial pode estar presente mesmo em condigdes de
glicemia de jejum normal, constituindo um dos estagios iniciais do DM. Esse estagio
contribui para o desenvolvimento das complicagdes precoces micro e macrovasculares,
além de acelerar o processo de progressdo para o diabetes sintomatico através da
glicotoxicidade periférica e também da célula f (Woerle et al., 2004). A caracterizagao
inicial da hiperglicemia pds-prandial e seu controle efetivo constituem um potencial
alvo terapéutico para a prevencdo das complicacdes cronicas do diabetes. De acordo
com 0s consensos mais recentes a glicemia pds-prandial deve ser mantida abaixo de 140
mg/dL para a prevencdo das complicagdes macrovasculares do diabetes, como a doenca
arterial coronariana (American College of Endocrinology Consensus Statement on

Guidelines for Glycemic Control, 2002).

2.4. O Diabetes mellitus

Trata-se de uma patologia de carater enddcrino caracterizada por altas
concentragdes de glicose na corrente sanguinea (hiperglicemia) decorrente da falta de
produgdo da insulina e/ou incapacidade desta em exercer adequadamente sua fun¢ao nos

tecidos alvo (De Fronzo, 2004).
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Apresenta-se como um grupo de transtornos hiperglicémicos, que afetam o
metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas e estdo associados com uma
deficiéncia absoluta ou relativa na secrecao e/ou acao da insulina (Rao et al., 2001).

Na forma mais comum da doenga, o DM do tipo 2, as etiologias ainda ndo estdo
estabelecidas. H4 um componente genético, ainda mal definido, e a obesidade, a
inatividade fisica e o envelhecimento desencadeiam ou aceleram o aparecimento da
doenga. O DM do tipo 2 parece ser poligénico, com polimorfismos que devem facilitar
a instalacdo da resisténcia a insulina, bem como a reducdo de massa de células . No
paciente com DM do tipo 2 a hiperglicemia e outras alteragdes metabolicas agravam a
resisténcia e pioram a secrecdo de insulina, dificultando a investigacdo da seqiiéncia
patogénica nessa forma de diabetes (Velloso et al., 2008).

A incapacidade da célula B em responder a crescente demanda periférica de
insulina, observada durante a evolugdo progressiva da insulino-resisténcia em
individuos intolerantes a glicose ¢ aceita hoje como o fendmeno determinante no
desenvolvimento do DM do tipo 2. Alguns fatos corroboram tal conceito. Todos os
pacientes com DM do tipo 2 tem disfun¢do mensuravel da célula B; segundo, a
deterioragdo da funcdo da célula B é progressiva; terceiro, ha perda progressiva da
resposta da célula B a terapéutica com sulfoniluréias (Cnop et al., 2005).

Conforme mencionado, a hiperglicemia do DM do tipo 2 resulta de dois
mecanismos bésicos, a resisténcia periférica a a¢do da insulina e a deficiéncia da
produgdo deste hormonio pelas células f do pancreas. A perda de fungdo da célula B é
um fator que aparece precocemente no desenvolvimento do DM do tipo 2. Em
condi¢des normais, a secrecdo insulinica ocorre em dois picos ao se iniciar uma
refeicdo: o primeiro pico ¢ necessario para a utilizagdo da glicose proveniente da
refeicdo e também para sinalizar ao figado e inibir a produgdo enddgena de glicose logo
ap6s a refeicdo. No individuo sadio, as duas fases de secre¢do de insulina estdo
preservadas enquanto no portador de DM, h4 perda da primeira fase e atraso na segunda
fase deste processo (Velloso et al., 2008).

O entendimento sobre o diabetes como uma doenca metabdlica evoluiu
consideravelmente apds a descoberta da insulina, em 1920. A insulina foi identificada
como um hormoénio regulador dos niveis circulantes da glicose € DM foi considerado
como uma doenca da secrecdo deste hormonio, uma vez que sua aplicagdo diminuia os
niveis da glicose e tem sido utilizada até hoje como base do tratamento do diabetes.

Apos o advento do radioimunoensaio e a capacidade de se medir os niveis de insulina,
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foi identificado um grupo de pacientes com diabetes que tinha niveis elevados de
insulina, resultando no conceito de resisténcia a insulina, que ¢ uma das bases para se
entender a fisiopatologia do diabetes tipo 2. Nesse periodo também, os estudos de
fisiologia revelaram que outros hormdnios tinham efeitos glicoregulatérios e que varios
hormdnios contribuiam para a homeostase da glicemia. Nos anos 50, constatou-se que o
glucagon era o principal estimulo para a producao hepatica da glicose. Essa descoberta
levou a um entendimento das relagdes entre insulina e glucagon, permitindo, assim, o
conceito do diabetes como doenca bi-hormonal (Sociedade Brasileira de Diabetes,
2007).

Entendemos hoje que o nivel de glicemia ¢ fun¢ao do equilibrio ou do
desequilibrio entre a velocidade de entrada e a taxa de remocao da glicose na circulagdo.
A glicose circulante ¢ derivada de trés fontes: 1) absorcdo intestinal apds a alimentagao;
2) glicogenolise que ¢ a transformacdo das reservas de glicogénio hepatico em glicose;
3) neoglicogénese que ¢ a producao de glicose via substrato ndo carboidrato,
particularmente lactato, aminoacidos e glicerol. Assim, a insulina e o glucagon sdo
potentes reguladores do metabolismo da glicose e, por décadas, o diabetes passou a ser
considerado como uma doenga bi-hormonal. No entanto, esta perspectiva ¢ incompleta e
inadequada para explicar algumas das dificuldades de se manter um controle adequado

das concentracdes de glicose em pacientes com diabetes (Ferreira, 2008).

2.5. As Incretinas

Nos anos 70 varios hormonios intestinais foram identificados e um deles, o GLP-
1, foi reconhecido como outro importante contribuinte para a manutenc¢ao da glicemia.
Assim, passou-se a entender o processo glicoregulatério como resultado da interagdo
com outros hormonios e particularmente a relacdo dos hormonios pancreaticos (insulina
e glucagon) com hormdnios intestinais e o diabetes passou a ser visto com uma doenca
multi-hormonal (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2007).

Em individuos fisiologicamente sadios, apos a ingestao de alimentos, a digestao e
a absor¢cdo dos nutrientes estdo associadas a um aumento na secrecao de varios
peptideos intestinais cujas agdes se fazem a distdncia, em locais que promovem a
utilizagcdo e estocagem da energia. Esses hormonios peptidicos sdo sintetizados por

células enteroendocrinas especializadas localizadas no epitélio do estomago, intestino
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delgado e intestino grosso e sdo secretadas em baixos niveis basais no estado
alimentado (Drucker, 2007).

Os niveis sanguineos dos hormdnios intestinais elevam-se rapidamente alguns
minutos apds a ingestdo de alimentos e em seguida diminuem rapidamente
principalmente porque sdo inativados enzimaticamente. Os hormonios intestinais ativam
circuitos nervosos de comunicagdo com tecidos periféricos como o figado, musculo,
tecido adiposo e as ilhotas de Langerhans do pancreas, coordenando globalmente a
quantidade e a assimilagdo da energia pelo animal. As incretinas, representadas pelos
hormdnios gastrointestinais, polipeptideo inibitério gastrico (GIP) e polipeptidio
semelhante ao glucagon-1 (GLP-1), causam um aumento da quantidade de insulina
liberada pelas células B das ilhotas e t€ém seus niveis sanguineos aumentados apos as
refeicdes, estimulando a liberacdo de insulina pelas células B das ilhotas de uma
maneira glicose dependente (Drucker, 2006).

Realmente, hd uma resposta insulinica aumentada a glicose oral quando
confrontada a infusdo intravenosa de glicose, e esse fenomeno ¢ conhecido como efeito
incretina, o qual contribui com 30% a 60% da secre¢cdo pos-prandial de insulina. Em
pacientes diabéticos, existe uma discreta reducao dos niveis pés-prandiais de GIP e uma
intensa redu¢do nos niveis de GLP-1, contribuindo para a insuficiéncia na secre¢ao

insulinica nesses individuos (Visboll et al., 2004).

2.5.1. O Polipeptideo Semelhante ao Glucagon-1

Trata-se de um polipeptideo liberado no jejuno proximal, médio distal e ainda no
ileo. A liberagdo de GLP-1 tem inicio aproximadamente aos 60 cm apds o Ligamento de
Treitz (Little et al., 2006) sendo estimulada pela ingestdo de glicose ¢ acidos graxos,
sofrendo um maior estimulo pelos alimentos liquidos (Brynes et al., 1998). A liberagao
desse hormonio ¢ bifésica, inicia-se 10 a 15 minutos apos a ingestdo dos alimentos, e
num segundo momento, ha uma fase mais longa entre 30 e 60 minutos (Drucker, 2007).

A glicose exerce grande efeito sobre a liberagdo de GLP-1. Kuo et al. (2008)
demonstraram que a administragdo de glicose, diretamente no duodeno, produziu a
liberacao de GLP-1 atingindo méaxima concentragdo em 15 minutos, permanecendo
elevada por 30 minutos, voltando aos niveis basais apds 45 minutos. Um estudo
realizado com ratos GotoKakizaki (GK) Diabéticos Tipo 2 (DMT2) e ratos Wistar ndo

diabéticos do tipo 2 (NDMT2), mostra que a infusdo de glicose produz a liberagdo de
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GLP-1 que provoca uma rdpida e intensa liberagdo de insulina, principalmente nos
DMT?2 (Edholm, et al., 2008).

A estrutura do GLP-1 ¢ constituida de 37 residuos de aminoacidos, contudo sua
estrutura biologicamente ativa se apresenta como GLP-1 (7-36 NH;) e GLP-1 (7-37)
(Figura 2), que consiste em polipeptideos de 30 e 31 residuos de aminoécidos
respectivamente. A maior parte da secre¢ao de GLP-1 se apresenta como GLP-1 (7-37)

(Holst e Orskov, 2001).

Figura 2 — Polipeptideo Semelhante ao Glucagon-1 (7-37) (Adaptada de Chemblink,
2010).
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diferentes tecidos. Seu processamento ¢ realizado por enzimas denominadas pro-

horménio convertase (PC) que realizam a clivagem de um residuo de arginina do
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peptideo inicial, fazendo com que ele se transforme em um peptideo bioativo com agao
especifica para cada tecido.

Muitos peptideos bioativos sdo gerados através da transformacao proteolitica de
seus precursores. O GLP-1 ¢ ativado através do processamento pos-transcricional. Esse
processo ¢ realizado pela enzima pro-hormoénio convertase 1/3 (PC 1/3) que faz parte da
familia de enzimas intracelulares serinaendoproteases, que age clivando residuos de
aminodcidos basicos dos pré-hormoénios (Ugleholdt et al., 2004). A producdo do GLP-1
ativo ¢ completamente dependente da PC1/3 (Zhu et al., 2002; Ugleholdt et al., 2004;
Ugleholdt, 2006). Assim, a deficiéncia dessa enzima pode acarretar a falta dessas
incretinas bioativas, resultando na diminuicdo da agdo incretinica. Ugleholdt e
colaboradores (2004), demonstram que camundongos deficientes em PC1/3 apresentam
acumulo de proglucagon em granulos secretores nas células L intestinais.

Nas células L do intestino e também no sistema nervoso central a enzima que atua
¢ a isoforma PC1/3 (Drucker, 2006). Ha o processamento do proglucagon liberando
GLP-1, glicentina, oxintomodulina, peptideo de intervenc¢do-2 (IP-2) e GLP-2 (Figura
3). Mas apenas o GLP-1 ¢ capaz de estimular uma liberagdo consideravel de insulina

pelo pancreas (Dhanvantari et al., 2001).

Figura 3 — Processamento tecido especifico pos-transcrigdo do proglucagon no cérebro
e no intestino levando a geracdo de glicentina que ¢ formada pelo
polipeptideo derivado da glicentina (GRPP), glucagon (gluc) e peptideo de
intervengdo-1 (IP-1) e oxintomodulina (OXM) que ¢ formada pelo
glucagon e peptideo de intervenc¢do-1, além da formacdo do peptideo de
intervengdo-2 (IP-2), GLP-1 e GLP-2 (Figura adaptada de Baggio e
Drucker, 2007).
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Muitas isoformas de PC j& foram descritas, mas apenas a PC2 e a PC1/3 tem papel
importante no processamento do proglucagon (Ugleholdt et al., 2006).

O gene que codifica o GLP-1 (proglucagon) esta localizado no cromossomo 2,
sendo constituido por 6 éxons e 5 introns (White, 1986). O gene do proglucagon ¢
expresso em uma variedade de tecidos, entre eles as células a do pancreas, ileo, colon e
reto (Novak et al.,, 1987), neuronios localizados no hipotalamo e regido do tronco
cerebral que recebem as sinaliza¢des do intestino (Edholm et al., 2008).

A acdo do GLP-1 sobre as células pancreaticas compreende: aumento da
expressdo génica e da biossintese de insulina; efeito trofico e protetor sobre as células 3
aumentando a sua proliferacdo e reduzindo a apoptose (Drucker, 2006).

O GLP-1 através do seu efeito insulinotropico regula os niveis de glicose
sanguinea, diminuindo a secre¢do de glucagon e a producdo de glicose hepatica
(Sandoval et al., 2008). Além disso, o GLP-1 esta envolvido no esvaziamento gastrico
por vias neuronais. Esse fenomeno chama-se “ileal brake”, os nutrientes presentes na
parte distal do intestino delgado sinalizam uma reducdo da motilidade do intestino
delgado proximal (Gautier et al., 2005). Assim ocorre um melhor aproveitamento da
glicose sanguinea pelos tecidos, indicando um sinal de saciedade que resulta em uma
diminui¢do da ingestdo de alimentos (Edholm et al., 2008). A acao do GLP-1 ¢
inativada rapidamente em humanos pela enzima dipeptidil peptidase IV (DPPIV).

2.5.2. O Polipeptideo Insulinotrépico Glicose Dependente

Outro hormonio intestinal importante ¢ o polipeptideo insulinotropico glicose
dependente (GIP). GIP ¢ expresso predominantemente no estdmago e nas células K na
parte proximal do intestino delgado. A secrecdo do GIP ¢ estimulada pela ingestdo de
nutrientes € em razdo do nutriente absorvido; as gorduras sao um potente estimulador
em humanos, entretanto em outras espécies, os carboidratos sdo secretagogos mais
efetivos (Yip et al., 1998).

A acdo dominante do GIP ¢é a estimulacdo da secre¢do da insulina de forma
glicose dependente. O efeito ¢ mediado através da elevacao da concentracao intracelular
do AMPc e inibi¢do dos canais de potassio ATP dependentes, o que induz a exocitose
da célula B (Gromada et al., 1998). GIP também promove a biossintese da insulina e

exibe atividade semelhante ao fator de crescimento em células B in vitro durante
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ativagdo por AMPc/proteina quinase A, MAPK-dependente e PI3K-dependente
(Trumper et al., 2001).

Kim et al. (2005) demonstraram que o GIP também ativa vias antiapoptéticas em
cé¢lulas da ilhota estudadas in vitro e a continua infusdo de GIP estimulou a
sobrevivéncia de células B de roedores, através da diminui¢do da expressao da proteina
proapoptética BAX e do aumento da expressao da proteina antiapoptdtica BCL2.

A importancia biologica do GIP enddgeno no controle da homeostase da glicose ¢
bem determinada quando se experimenta antagonista do GIP, imunoneutralizagdo da
atividade do GIP ou ratos desprovidos de receptores para o GIP. A diminui¢do ou a
eliminacdo da acao do GIP, usando qualquer um dos trés procedimentos citados, resulta
em uma secrecdo deficitaria de insulina apds a administragdo oral de glicose (Tseng et

al., 1996; Miyawaki et al., 1999).

2.6. A Dipeptidil Peptidase 1V

Dipeptidil peptidase IV (EC 3.4.14.11), também conhecida como CD26, ¢ uma
enzima do tipo serinaprotease que cliva especificamente dipeptideos a partir do amino
terminal de oligopeptideos ou proteinas que contenham um residuo de alanina ou
prolina na posicdo dois, modificando sua atividade (De Meester et al., 1999). A
dipeptidil peptidase IV (DPPIV) ¢ essencial na inativagdo das incretinas GIP e GLP-1
(Figura 4), regulando a acdo desses hormdnios intestinais na homeostase pos-prandial
da glicose, mantendo os efeitos funcionais do eixo enteroinsular (De Meester et al.,
1999).

Ambos, GIP e GLP-1, sdo substratos para a DPPIV, pois possuem na pentltima
posicdo um residuo de alanina. O GIP (1-42) ¢ clivado pela DPPI-V, gerando GIP (3-
42) inativo. Em humanos, GLP-1 (7-36 NH,) ou (7-37) bioativos, podem ser inativados
pela DPPIV produzindo GLP-1 (9-36) e (9-37), respectivamente (Drucker, 2007). Por
esse motivo, inibidores de DPPIV sdo muito estudados como tratamento para o DM.
Bloqueando a atividade da enzima hd um aumento dos niveis sanguineos das incretinas
GIP e GLP-1, aumentando o estimulo para a secre¢ao de insulina e diminuindo a glicose

sanguinea ap0s as refei¢des (Holst et al., 2009).
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Figura 4 - GLP-1 e GIP bioativos sdo liberados no intestino delgado apds a ingestdo de
alimentos, estimulando a secrecdo de insulina. DPPIV converte
rapidamente GIP e GLP-1 para os seus metabdlitos inativos. A inibi¢ao da
atividade de DPPIV impede a degradacdo de GLP-1 e de GIP, aumentando
assim a acdo das incretinas (Figura adaptada de Baggio e Drucker, 2007).
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Essa enzima também se liga ao colageno e adenosina deaminase, aumentando a
proliferacao e ativando as células T. Yamada e colaboradores (2009), mostram que
CD26/DPPIV tem um papel importante na proliferagdo e sobrevivéncia de células
cancerigenas.

A enzima DPPIV ¢ amplamente expressa e pode ser encontrada em varios tecidos
e tipos celulares, incluindo rins, pulmao, glandula adrenal, figado, intestino, testiculos,
pancreas e sistema nervoso central, bem como sobre a superficie de linfocitos e
macrofagos. Notavelmente, a DPPIV também ¢ encontrada nos vasos sanguineos da
mucosa intestinal, que estdo posicionados adjacentes aos sitios de secre¢do de GLP-1.
Consequentemente, mais da metade do GLP-1 ¢ rapidamente inativado pela DPPIV
apods entrar na circulacdo. Além da forma ligada na superficie da célula, essa enzima

também ¢ encontrada como proteina solivel na circulagdo (Drucker, 2007).
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2.7. O Diabetes mellitus e o Polipeptideo Semelhante ao Glucagon-1

A melhor compreensdo da biologia da incretina levou a identificacdo de novas
estratégias terapéuticas para o tratamento do DM. O hormdnio incretina predominante,
o polipeptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1), ¢ secretado pelas células
enteroenddcrinas L e liga-se aos receptores de GLP-1 na superficie das células B. Esses
receptores sdo conectados a uma via de transducdo de sinais que, quando ativada,
resulta no aumento da biossintese e da secre¢do da insulina, aumentando assim a fun¢ao
da ilhota. A ativagdo do receptor de GLP-1 também resulta na expressao de proteinas e
genes especificos que aumentam a proliferacao e reduzem a apoptose de células . Os
agentes terapéuticos classicos para o diabetes ndo ativam essas vias (Forti, 2006).

Segundo “American College of Endocrinology Consensus Statement on
Guidelines for Glycemic Control” (2002), o objetivo do controle do diabetes é prevenir
as complicagdes agudas e cronicas da doenga, inclusive as macro e microvasculares.
Estudos clinicos mostraram que uma reducdo de 1% na hemoglobina glicada Alc, usada
como medida do controle glicémico em longo prazo reduz as complicagdes
microvasculares em 30% a 35%. Entretanto, os estudos também revelaram que a grande
maioria dos portadores de diabetes ndo consegue atingir metas aceitaveis no que se
refere a Alc. No ano 2000, dados do ‘“National Health and Nutrition Examination
Survey” mostraram que somente 37% dos participantes tinham atingido niveis de Alc
inferiores a 7% (Saydah et al., 2004).

Embora os efeitos diretos do GLP-1 sobre as células B sejam mediados pela
interacdo com os receptores de GLP-1, muitos outros efeitos da incretina sao mediados
por vias indiretas. As ativagdes das vias vagais ascendentes interligam os centros no
sistema nervoso central, o que acaba resultando na comunicagdo com o pancreas, o
figado e os tecidos periféricos, tais como musculos e gordura (Drucker, 2003).

Os niveis de GLP-1 sdo baixos no estado de jejum e aumentam pela ingestdo de
uma refei¢do mista ou refeicdes ricas em gorduras e carboidratos. Sua secre¢do age
também diminuindo os niveis de glucagon e diminuindo o esvaziamento gastrico. A
diminui¢do do glucagon ocorre apenas no estado pos-prandial e nao afeta a acao do
glucagon na manutencdo da glicemia no estado de jejum. Sua a¢do diminuindo o
esvaziamento gastrico contribui para a diminui¢do da elevagdo da glicemia no estado

pos-prandial (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2007).
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A acgdo de reducao da glicemia do GLP-1 esta associada aos mecanismos normais
de controle utilizados pela célula beta e alfa para regular sua secrecdo. A infusdo de
GLP-1 leva a diminuicdo progressiva da glicemia até a sua normaliza¢do, associada ao
aumento da secrecdo de insulina e a supressdo da secre¢do do glucagon, como dito
anteriormente. Contudo, @ medida que a glicemia retorna ao normal, vao diminuindo os
efeitos na secrecao e na supressao do glucagon, mecanismos que, segundo se acredita,
diminuem a chance de hipoglicemia. Portanto, a resposta ao GLP-1 ¢ distinta da
resposta aos atuais secretagogos das classes das sulfoniluréias ou das glinidas, que
continuam estimulando a secre¢do de insulina mesmo quando a glicemia volta ao
normal (Nauck et al., 1993).

Rachman et al. (1997) demonstraram a eficidcia da administragdo intravenosa
continua de GLP-1 no tratamento do DM. O GLP-1 reduziu de forma significativa as
excursdes glicémicas diurnas nos estados de jejum e pos-prandial, fazendo com que as
glicemias durante o dia praticamente retornassem aos valores dos controles. Um estudo
de destaque que ressaltou a utilidade do GLP-1 foi conduzido em pacientes DM que
receberam GLP-1 continuamente por 6 semanas. Os pacientes que participaram do
estudo tinham sido diagnosticados ha 4,6 anos em média, com nivel médio de Alc de
9,1% e indice de massa corporal de 33,5 kg/m2. Os pacientes receberam infusdo
subcutanea continua (24 horas por dia, 7 dias por semana) de GLP-1 ou solugdo salina
durante 6 semanas via uma bomba de insulina portatil. Aqueles que receberam GLP-1
apresentaram melhora significativa e sustentada na glicemia de jejum e pos-prandial em
comparag¢ao com os que receberam solucao salina. Além disso, o tratamento com GLP-1
foi acompanhado de significativa redugdo no peso corporal total e nos niveis de Alc,
bem como na melhora da sensibilidade a insulina e da fun¢do das células . Portanto, o
GLP-1 ndo apenas estimulou a secrecdo de insulina pelas células B como também
reprogramou as cé¢lulas  defeituosas para torna-las mais sensiveis a glicose (Zander et
al., 2002). Esse estudo de Zander e colaboradores (2002), também demonstrou a
viabilidade da administragdo cronica de GLP-1, que foi estendida para até 3 meses sem
reducdo significativa da resposta clinica. Até a data desse estudo, nenhuma taquifilaxia
ou dessensibilizacdao de receptores foi observada com a administracao cronica de GLP-
1.

Pacientes com diabetes apresentam uma diminui¢cdo dos niveis de GLP-1 no
estado pos-prandial, o que contribui para o quadro clinico do diabetes, pois diminui o

estimulo fisioldgico da secre¢dao de insulina e ndo contribui para a supressao do
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glucagon. (Meneilly et al., 2003). Esses e outros estudos fornecem dados importantes
que justificam a abordagem de tratamento do DM com GLP-1.

O que inviabiliza o uso terapéutico do GLP-1 ¢ a sua vida média plasmatica
extremamente curta (menor que 3 min) devida a sua rapida inativacdo pela enzima
dipeptidil peptidase 4 (DPPIV). Para contornar essa limitacdo foram desenvolvidas trés
estratégias: o desenvolvimento de agonistas do receptor do GLP-1 como, por exemplo,
a exenatida (Byetta®), a sintese de analogos do GLP-1 resistentes a inativagdo
enzimatica, como o liraglutida, e a criacdo de agentes inibidores da DPPIV. Tanto os
agonistas quanto os analogos do GLP-1 t€ém demonstrado sua eficacia na terapéutica
sem causar hipoglicemia, mas apresentam o inconveniente de serem drogas injetaveis.
Os inibidores da DPP-IV sdo ativos por via oral, mas podem interferir na acdo de outros
peptideos que também sdo degradados por esta enzima. Em conjunto, essas estratégias
terapéuticas sdo denominadas como “baseadas em incretinas” e se constituem em um
desenvolvimento promissor no tratamento do diabetes (Sociedade Brasileira de

Diabetes, 2007).

2.8. O Diabetes mellitus e as Alteracdes Lipidicas

Virios estudos prospectivos vém mostrando que no DM o risco de doenca
corondria estd aumentado de trés a quatro vezes. Além disso, pacientes com diabetes
tem um risco de mortalidade hospitalar 50% maior ¢ um risco duas vezes maior de
morte ap6s um infarto agudo do miocardio em um periodo de dois anos (Clinical
Practice Recommendations, 2007).

Pacientes diabéticos podem apresentar anormalidades nas concentracdes de
lipideos e lipoproteinas plasmaticas, que sdo menos comuns em ndo diabéticos,
independente da presenga dos fatores de risco da doenga cardiovascular que sao bem
conhecidos. O padrdo lipidico mais comum encontrado nos pacientes diabéticos ¢ a
elevagdo dos triglicerideos € uma diminui¢do nos niveis do HDL colesterol. A
concentragdo média dos niveis de LDL colesterol ndo ¢ significativamente diferente dos
ndo diabéticos, porém alteracdes qualitativas na particula da LDL podem estar
presentes. Em particular pacientes com diabetes, tendem a ter uma grande proporcao das
particulas pequenas e densas da LDL, que sdo mais suscetiveis a oxidacdo podendo

levar a um aumento do risco cardiovascular (Clinical Practice Recommendations, 2007).

22



O caréater toxico da hiperglicemia sobre a célula B manifesta-se pela reducdo da
expressao do gene de insulina, reducdo do processamento da pré-insulina e deposi¢ao
de material amiléide com um aumento do processo de apoptose. Tais mecanismos estdo
acentuados na concomitancia de um aumento da lipemia pos-prandial (triacilglicerdis e
acidos graxos livres) por um mecanismo conhecido como lipotoxicidade (Poitout et al.,
2002).

Acredita-se que a obesidade, especialmente abdominal, seja um dos mecanismos
agravantes, tanto para o desenvolvimento de DM, como para as doengas
cardiovasculares, uma vez que ambos t€m fatores comuns como a resisténcia a insulina,
hipertensao arterial e dislipidemia. A observacdo da concomitancia destes fatores de
risco € que levou a conceituagdo e definicdo da sindrome metabolica (Grundy et al.,
2004).

E particularmente a obesidade de distribui¢io abdominal que mais se associa a
geracao de resisténcia a insulina. O grande aporte de acidos graxos livres ao sistema
porta, oriundos da gordura visceral, provoca alteracdes enzimaticas e metabolicas no
tecido hepatico. A resisténcia a insulina no figado determina a hiperinsulinemia, os
distarbios de lipoproteinas tipicos da sindrome metabdlica (HDL-colesterol baixo,
hipertriglicerirdemia e particulas pequenas e densas de LDL-colesterol), ¢ aumento da
producdo de proteina C reativa, marcador de inflamagao subclinica (Kahn et al., 2005).

O tecido adiposo visceral também ¢ fonte de adipocitocinas que deterioram a
sensibilidade a insulina (como o TNF-alfa), provoca distarbios da fibrinélise (aumento
de PAI-1) e da adesdao de moléculas ao endotélio, além de favorecer a elevacdo da
pressdo arterial (angiotensinogénio). Por outro lado, o acimulo de gordura visceral
provoca reducdo de uma adipocina que melhora a sensibilidade a insulina - a
adiponectina. Esta teoria dos acidos graxos livres também explica a resisténcia a
insulina em tecidos periféricos (musculatura esquelética) nos quais os acidos graxos
competem com a glicose como substrato energético (Hanley et al., 2004).

Como a obesidade ¢ um dos fatores desencadeantes e/ou agravantes do DM do
tipo 2, o efeito redutor do apetite ¢ benéfico em pacientes obesos ou com sobrepeso. De
fato, o tratamento cronico com exenatide (incretinomimético com propriedades
semelhantes ao GLP-1) reduziu o ganho de peso em ratos obesos da linhagem Zucker
devido a reducdo da ingestdo alimentar (Szayna et al., 2000). Resultados semelhantes

foram observados em humanos (Kendall et al., 2005).
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2.9. A Importéncia das Plantas Medicinais

As plantas sempre foram usadas como substratos para medicamentos, sendo que
cerca de 30% do total de farmacos disponiveis no mercado sdo originados das mesmas
(Calixto, 2000). Dados etnobotanicos relatam cerca de 800 plantas com potencial
antidiabético que apresentaram resultados positivos em ensaios experimentais (Grover
et al., 2002).

Muitas espécies de plantas tém sido usadas etnofarmacologicamente ou
experimentalmente para tratar dos sintomas do DM (Ivorra et al., 1989). H4 relatos do
uso de plantas antidiabéticas na India desde o sexto século antes de Cristo (Grover et al.,
2001), geralmente na forma de chds, obtendo-se um efeito que se confirma com o

desenvolvimento da pesquisa cientifica.

2.9.1. Possiveis Mecanismos Antidiabéticos das Plantas Etnofarmacologicamente
Utilizadas

Antes do advento da insulina exdgeno e hipoglicemiante orais, o uso de plantas
medicinais era a principal forma de controle do diabetes, pois sdo importantes fontes de
substancias potencialmente terapéuticas (Gray e Flatt, 1999). Vérias espécies vegetais
tém sido estudadas como benéficas no controle do diabetes. Alguns de seus principios
ativos agem aumentando a liberagdo de insulina, modificando o metabolismo da glicose,
inibindo fatores hiperglicemiantes, inibindo ou estimulando a sintese de enzimas ou
atenuando as complica¢des do diabetes. Dentre os compostos ativos antidiabéticos tém-
se destacados polissacarideos, proteinas, esterdides, terpendides, alcaloides,
flavonoides, glicosideos, triterpenos, Oleos, vitaminas, saponinas, peptideos e
aminoacidos (Abdel-Hassan et al., 2000).

A charantina, uma mistura de dois glicosideos esteroidais, com estrutura
semelhante a insulina, encontrada nos frutos da MC mostrou efeito antidiabético em
coelhos normais, ratos e gatos, assim como a momordicina que ¢ um alcaldide que
também possui seu efeito hipoglicemiante ja descrito (Marles e Farnsworth, 1995).

Diferentes mecanismos sdo evidenciados em plantas para reduzir niveis de
glicose. Ha plantas que exibem propriedades similares aos farmacos pertencentes a
conhecida classe das sulfoniluréias como glibencamida em que o efeito hipoglicémico
ocorre pelo estimulo do aumento da producdo de insulina pelas células-f pancreéticas

como observado pelo tratamento com Enicostemma littorale Blume e Gmelina asiatica
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que exercem atividade hipoglicemiante e anti-hiperglicemiante devido a inibicdo dos
canais ATPase de K+ nas células-P pancreaticas (Kasiviswanath et al., 2005).

Outras plantas melhoram a agdo periférica da insulina sugerindo aumento
significativo do estimulo da insulina ao disponibilizar glicose para consumo tecidual
diminuindo a concentracdo de glicose sangiiinea que alcangam faixas consideradas
normais. Esses dados sdo vistos em estudos atuais como no tratamento com extrato de
Panax ginseng sp. (Xie et al., 2005), Eugenia jambolana Lam. (Sharma et al., 2006),
Clemeo felina L. (Nagarajan et al., 2005), Smallantus sonchifolius Poepp (Aybar et al.,
2001), dentre outros.

Inula japonica Regel diminuiu a taxa de glicose sangiiinea ¢ melhorou a
polidipsia, politria e polifagia em camundongos com diabetes induzido por aloxano,
além de reduzir os valores de albumina glicada e aumentar os niveis de insulina
plasmatica. Esse efeito antihiperglicémico do extrato dessa planta, foi mais eficiente do
que o da droga metformina (Shan et al., 2006).

A administragdo de extratos de MC e Eugenia jambolana Lam. previniu o
aumento do volume urindrio, excre¢do de albumina urinaria, hipertrofia renal e ndo
alteraram o soro de creatinina em camundongos com diabetes induzida por
estreptozocina (Grover et al., 2001). Flavonoides presentes em Cephalotaxus sinensis
Rehder facilitaram a translocagdo de GLUT-4 reduzindo significativamente a glicose
sangiiinea (Li et al., 2007). Semelhantemente, extratos de semente de Trigonella
foenum-graecum L (FSE) facilitaram o controle da homeostase da glicose em
camundongos diabéticos, sendo esse efeito comparado aos efeitos da administracao de
insulina. A FSE induziu um rapido efeito estimulatorio, dose dependente, sobre o
consumo de glicose pela ativagao da resposta celular que leva a translocagdo de GLUT-
4 para a superficie celular, indicando que essa espécie contém fatores que podem agir
independentemente da insulina para aumentar o consumo de glicose mediado pelo
transportador GLUT-4. Essa mesma planta ativou também a fosforilacdo da tirosina,
sugerindo que adipdcitos e figado possam ter sitios alvos de FSE, e que esta exerca seus
efeitos pela ativagdo das vias sinalizadoras de insulina (Vijayakumar et al., 2005).

A deficiéncia de insulina resultou na diminui¢do da atividade enzimatica da
glicoquinase, hexoquinase e fosfofrutoquinase (Grover et al., 2001). Extratos de Clemeo
felina L. assim como glibenclamida aumentaram a atividade das enzimas glicoquinase e
lactase dehidrogenase que sdo reduzidas pelo tratamento com aloxano na inducdo do

diabetes. A diminuicdo da atividade da glicose-6-fosfatase e o aumento do glicogénio
25



no figado e no musculo esquelético sao importantes indicadores de DM, estando estes

reduzidos quando comparado a grupos controles (Nagarajan et al., 2005).

2.9.2. A Momordica charantia L.

Comumente conhecida por meldo de Sao Caetano, erva de lavadeira, fruto de
negro, fruta de sabid, dentre outros, ndo tem sua origem perfeitamente conhecida. A
planta ¢ cultivada em éreas tropicais, especialmente na China, india, Africa, América
Central e América do Sul.

No Brasil, o tipo selvagem ¢ uma planta daninha bastante freqiiente em pomares,
hortas, cafezais, cercas, alambrados e terrenos baldios (Lorenzi, 2000). A superficie do
fruto ¢ verde escura brilhante e seus frutos maduros t€ém um sabor de médio a

fortemente amargo, exibindo deiscéncia irregular (Figura 5).

Figura 5 — Momordica charantia L. (Figura adaptada de Botanical, 2010).

E uma espécie de valor ornamental, alimentar e medicinal. Ornamental por
possuir folhas delicadas, flores amarelas brilhantes e frutos coloridos de formato
incomum. Conforme Huyskens et al. (1992), Walters e Decker-Walters (1988) e
Robinson e Decker-Walters (1997), os frutos imaturos (casca verde escura com polpa e
sementes tenras e brancas) sdo bastante consumidos pelos povos asiaticos, em todo o
mundo, como uma hortalica sob a forma de conserva, recheados ou fritos, além de
serem ricos em ferro, calcio, fosforo e vitaminas. S3o atribuidas a planta diversas
propriedades terapé€uticas tais como: antidiarréica, anti-reumatica, hipoglicemiante,
afrodisiaco masculino, sendo usados popularmente contra eczemas, ferimentos,
furtinculos, tumores, incomodos das hemorroidas, diarréias simples ou hemorragica,
como pesticida e ainda, como agente inibidor da multiplicagdo do virus HIV (Yang e
Walters, 1992; Matos, 1997; Diniz et al., 1997; Robinson e Decker-Walters, 1997). A
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MC ¢ uma planta medicinal que faz parte da Relagao Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (RENISUS, 2009).

Em 2005 o Departamento de Assisténcia Farmacéutica e Insumos Estratégicos
da Secretaria de Ciéncia Tecnologia e Insumos Estratégicos construiram em parceria
com ministérios e pesquisadores, uma lista com espécies vegetais uteis a satde publica.
Foram consideradas as espécies ja utilizadas nos servicos de saude estaduais e
municipais (conhecimento tradicional e popular) e os estudos quimicos e
farmacoldgicos disponiveis. Esse documento subsidiou em 2008 a construgao desta lista
(RENISUS, 2009).

A RENISUS ¢ constituida por plantas medicinais que interessam ao SUS por
serem nativas ou exoticas adaptadas, amplamente utilizadas pela populagdo brasileira.
No entanto, precisam de estudos para: confirmar seguranca e eficacia, defini¢do da
indicagdo de uso e da forma farmacéutica mais adequada, a possibilidade de cultivo e
producao.

A MC possui varios principios ativos conhecidos, dentre eles o alcaldide
momordicina, a momordipicrina, o 4cido momordico (Ferreira, 2008) e a charantina,
uma mistura de glicosideos, principalmente beta-sitosterol-D-glicosideo e o 5,25-
estigmastadieno-3-beta-ol-D-glicosideo (Marles e Farnsworth, 1995). Algumas
substancias isoladas da planta ja foram testadas como o polipeptideo-p, também
conhecido como insulina-p, por possuir grande semelhanga com a insulina, com apenas
um aminoacido a mais (metionina), foi isolado do fruto, semente e tecidos da planta
(Braganga, 1996). Este polipeptideo mostrou potente efeito antidiabético quando
administrado subcutaneamente em humanos (Khanna et al., 1981). Outros polipeptideos
da planta foram estudados in vitro, sendo o mecanismo proposto para a hipoglicemia, a
interagdo com receptores adrenérgicos ou da corticotrofina (Marles e Farnsworth, 1995).

Outro constituinte ativo ¢ a charantina, uma mistura de dois glicosideos
esteroidais, com estrutura semelhante a insulina, que mostrou efeito antidiabético em
coelhos normais, ratos e gatos (Marles e Farnsworth, 1995). A planta possui ainda o
sitosterol que é um principio ativo antihiperglicemiante que apresenta efeitos
periféricos, através da reducdo da sintese de glicose hepatica pela inibicao das enzimas
gliconeogénicas como a glicose-6-fosfatase e a frutose-1,6-bifosfatase e pelo aumento
da utilizagdo de glicose pela via das pentoses, através da ativagdo de sua principal

enzima a glicose-6-fosfato desidrogenase (Braganga, 1996).
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A administragdo oral do extrato cetonico do p6 do fruto por 15 a 30 dias em ratos
aloxonizados reduziu a glicemia e a colesterolemia aos niveis normais mesmo apos 15
dias de descontinuacdo do tratamento (Grover et al., 2002).

Estudos em animais t€ém mostrado, diversamente, que o meldo de Sdo Caetano
inibe a absor¢do de glicose, promove a utilizagdo de glicose pelo figado, contém um
peptideo semelhante a insulina, aumenta a secre¢cdo pancreatica de insulina e aumenta a
producdo de células B no pancreas. Entretanto, um aumento dos niveis sanguineos de
insulina ndo tem sido observado e o exato mecanismo pelo qual a glicemia ¢ afetada,
permanece desconhecido. De forma global, os estudos desenvolvidos em animais e as
observagoes coletadas pela etnofarmacologia, sugerem que, de alguma maneira, o melao
de Sao Caetano possui importante papel no tratamento do DM (Abascal e Yarnell,
2005).

O melao de Sao Caetano (Momordica charantia L.), apesar de abundante e muito
usado na medicina popular, especialmente nordestina, tem sua composicdo quimica e
propriedades farmacologicas pouco estudadas no Brasil, embora seja a planta que nos
ultimos 25 anos tem recebido maior atencdo dos pesquisadores orientais, depois da
descoberta da presenga em suas sementes da triconsantina, uma substancia protéica de
atividade imunossupressora (Lorenzi, 2000).

Extratos dos frutos, folhas ¢ raizes de MC tém sido eficientes no tratamento do
DM (Senanayake et al., 2004). O mecanismo de acdo pelos quais as plantas baixam a
taxa de glicose do sangue pode ser atribuido aos seguintes fatores: aumento da liberagao
de insulina através da estimulagdo das células beta-pancreaticas; resisténcia aos
hormdnios que aumentam a taxa de glicose; aumento do numero e da sensibilidade do
sitio receptor de insulina; diminuicdo da degradacdo de glicogénio; aumento do
consumo de glicose nos tecidos e 6rgdos; eliminagdo de radicais livres; resisténcia a
peroxidacdo de lipideos; corre¢dao da desordem metabolica causada em lipideos e
proteinas e estimulo ao aumento da microcirculacdo do sangue no organismo. (Marles e
Farnsworth, 1995; Said et al., 2002; Volpato et al., 2002).

Os extratos de MC protegeram os glomérulos dos efeitos prejudiciais do diabetes
e impediram o aumento do volume de urina, a excre¢do de albumina na urina e a
hipertrofia renal, como também causaram redugdo na taxa de glicose no plasma. O
extrato de MC continuou a exercer um efeito hipoglicémico, mesmo quando a maior
parte das células P foi destruida, indicando um efeito insulinomimético direto (Grover et

al., 2001). O tratamento realizado com o extrato aquoso liofilizado de MC, um vegetal
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comestivel, parece ser uma alternativa segura para reduzir os niveis de glicose no
sangue (Virdi et al., 2003). A atividade hipoglicemiante da espécie vegetal MC esta
descrita em diversos trabalhos, porém, o exato mecanismo pelo qual a glicemia ¢

afetada permanece desconhecido (Abascal e Yarnell, 2005).

2.10. Inducéo do Diabetes mellitus

Os modelos mais utilizados in vivo para o estudo do diabetes sdo roedores
tratados com aloxano ou estreptozotocinas (STZ) (Marles e Farnsworth, 1995), também
conhecida como estrepzocina. A STZ ¢ um glicosideo nitrosouréa natural isolado do
Streptomyces achromogenes e estimula a produc¢do de radicais livres, o que leva a
destruicdo e a disfuncao das células B das ilhotas de Langerhans. Este xenobiotico tem
sido usado para induzir o diabetes com concomitante deficiéncia de insulina. Uma dose
simples em ratos pode produzir um modelo experimental do diabetes. Entretanto, seu
alto poder carcinogénico leva a formacao de insulinoma, o que impede a manutencao da
hiperglicemia nos animais experimentais (Marles e Farnsworth, 1995).

O aloxano (2,4,5,6-tetraxipirimidina; 5,6-dioxiuracil) foi originalmente isolado
em 1818, por Brugnatelli, e recebeu este nome em 1838, por Friedrich Wdhler e Justus
Von Liebig. O termo Aloxano surgiu por mistura das palavras alantoina e &cido
oxalurico (Lenzen e Panten, 1988).

O aloxano, um derivado da pirimidina, é muito seletivo para células
pancreaticas. No entanto, apesar de ser um bom indutor para o DM, hé& problemas
devido a sua instabilidade quimica, metabolismo rapido e alguns fatores, tais como a
idade e a dieta do animal, que exigem cautela quando se deseja estabelecer uma relagao
clara entre as doses de aloxano e sua concentracdo efetiva no pancreas (Marles e
Farnsworth, 1995).

O aloxano (Figura 5), ¢ um analogo toxico da glicose que destroi seletivamente as
células produtoras de insulina do pancreas quando administrado a roedores e muitas
outras espécies animais. Ele causa DM (chamada Diabetes Aloxamica) nesses animais,
com caracteristicas similares ao diabetes em humanos (Lenzen e Panten, 1988). Um
aspecto importante ¢ a formagao de espécies reativas de oxigénio através da redugdo do
aloxano com posterior formacdo do acido dialurénico (Lenzen e Panten, 1988). A
reacdo entre aloxano e acido dialurdnico ¢ um processo do qual se forma um radical

aloxano intermediario (HA"). Este agente diabetogénico reage com dois grupamentos de
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sulfidrila (SH) no sitio de ligagdo da glicose na enzima glicoquinase, resultando na
formacdo de ligagdes dissulfeto e inativacao da glicoquinase (Lenzen e Panten, 1988).
Outro importante passo da acdo diabetogénica do aloxano sdo os disturbios na
homeostase do calcio (Ca*"), onde foi demonstrado que esta droga eleva a concentrago
de Ca®" livre citosdlico nas células B do pancreas, despolarizando as ilhotas de
Langerhans (Szkudelski, 2001). O aloxano ¢ seletivamente toxico para as células 3
produtoras de insulina porque se acumula nas células através de seu acesso facilitado
pelo transportador de glicose GLUT-2 (Mrozikiewicz et al., 1994). Desta maneira, a
acdo toxica do aloxano sobre as células B do pancreas envolve diferentes processos, que
contribuem para a agdo diabetogénica desse xenobidtico (Szkudelski, 2001). O aloxano

nao causa diabetes em humanos (Lenzen e Panten, 1988).

Figura 6 — Estrutura quimica do Aloxano (Adaptado de Szkudelski, 2001).

Lenzen e Panten (1988) citam em seus estudos que no modelo experimental de
diabetes induzido por aloxano, os animais apresentam sintomas semelhantes aos
encontrados no DM em humanos, tais como perda de peso corporal, polidipsia, politria,
glicostrria, cetontria, hiperglicemia e cetonemia. Embora os mecanismos pelos quais
1sso ocorre ndo sejam totalmente conhecidos, acredita-se que haja envolvimento de
reacOoes mediadas por radicais livres que, como se sabe, danificam as células e
provocam a ocorréncia de doencas autoimunes (Mrozikiewicz et al., 1994).

Kronenberg (2007), afirma que nos animais segundo os quais sdo aplicadas doses
de aloxano, ha a presenca de trés fases com relagdo aos niveis glicémicos: 1?)
hiperglicemia imediata, devido, provavelmente, a glicogendlise hepdtica; 2%
hipoglicemia resultante da liberagdo da insulina pelas células B destruidas; 3%)

hiperglicemia devido a deficiéncia de insulina.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Material Botanico

Os frutos de MC foram coletados, durante o més de fevereiro de 2008, na cidade
de Silverania, MG, no sitio Paraiso, latitude 21°09°30,70°’, longitude 43°12°59,65". A
exsicata do material coletado foi identificada por Marco Locarno, Engenheiro
Agronomo do Instituto de Biociéncias da Universidade Presidente Antonio Carlos, em
Barbacena, MG e foi depositada no Herbario VIC, da Universidade Federal de Vigosa,
MG, com a identificacdo ntimero 31.825. Os frutos frescos ¢ maduros foram lavados
abundantemente com agua e suas sementes removidas. A por¢ao comestivel foi cortada
em pequenos pedagos, liofilizada por 72 horas e em seguida pulverizada em moinho

TECNAL TIPO WILLYE, peneira 10/MESH.

3.2. Preparacdo da Infusdo

Para a obtencdo da infusdo semelhante a adotada pela medicina popular, adotou-se
o método extrativo vertendo 30 mL de 4gua destilada aquecida a 80°C, em um frasco
Erlenmeyer contendo 3 gramas do pé de frutos de MC, agitando e deixando a seguir em
repouso sob abafamento por 10 minutos. O extrato bruto foi entdo filtrado e resfriado

até 35°C. A infusao foi preparada diariamente, no mesmo horario.

3.3. Animais

Foram utilizados 28 ratos (Rattus norvegicus, variedade albinus), com as
seguintes caracteristicas: machos, com idade de aproximadamente 90 dias, sadios, da
linhagem Wistar, pesando em média 300 gramas, oriundos do Biotério Central da
Universidade Federal de Vigosa, MG. O protocolo experimental foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Presidente Antonio Carlos (UNIPAC),
conforme parecer n° 227/07.

Os animais foram acondicionados em gaiolas plasticas individuais, com

bebedouros de 250 mL e mantidos no biotério da Faculdade de Medicina de Barbacena
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em gabinete da marca Insight, modelo EB 273, tendo o fotoperiodo ajustado para 12
horas de claro e escuro, temperatura variando entre 24°C e 26°C, a umidade relativa do
ar entre 50% e 65% e o fluxo de ar programado para evitar acimulo de gases
metabolicos. A dieta normocalérica (Controle) consistiu de ragdo comercial para ratos
(Nuvilab®). Essa dieta consta com os seguintes niveis de garantia por quilograma do
produto: umidade maxima 12,50%, proteina bruta 22,00%, extrato etéreo 4,50%,
matéria mineral 10,00%, matéria fibrosa 8,00%, calcio 1,40%, fosforo 0,80% e
enriquecida com as seguintes vitaminas e minerais por quilograma de ragdo: vitamina A
12.000,00 Ul; vitamina D3 1.800,00 Ul; vitamina E 30,00 mg; vitamina K3 3,00 mg;
vitamina B1 5,00 mg; vitamina B2 6,00 mg; vitamina B6 7,00 mg; vitamina B12 20,00
mcg; niacina 60,00 mg; acido pantoténico 20,00 mg; acido folico 1,00 mg; biotina 0,05
mg; colina 600,00 mg; ferro 50,00 mg; zinco 60,00 mg; cobre 10,00 mg; iodo 2,00 mg;
manganés 60,00 mg; selénio 0,05 mg; cobalto 1,50 mg.

A alimentagdo e agua foram fornecidas ad libitum, sendo o consumo de agua e de

ragdo verificados, anotados e repostos diariamente.

3.4. Inducéo do Diabetes mellitus Experimental

O diabetes experimental foi induzido pela administracdo de aloxano (5,6-
Dioxiuracil monohidrato) — Alloxan monohydrate, SIGMA-Aldrich Inc., St. Louis, MO,
USA, diluido a 2% em solucdo de citrato de sodio 0,05 M, pH 4,5. A droga foi
administrada por via intraperitoneal, em doses de 75 mg/kg de peso corporal, apds
jejum alimentar de 48 horas, com fornecimento de agua ad libitum. Seis horas apos a
indugdo e ainda em jejum completo, os animais receberam uma solu¢ao de glicose a
10% como tnica fonte hidrica por 24 horas, momento no qual foi liberada a alimentagdo

normal.

3.5. Selecéo, Distribuicéo e Tratamento dos Animais

Do total de 28 animais da amostra inicial, foram aleatoriamente escolhidos 12
deles para formar o grupo Controle ¢ o grupo Controle com a infusdo de Momordica
charantia L. (Controle + MC). Os 16 animais restantes foram aloxano-induzidos como
descrito anteriormente e classificados como grupo teste. No sexto dia apos a indugdo,

foi determinada a glicemia casual de todos os animais. Aqueles animais do grupo teste
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que apresentaram glicemia casual acima de 180 mg/dL foram considerados diabéticos,
sendo os demais desprezados.

Os animais considerados diabéticos foram entdo distribuidos em dois grupos,
identificados como grupo Diabético e grupo Diabético com a infusdo de Momordica
charantia L. (Diabético + MC). Os grupos Controle + MC e Diabético + MC,
receberam diariamente, no mesmo hordrio, por um periodo de 25 dias e através da
técnica de gavagem, um mL/250g de peso corporal da infusdo preparada como citado
anteriormente. Os animais dos grupos Controle e Diabético receberam apenas soro

fisiologico.

3.6. Determinacao do Peso, da Ingestdo Alimentar e Hidrico dos Animais

Para permitir o acompanhamento da evolucdo clinica dos animais, seus pesos
foram verificados nos dias 1, 4, 11 e 25 do experimento, sedando o animal por inalagao
de éter etilico, evitando assim muita mobilidade no prato da balanga. A ingestdo
alimentar foi determinada verificando-se o consumo por diferenca entre a oferta e a
racdo coletada da gaiola individual e pesada quando da visita de verificagdo didria do
andamento do experimento. A agua foi oferecida em bebedouros de 250 mL, com
dispositivo conta-gotas automatico sendo o consumo de agua verificado por diferenca
entre a oferta inicial e a observagao final, e o volume consumido medido em proveta de

250 mL.

3.7. Dosagem da Glicemia Casual

A glicemia casual foi medida no 6° dia ap6s a indugao por aloxano, com sangue
retirado de uma incisdo nos 5 mm distais da cauda dos animais com o auxilio de éter,
bisturi e povidine (anti-séptico) e no 25° dia do experimento, no momento da coleta de
material histo-patoldgico, com sangue coletado no ventriculo esquerdo do animal. Os
animais foram anestesiados com quetamina 0,2 mL por via intraperitoneal para os
procedimentos de coleta de sangue capilar e 1,0 mL intraperitonial para a preparacao
para o sacrificio e retirada do pancreas e do figado. As glicemias casuais foram
determinadas em glicosimetro Prestige 1Q n° série 7994403, usando fitas codigo 21-

IBR712A1.
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3.8. Dosagens Imunoenzimaticas

A obtenc¢do de sangue total para as determina¢des imunoenzimaticas foi realizada
no momento da cirurgia para coleta de pancreas e figado dos animais. O sangue foi
coletado utilizando seringas descartaveis sendo cuidadosamente transferido para um
tubo de ensaio, ao qual foi acrescentado sitagliptina (inibidor da DPPIV) na proporcao
de 10 pL/mL de sangue. Em seguida, o sangue foi centrifugado a 3500 rpm e o soro

separado em aliquotas de 500 puL destinadas aos ensaios imunoenzimaticos.

3.8.1. Polipeptideo Semelhante ao Glucagon -1

Os métodos imunoldgicos desenvolvidos para quantificar a concentragdo de
antigenos e anticorpos, por apresentarem grande sensibilidade e especificidade,
tornaram-se técnicas padronizadas para pesquisa e aplicagdes clinicas. Entre esses
métodos, um dos mais usados ¢ o ELISA (Enzyme-linked immuno sorbent assay). No
presente trabalho foi utilizado o método ELISA sanduiche com anticorpos monoclonais.
Os ensaios imunoenzimaticos foram realizados usando-se kits da Shibayagi Co, Ltd.
(GLP-1 Rat/Mouse ACTIVE ELISA Kit Code No.: AKMGP-011). A leitora ELISA
utilizada foi a EIx800 da Bio-tek Instruments Inc, (450 — 630 nm) sendo os testes

realizados em quadriplicata.

3.9. Dosagens Bioquimicas

A obtencdo de sangue total para as determinagdes das transaminases, colesterol,
triacilglicerdis e glicose foi realizada no momento da cirurgia para coleta de pancreas e
figado dos animais, usando seringas descartaveis sendo cuidadosamente transferido para

um tubo de ensaio. O espectrofotometro utilizado foi o BIOPLUS modelo BIO 200.

3.9.1. Transaminases

As enzimas transaminases podem ser encontradas em vdrios tecidos do
organismo, podendo estar elevadas em diversas doencas. Verifica-se na pratica didria
que nao ¢ incomum pacientes, mesmo sem sintomas, apresentarem elevacao sérica das
transaminases. Embora essas enzimas ndo sejam tecido-especificas (estdo presentes em

varios tecidos do organismo), elevam-se mais frequentemente em pacientes com doenca
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hepatica, podendo refletir dano ao figado, razao pela qual varios autores as denominam
enzimas hepaticas. (Pratt et al., 1999). Para a determinacao da alanina amino transferase
(ALT) e da aspartato amino transferase (AST) foram utilizados kits cinéticos

enzimaticos da Bioclin K049 e K048 respectivamente.

3.9.1.1. Alanina Aminotransferase

A alanina aminotransferase (ALT) (EC. 2.6.1.2) catalisa a transferéncia do grupo
amino da alanina para o alfa-oxoglutarato, formando piruvato e glutamato. O piruvato ¢
reduzido a lactato por acdo da lactato desidrogenase (LDH), e a coenzima NADH ¢
oxidada a NAD". A coenzima NADH tem um coeficiente de absorcdo molar elevado em
340 nm, sendo quase nula a absorgdo de NAD" em 340 nm. A oxidagdo de NADH ¢
diretamente proporcional a atividade da ALT . A atividade enzimatica ¢ entdo calculada

através da diminui¢do da absorbancia da solu¢do de NADH em 340nm.

3.9.1.2. Aspartato Aminotransferase

A aspartato aminotransferase (AST) (EC. 2.6.1.1) catalisa a transferéncia do
grupo amino do aspartato para alfa-oxoglutarato com a formacdo de oxalacetato e
glutamato. O oxalacetato ¢ reduzido a malato por acdo da malato desidrogenase, e
paralelamente a coenzima NADH ¢é oxidada a NAD'. A coenzima NADH tem um
coeficiente de absor¢ao molar elevado em 340 nm, sendo quase nula a absorcdo de
NAD" em 340 nm, como ja dito anteriormente. A oxidacdo de NADH ¢ diretamente
proporcional a atividade da AST. A atividade enzimadtica ¢ entdo calculada através da

diminui¢ao da absorbancia da solu¢do de NADH em 340nm.

3.9.2. Colesterol

A determinacdo de substincias por métodos enzimaticos combina a elevada
especificidade de acdo das enzimas com a simplicidade operacional envolvida. Foi
utilizado o Kit da Labtest (Colesterol Liquiform) Ref: 76-2/100 para determinagdo de

colesterol por metodologia enzimatico-colorimétrica (de ponto final).
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3.9.3. Triacilglicerois

Foi utilizado o Kit da Labtest (Triglicérides Liquiform) Ref: 87-2/100 para
determinagdo de triacilglicer6is por metodologia enzimadtico-colorimétrica (de ponto

final).

3.10. Andlise Estatistica

Utilizou-se o método da andlise de varidncia (ANOVA), com uma fonte de
variacdo (grupo de tratamento), seguido por multipla comparagao pelo teste de Scott-
Knott, com nivel de significancia pré-estabelecido de 5%. Os resultados foram
expressos como média + desvio padrdo. Os programas utilizados foram OriginPro 8
SRO v8.0724 (B724) (Copyright© 1991-2007 OriginLab Corporation), R version
2.11.1 (2010-05-31) (Copyright© 2010 The R Foundation for Statistical Computing).
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4. Resultados e Discussao

4.1. Método de Inducéo

O rato Wistar, por apresentar vantagens em relacdo a outros animais de maior
porte e, principalmente, por se assemelhar clinica, laboratorial e histopatologicamente
a0 DM humano (Lerco et al., 2003), foi o escolhido para compor o modelo
experimental.

O aloxano foi preferido como droga diabetogénica, em funcdo dos efeitos
produzidos pela sua administragdo serem semelhantes aqueles encontrados na sindrome
diabética em humanos: hiperglicemia, polifagia, polidipsia, poliuria, entre outros
(Carvalho, 2004).

O aloxano ¢ um analogo téxico da glicose que destroi seletivamente as células
produtoras de insulina do pancreas quando administrado a roedores e muitas outras
espécies animais. O aloxano ¢ seletivamente toxico para as células f produtoras de
insulina porque se acumula nas células através de seu acesso facilitado pelo
transportador de glicose (GLUT-2). O aloxano, na presenga de tiois intracelulares, gera
espécies reativas de oxigénio em uma reagdo ciclica com o produto de sua redugdo, o
acido dialurico. A agdo toxica do aloxano na célula ¢ iniciada pelos radicais livres
formados na rea¢ao de redox com os tidis intracelulares.

O aloxano, que niao causa DM em humanos (Lenzen, 2008), ¢ um dos agentes
diabetogénicos mais estudados e comumente utilizados no meio cientifico para a
inducdo de DM experimental. Possui citotoxicidade especifica para as células [
pancreaticas, causando insuficiéncia insulinica primaria do pancreas, provocando uma
resposta trifisica nos niveis glicémicos durante as primeiras horas de administracao,
seguida do estabelecimento de DM permanente nas 24 horas subsequentes (Lerco et al.,
2003).

Zanoello et al. (2002) concluiram que a citotoxicidade seletiva do aloxano ¢
funcao da grande capacidade da célula B em acumular a droga, aliada a caracteristica de
maior sensibilidade desta célula a espécies reativas de oxigénio, quando comparada a

outros tecidos.
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O aloxano administrado por via intraperitoneal, na dose de 75 mg/kg de peso
corporal, produziu nos animais utilizados em nosso experimento, DM moderado e
severo, com o desenvolvimento de alteracoes clinicas e laboratoriais, incluindo elevacao
da ingestdo alimentar e hidrica, além de valores para a glicemia casual situados entre
180 a 590 mg/dL

Em nosso estudo, dos 16 animais submetidos a aplicacdo intraperitoneal de
aloxano, 12 ratos (75%) ndo ficaram diabéticos ou apresentaram DM leve, quatro ratos
(25%) desenvolveram DM severo, sendo que um animal foi separado do grupo por ter
uma deficiéncia no membro inferior esquerdo e foi afastado do experimento. Apds uma
nova inducao com a dose padrao de aloxano pela mesma via, dos 12 ratos reinduzidos,
sete ratos (58,33%) desenvolveram DM segundo o critério estabelecido (glicemia casual
> 180 mg/dL), trés ratos com intolerancia a glicose (glicemia entre 100 mg/dL e 125

mg/dl) e dois ratos evoluiram ao dbito (Figura 6).

Figura 7 — Percentual de sucesso na primeira e segunda indugdo do diabetes por

aloxano.
15 ratos
Primeira Indugio
Aloxano-induzidos (75 mgskg)
i ) Diabéticos
Glicernia mendor Quel 12 ratos | 750 259, | 4ratos | (Glicermia maior ou igual
180 mg/dL a 180 rmgydL)
Excluido do experimento
3 ratos lrato | (Disfungio de mermbro
inferior)

Segunda Indugio
Aloxano-induzidos (75 mgfkg)

3 ratos 2 ratos 7ratos | 58,33 %
Glicernia menor gue Evoluiram para Diabéticos
180 mg/dL o 6bito (Glicemia maior ou igual

a 180 mgydL)

Esses resultados apresentados, ou seja, 68,75% de animais diabéticos moderados ¢
severos, 18,75% de ratos ndo-diabéticos e 12,5% de taxa de mortalidade (Figura 7),
foram considerados satisfatorios no que diz respeito a taxa de mortalidade e a taxa de

inducdo bem sucedida, quando comparados aos trabalhos que promovem o DM
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experimental por aplicagdo endovenosa do aloxano a 2% — na dose Unica de 42 mg/kg
de peso corporal, ap6és um jejum de 12 horas — quando sdo observadas taxas de

mortalidade de 33 a 60% e de inducdo bem sucedida de 39 a 50% (Lukens, 2003).

Figura 8 — Percentual total (soma da primeira e segunda induc¢do) de sucesso na
inducdo do diabetes por aloxano.

15 ratos
2 ratos 15,75 % 2ratos 12,5 % 11 ratos | 58,75 %
Gliceria rmenor que Evoluiram para Diabéticos
180 mg/dL o 6bito {Glicernia maior ou igual

a 180 mg/dL)

Lukens (2003), revisando o trabalho de vérios autores, cita que animais que nao
respondem a uma primeira administracdo de aloxano, podem ser refratarios a injegdes
posteriores de doses similares. Entretanto, esses mesmos animais, refratarios as doses
subseqiientes, tornam-se diabéticos apos 60 horas de jejum, com uma dose padrdo de
aloxano.

O protocolo de indugdo foi pela via intraperitoneal e apds um periodo de jejum
s6lido de 48 horas, pois, segundo Lukens (2003) apud Lerco e colaboradores (2003), o
jejum tem um papel importante na resposta dos animais a injecdo de aloxano. Os
autores relatam que, em alguns casos, 95% dos animais que recebem o aloxano em
estado de jejum prolongado de 48 a 60 horas, tornam-se diabéticos, enquanto que, sem o
jejum, a administracao de dose similar de aloxano, diminui essa resposta para 25%.

Outro fator aplicado foi a diluicdo do aloxano em solucdo de citrato de soédio 0,05
M, pH 4,5, que mantém o aloxano em sua forma protonada, evitando a sua rapida
hidratacdo quando em solugdo, o que, de acordo com Presta e Pereira (1987), poderia

prejudicar o seu efeito indutor de DM.
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A oferta de glicose a 10% como tUnica fonte hidrica por 24 horas e apos as
primeiras 6 horas de indugdo ¢, segundo Mazzanti e colaboradores (2003), fundamental
para evitar uma hipoglicemia fatal devido a liberagdo macica de insulina decorrente da
destrui¢do das células B pancreaticas.

Lukens (2003) relata indices muito varidveis de mortalidade podendo chegar a
100% na mesma espécie. Isso se deve a multiplos fatores capazes de modificar os
efeitos da droga e a sensibilidade do hospedeiro, envolvendo desde o estado de
hidratagdo da droga, a dose administrada, a velocidade de infusdo, a via de
administracdo, a dieta e o tempo de jejum.

Os resultados de nosso experimento permitem afirmar que a dose aplicada, o
jejum prolongado antes da indugdo, a administragdo da solugdo de glicose a 10% nas 24
horas apds a inducdo, o pH dacido da solucdo de aloxano e a via intraperitoneal,
contribuiram significativamente para a obtencao de um alto indice de animais diabéticos

(68,75%), associado a um baixo indice de mortalidade (12,5%).

4.2. Evolucéo Clinica

Os parametros clinicos avaliados foram o peso inicial e final dos animais, o
consumo alimentar e hidrico durante o experimento, a diurese e o estado geral dos
animais. Os animais do grupo Controle e do grupo Controle + MC ndo apresentaram
alteracdes clinicas durante as avaliagdes semanais, € os pardmetros clinicos observados
mantiveram-se dentro dos niveis esperados para ratos sadios da mesma idade. Na gaiola
de um animal do grupo Controle + MC houve grande quantidade de dgua derramada,
caracterizando um vazamento do mecanismo de oferta hidrica e esse animal foi excluido
das analises a seguir.

No grupo Controle, os animais mantiveram-se em bom estado geral, ativos, com
apetite normal, tonus e reflexos conservados. A ingestdo hidrica e alimentar, e também a
diurese, situaram-se dentro dos padrdes de normalidade para a espécie e em
consonancia com outros trabalhos (Brekke et al., 1981). Os animais integrantes do
grupo Diabético e do grupo Diabético + MC evoluiram com alteragdes clinicas
compativeis com a patologia, tais como polifagia, polidipsia e politria.

O consumo alimentar, obtido por diferenca entre a pesagem do alimento oferecido

e o alimento restante na gaiola ao final de 24 horas, foi maior no grupo Diabético e no

40



grupo Diabético + MC, com diferengas significativas entre os grupos formados por
animais diabéticos se comparados com aqueles ndo diabéticos.

De igual forma, a ingestdo hidrica dos animais diabéticos mostrou valores
significativamente elevados quando comparados com os animais dos grupos controle.
As tabelas comparativas do consumo hidrico e alimentar dos animais se encontram a
seguir (Tabela 1). Um animal do grupo Diabético e outro do grupo Diabético + MC

evoluiram para o 6bito durante o experimento.

Tabela 1 - Consumos hidricos e alimentar médios ap6s 25 dias de experimento

Grupo Numero de animais Agua (mL)* Rac¢do (g)*
Controle 6 38,96+ 4,19 43,09 + 3,83"
Controle + MC 5 40,78 + 7,08" 41,95+ 5,06
Diabético 4 195,02 + 34,72b 69,69 + 10,50b
Diabético + MC 4 174,66 + 56,41b 68,56 + 14,77b

*Resultados expressos com média + desvio padrio. Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes
diferem significativamente (P<0,05) entre si de acordo com o teste de Scott-Knott. MC corresponde aos
grupos tratados com a infusdo de Momordica charantia.

A elevagdo da concentragdo de glicose no filtrado glomerular, ultrapassando a
capacidade reabsortiva das células tubulares renais, ¢ o que pode explicar a forte diurese
dos animais diabéticos. Tal concentragdo de glicose provoca um efeito osmoético na
direcdo do filtrado, sendo responsavel pela grande producdo de urina, acompanhada de
aumento da osmolaridade sanguinea, agravada pelas altas taxas de glicemia. Isso
provoca a saida de dgua do meio intracelular para o meio extracelular com o objetivo de
manter o equilibrio osmdtico. A desidratacdo intracelular ¢ entdo percebida pelos
osmorreceptores cerebrais, desencadeando a sede intensa (Ferreira, 2008).

A lipdlise provocada pela auséncia da insulina leva a perda de peso, fadiga e
fraqueza, induzindo o animal a ingerir mais alimento e caracterizando entdo a polifagia
demonstrada na Tabela 1 (Ferreira, 2008). Na observagdao do valor médio do peso
corporal dos animais (Tabela 2), verificou-se um aumento de peso nos grupos Controle
e Controle + MC, com aumento percentual maior no Grupo Controle (13,89%) do que
no Controle + MC (6,5%). O grupo Diabético apresentou uma reducdo de peso de
2,68% e no grupo Diabético + MC a redugdo de peso foi de 11,79%.

Em conjunto, esses dados demonstram um efeito redutor no ganho de peso

daqueles animais do grupo Controle + MC e um efeito intensificador de perda de peso
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naqueles animais pertencentes ao grupo Diabético + MC. Esses resultados clinicos
possuem muita importancia, tendo em vista que a obesidade esta intimamente associada
ao DM.

Como a obesidade ¢ um dos fatores desencadeantes e agravantes do DM, o efeito
redutor do apetite ¢ benéfico em pacientes obesos ou com sobrepeso. De fato, o
tratamento cronico com exenatide (incretinomimético com propriedades semelhantes ao
GLP-1) reduziu o ganho de peso em ratos obesos, devido a redugdo da ingestdo
alimentar (Szayna et al., 2000). Resultados semelhantes foram observados em humanos

(Kendall et al., 2005).

Tabela 2 - Pesos corporais médios antes e apos 25 dias de experimento e variagdes entre
as médias correspondentes a0 mesmo grupo no inicio ¢ no fim do

experimento
G Numero Peso (g) Variagio (%)
Tupo ° Miq* ariacao (%
animais 1" Dia 25° Dia*

Controle 6 310,67 + 33,84 353,83 £40,12 +13,89
Controle + MC 5 334,75 £ 16,32 356,50 + 11,62 +6,50

Diabético 4 270,75 + 44,25 263,50 + 37,33 -2,68
Diabético + MC 4 280,00 + 49,49 247,00 £ 40,21 -11,79

*Resultados expressos com média £+ desvio padrdo. MC corresponde aos grupos tratados com a infusdo
de Momordica charantia.

4.3. Evolucao Laboratorial

O nuimero de animais por grupo pode diferir entre as tabelas, pois para algumas

analises o volume de soro nao foi suficiente.

4.3.1. Glicemia Casual

As glicemias dos animais dos grupos Diabético e Diabético + MC encontram-se

representadas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Valores médios das glicemias antes e apds 25 dias de experimento e variagdes
entre as médias correspondentes a0 mesmo grupo no inicio e no fim do

experimento
Grupo N° animais Glicemia (g) Variagdo (%)
1° Dia* 25° Dia*
Diabético 4 320,25 £ 34,99 431,75 £76,85 +34,82
Diabético + MC 4 314,25 +£76,85 399,25 + 76,36 +27,05

*Resultados expressos com média + desvio padrio. MC corresponde aos grupos tratados com a infusio
de Momordica charantia.

O grupo Diabético apresentou um aumento médio de 34,82% nos niveis
glicémicos casuais, sendo que a glicemia permaneceu em niveis elevados, acima de 280
mg/dL. Os niveis elevados para as glicemias dos animais deste grupo permitem concluir
que o aloxano foi capaz de induzir e manter o estado diabético durante o experimento.

O grupo Diabético + MC apresentou uma menor variagdo percentual média para
a glicemia, com um aumento médio de 27,05% nos indices glicémicos, cabendo
destaque a um individuo do grupo cujo nivel glicémico ndo s6 retornou ao valor do
inicio (309 mg/dL), como chegou ao final do experimento com um valor abaixo daquele
inicial (294 mg/dL), apresentando também valores com tendéncias decrescentes ao final
do experimento para polifagia e polidipsia, se aproximando aos valores dos consumos
hidrico e alimentar de ratos do grupo Controle.

Estudos em animais tém mostrado, diversamente, que o meldo de Sdo Caetano
inibe a absor¢do de glicose, promove a utilizagdo de glicose pelo figado, contém um
peptideo semelhante a insulina, aumenta a secrecdo pancreatica de insulina e aumenta a
producdo de células B no pancreas. Entretanto, um aumento dos niveis sanguineos de
insulina ndo tem sido observado e o exato mecanismo pelo qual a glicemia ¢ afetada,
permanece desconhecido. De forma global, os estudos desenvolvidos em animais e as
observacgdes coletadas pela etnofarmacologia, sugerem que, de alguma maneira, o melao
de Sdo Caetano possui importante papel no tratamento do DM. (Abascal e Yarnell,
2005).

Os extratos de MC protegeram os glomérulos dos efeitos prejudiciais do DM e
impediram o aumento do volume de urina, a excrecdo de albumina na urina e a
hipertrofia renal, como também causaram reducdo na taxa de glicose no plasma
(Grover, et al., 2001).

Algumas substancias isoladas da planta ja foram testadas, como o polipeptideo-p,

também conhecido como insulina-p, por possuir grande semelhanga com a insulina,
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com apenas um aminoacido a mais (metionina) foi isolado do fruto, semente e tecidos
da planta (Braganca, 1996). Este polipeptideo mostrou potente efeito antidiabético
quando administrado subcutaneamente em humanos (Khanna et al., 1981). Outros
polipeptideos da planta foram estudados in vitro, sendo o mecanismo proposto para a
hipoglicemia, a interagdo com receptores adrenérgicos ou da corticotrofina (Marles e
Farnsworth, 1995).

Outro constituinte ativo ¢ a charantina, uma mistura de dois glicosideos
esteroidais, com estrutura semelhante a insulina que mostrou efeito antidiabético em
coelhos normais, ratos e gatos (Marles e Farnsworth, 1995). A planta possui ainda o
sitosterol que ¢ um principio ativo antihiperglicemiante que apresenta efeitos
periféricos, através da reducdo da sintese de glicose hepatica pela inibi¢do das enzimas
gliconeogénicas como a glicose-6-fosfatase e a frutose-1,6-bifosfatase e pelo aumento
da utilizagdo de glicose pela via das pentoses, através da ativagdo de sua principal

enzima a glicose-6-fosfato desidrogenase (Braganga, 1996).

4.3.2. Polipeptideo Semelhante ao Glucagon - 1

Os resultados demonstram que a média dos niveis sanguineos para o polipeptideo
semelhante ao glucagon (GLP-1) nos animais do grupo Diabético + MC foi 32,73%
maior do que a média dos niveis sanguineos dos animais do grupo Diabético. O grupo
Controle + MC também apresentou um aumento na média dos valores de GLP-1 que
quando comparado com o grupo Controle reflete um percentual de 2,83% de diferenca

(Tabela 4).

Tabela 4 - Valores médios de todos os grupos do polipeptideo semelhante ao glucagon
(GLP-1) apo6s 25 dias de experimento e variagdo entre as médias dos grupos
ndo tratados e tratados com a infusdo de Momordica charantia

Grupo Numero de animais  GLP-1 (pg/mL)* Variagéo (%)
Controle 6 35,60+ 6,11 1983
Controle + MC 5 36,61 + 8,89 ’
Diabético 4 44,11+ 17,77
Diabético + MC 4 58,55+ 16,15 32,73

*Resultados expressos com média + desvio padrdo. MC corresponde aos grupos tratados com a infusdo
de Momordica charantia
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Estes resultados mostram que a administracao diaria da infusdo aquosa de MC
promoveu um aumento nos niveis sanguineos do horménio incretina GLP-1, fato que
associado aos resultados obtidos para os niveis glicEémicos, podem estar relacionados,
como descrito por Ferreira (2008), com a preservagdo/indu¢dao das células
pancreaticas.

O GLP-1, através do seu efeito insulinotropico, regula os niveis de glicose
sanguinea, diminuindo a secre¢do de glucagon e a producdo de glicose hepatica
(Sandoval et al., 2008). Além disso, o GLP-1 esta envolvido no esvaziamento gastrico
por vias neuronais, fendmeno denominado de “ileal brake”. Os nutrientes presentes na
parte distal do intestino delgado sinalizam uma reducao da motilidade do intestino
delgado proximal (Gautier et al., 2005) levando a um melhor aproveitamento da glicose
sanguinea pelos tecidos, indicando um sinal de saciedade que resulta em uma
diminui¢ao da ingestao de alimentos (Edholm et al., 2008).

A acgdo de reducao da glicemia do GLP-1 esta associada aos mecanismos normais
de controle utilizados pela célula beta e alfa para regular sua secre¢do. A infusdo de
GLP-1 leva a diminuicao progressiva da glicemia até a sua normalizac¢do, associada ao
aumento da secre¢do de insulina e a supressdo da secre¢do do glucagon, como dito
anteriormente. Contudo, a medida que a glicemia retorna ao normal, vao diminuindo os
efeitos na secre¢do e na supressdo do glucagon, mecanismos que, segundo se acredita,
diminuem a chance de hipoglicemia. Portanto, a resposta ao GLP-1 ¢ distinta da
resposta aos atuais secretagogos das classes das sulfoniluréias ou das glinidas, que
continuam estimulando a secrecdo de insulina mesmo quando a glicemia volta aos
valores fisiologicos (Nauck et al., 1993).

Embora os efeitos diretos do GLP-1 sobre as células B sejam mediados pela
interagdo com os receptores de GLP-1, muitos outros efeitos da incretina sdo mediados
por vias indiretas. As ativagdes das vias vagais ascendentes interligam os centros no
sistema nervoso central, o que acaba resultando na comunicacdo com o pancreas, o
figado e os tecidos periféricos, tais como musculos e gordura (Drucker, 2003).

O grupo Diabético demonstrou um aumento de 23,89% na média de GLP-1
quando comparado com o grupo Controle (Tabela 5). Esse fato pode ser explicado pela
polifagia que esses animais apresentaram, uma vez que o GLP-1 ¢ liberado pelas células

L intestinais em resposta sincronizada a ingestdo alimentar (Drucker, 2007).
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Tabela 5 - Valores médios do polipeptideo semelhante ao glucagon (GLP-1) apds 25 dias
de experimento e variagdo entre as médias dos grupos ndo tratados com a
infusdo de Momordica charantia

Grupo Numero de animais  G[p-1 (pg/mL)* Variagao (%)
Controle 6 35,60 £ 6,11
b b +
Diabético 4 44,11+ 17,77 23,89

*Resultados expressos com média + desvio padrio.

Os niveis de GLP-1 sdo baixos no estado de jejum e aumentam pela ingestao de
uma refei¢do mista ou refeigdes ricas em gorduras e carboidratos. Sua secre¢do age
também diminuindo os niveis de glucagon e diminuindo o esvaziamento gastrico. A
diminuicdo do glucagon ocorre apenas no estado pos-prandial e ndo afeta a acdo do
glucagon na manutencdo da glicemia no estado de jejum. Sua agdo diminuindo o
esvaziamento gastrico contribui para a diminui¢ao da elevagdo da glicemia no estado
pos-prandial (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2007).

Realmente, ha uma resposta insulinica aumentada a glicose oral quando
confrontada a infusdo intravenosa de glicose, e esse fenomeno é conhecido como efeito
incretina, o qual contribui com 30% a 60% da secrecdo pds-prandial de insulina.

(Visboll et al., 2004).

4.3.3. Transaminases

Quanto aos valores das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), pode-se observar que houve diferenca significativa entre a
média para ALT do grupo Controle comparada com a do grupo Diabético (Tabela 6),
com um valor percentual de 307.45% de elevagdo para o grupo Diabético,

caracterizando um quadro diabetogénico com altera¢des hepaticas.

Tabela 6 - Valores médios da atividade da Alanina Aminotransferase (ALT) apos 25 dias
de experimento e variagdo entre as médias dos grupos ndo tratados com a
infusdo de Momordica charantia

Grupo Numero de animais ALT (U/L)* Variacgao (%)
a
C.ont’r(?le 5 47,00 + 9,14 X 130745
Diabético 4 191,50 + 52,29

*Resultados expressos com média + desvio padrdo. Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes
diferem significativamente (P<0,05) entre si de acordo com o teste de Scott-Knott.
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Contudo, para averiguar a possibilidade dessa elevacdo da ALT ser ocasionada
pela infusdo de MC, ao compararmos os grupos Controle ¢ o Controle + MC, nao

observamos diferenga significativa entre a média dos mesmos (Tabela 7).

Tabela 7 — Valores da atividade da Alanina Aminotransferase (ALT) apds 25 dias de
experimento e variagdes entre as médias dos grupos nao tratados e tratados
com a infusdo de Momordica charantia

Grupo Numero de animais ALT (U/L)* Variagao (%)
Controle 5 47,00 +£9,14 _1.06
Controle + MC 4 46,50 + 8,54 ’
Diabético 4 191,50 £ 52,79 1987
Diabético + MC 4 197,00 + 46,78 ’

*Resultados expressos com média = desvio padrdo. MC corresponde aos grupos tratados com a infusdo
de Momordica charantia.

Para excluirmos de vez a possibilidade de interferéncia hepatica ocasionada pela
infusdo de MC nesse modelo experimental, comparamos ainda o grupo Diabético com o
Diabético + MC e novamente nao houve diferenga significativa entre suas médias para a
alanina aminotransferase (Tabela 7).

Quanto aos niveis de AST, nao houve diferenca significativa na comparagao das
médias dos grupos Controle e Controle + MC, ou entre o grupo Diabético e Diabético +
MC, demonstrando que a infusdo de MC ndo alterou significativamente os valores

amostrais da aspartato aminotransferase no experimento em questao (Tabela 8).

Tabela 8 - Valores médios da atividade da Aspartato Aminotransferase (AST) apds 25
dias de experimento e variagdes entre as médias dos grupos tratados e nao
tratados com a infusdo de Momordica charantia

Grupo Numero de animais AST (U/L)* Variacao (%)
Controle 5 122,40 + 27,99 +5.19
Controle + MC 4 128,75 + 41,45 ’
Diabético 4 176,75 +£ 70,28 1240
Diabético + MC 4 181,00 + 22,07 ’

*Resultados expressos com média = desvio padrdo. MC corresponde aos grupos tratados com a infusdo
de Momordica charantia.

4.3.4. Colesterol

Houve diferenca significativa entre as médias dos valores para colesterol entre os

grupos Controle e Diabético, com um aumento percentual de 46.69% para a média do
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grupo Diabético em relacao ao grupo Controle. A diferenca significativa também foi
observada entre as médias de colesterol nos grupos Controle + MC e Diabético + MC
(Tabela 9). Esses resultados sugerem uma tendéncia para hipercolesterolemia associada
ao DM nesse modelo experimental.

Acredita-se que a obesidade - especialmente abdominal - seja um dos mecanismos
agravantes, tanto para desenvolvimento de DM, como para as doengas cardiovasculares,
uma vez que ambos tém fatores comuns como a resisténcia a insulina, hipertensdo
arterial e dislipidemia. A observag¢do da concomitancia destes fatores de risco ¢ que
levou a conceituacdo e defini¢do da sindrome metabolica (Grundy et al., 2004).

E particularmente a obesidade de distribuicdo abdominal que mais se associa a
geracdo de resisténcia a insulina. O grande aporte de 4cidos graxos livres ao sistema
porta, oriundos da gordura visceral, provoca alteracdes enzimdticas e metabdlicas no
tecido hepatico. A resisténcia a insulina no figado determina a hiperinsulinemia, os
distarbios de lipoproteinas tipicos da sindrome metabdlica (HDL-colesterol baixo,

hipertrigliceridemia e particulas pequenas e densas de LDL-colesterol), e aumento da

producao de proteina C reativa (Kahn et al., 2005).

Tabela 9 - Valores médios de colesterol apos 25 dias de experimento e variagdes entre as
médias dos grupos ndo diabéticos e diabéticos

Grupo Numero de animais Colesterol (mg/dL)* Variacao (%)
a
C.ont’r(?le 6 52,83 £ 8,57b 146,69
Diabético 4 77,50 £7,90
Controle + MC 5 4920+ 11,71*
R b +98,51
Diabético + MC 4 97,67 £27,93

*Resultados expressos com média + desvio padrao. Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes
diferem significativamente (P<0,05) entre si de acordo com o teste de Scott-Knott. MC corresponde aos
grupos tratados com a infusdo de Momordica charantia.

Nao houve diferenca significativa entre as médias de colesterol dos grupos
Controle e Controle + MC, contudo o grupo Controle + MC apresentou uma redugao de
6.88% na média dos valores amostrais de colesterol em comparagdo com o grupo
Controle. Os grupos Diabéticos e Diabético + MC também ndo apresentaram diferenca

significativa entre suas médias para colesterol (Tabela 10).
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Tabela 10 - Valores médios de colesterol apds 25 dias de experimento e variagdes entre
as médias dos grupos ndo tratados e tratados com a infusdo de Momordica

charantia
Grupo Numero de Animais Colesterol (mg/dL)* Variacao (%)
Controle 6 52,83 £8,57 _6.88
Controle + MC 5 49,20+ 11,71 ’
Diabético 4 77,50 £7,90
Diabético + MC 4 97,67 27,93 +26,02

*Resultados expressos com média + desvio padrdo. MC corresponde aos grupos tratados com a infusdo
de Momordica charantia.

Grover e colaboradores (2002) relataram que a administragdo oral do extrato
cetonico do po6 do fruto de MC por 30 dias em ratos aloxonizados reduziu a glicemia e a
colesterolemia aos niveis normais mesmo apds 15 dias de descontinuagdo do

tratamento.

4.3.5. Triacilglicerois

Houve diferenca significativa entre as médias dos valores para triacilglicerois
entre os grupos Controle e Diabético (Tabela 11), com um aumento percentual de
179.80% para a média do grupo Diabético em relagdo ao Controle, sugerindo uma
tendéncia para hipertrigliceridemia associada ao DM nesse modelo experimental.

Pacientes diabéticos apresentam anormalidades nas concentracdes de lipideos e
lipoproteinas plasmaticas, que sdo menos comuns em nao diabéticos, independente da
presencga dos fatores de risco da doenca cardiovascular. O padrao lipidico mais comum
encontrado nos pacientes diabéticos ¢ a elevagao dos triacilglicer6is € uma diminuig¢ao
nos niveis do HDL colesterol (Clinical Practice Recommendations, 2007).

O tecido adiposo visceral também ¢ fonte de adipocitocinas que deterioram a
sensibilidade a insulina (como o TNF-alfa), provoca distirbios da fibrinélise (aumento
de PAI-1) e da adesdo de moléculas ao endotélio, além de favorecer a elevacdo da
pressdo arterial (angiotensinogénio). Por outro lado, o acumulo de gordura visceral
provoca redu¢dao de uma adipocina que melhora a sensibilidade & insulina - a
adiponectina. Esta teoria dos 4cidos graxos livres também explica a resisténcia a
insulina em tecidos periféricos (musculatura esquelética) nos quais os acidos graxos

competem com a glicose como substrato energético (Hanley et al., 2004).
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Tabela 11 - Valores médios de triacilglicerdis (TAG) apos 25 dias de experimento e
variagdo entre as médias dos grupos controle e diabético

Grupo Numero de animais TAG (mg/dL)* Variacao (%)
1 + a
C'ont’r(‘) e 6 58,17 £17,27 X 1178.80
Diabético 4 162,75 + 65,75

*Resultados expressos com média + desvio padrao. Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes
diferem significativamente (P<0,05) entre si de acordo com o teste de Scott-Knott.

O grupo Diabético + MC apresentou uma reducdo de 7,63% na média dos valores
de triacilglicer6is em relacdo ao grupo Diabético (Tabela 12), provavelmente em
consequéncia da menor evolugdo do aumento de peso corporal e da polifagia observada
nos animais pertencentes a esse grupo, fato que ndo deixa de estar relacionado ao
tratamento pela infusdo de MC nesse experimento, além do aumento dos valores de
GLP-1 que esse grupo apresentou, que como descrito pela literatura é capaz de elevar os
valores sanguineos de insulina e efetuar uma melhor coordenagcdo metabodlica e

energética (Ferreira, 2008).

Tabela 12 - Valores médios de triacilglicerois apos 25 dias de experimento e variagdes
entre as médias dos grupos diabético e diabético tratado com a infusdo de
Momordica charantia

Grupo Numero de animais  TAG (mg/dL) *Média Variagao (%)
Diabético 4 162,75 + 65,75 763
Diabético + MC 4 150,33 £42,77 ’

*Resultados expressos com média = desvio padrdo. MC corresponde aos grupos tratados com a infusdo
de Momordica charantia.

4.4. Discusséo da Correlacédo dos Resultados

A manutenc¢ao de um grupo de animais experimentais diabéticos ¢ extremamente
arriscada com o andamento do experimento uma vez que os animais progridem se
debilitando e o risco de perdas aumenta cronologicamente. Tendo em vista essa
situacdo, o nimero de individuos por grupo geralmente se torna muito limitado.

O alto percentual (68,75%) de sucesso na indu¢cdo do DM quando comparado com
o descrito pela literatura (39 a 50%), nos permite afirmar que a metodologia de indugao
que utilizamos, possui grande valor experimental e seguramente estamos contribuindo

para o desenvolvimento de protocolos mais eficazes de indugdao do DM.
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Os animais do grupo Diabético + MC apresentaram uma perda de peso
percentualmente maior (11,79%) do que os animais do grupo Diabético (2,68%), fato
que pode se justificar devido ao efeito redutor do esvaziamento gastrico produzido pelo
GLP-1, somado aos menores valores glicémicos devido a melhora da patologia (redugao
da glicemia casual) nos animais tratados.

O grupo Diabético apresentou niveis maiores do GLP-1 em relagdo ao Controle
(Tabela 5) possivelmente devido a polifagia significativamente diferente entre esses
grupos (Tabela 1). Correlacionando esse raciocinio ao grupo Diabético + MC,
observamos dois fatores que contribuem quantitativamente de forma oposta para os
valores médios do GLP-1:

1) A redugdo da polifagia, que tedrica (Drucker, 2007) e experimentalmente
reduziu os niveis do GLP-1 e;

2) A ingestdo da infusdo de MC que experimentalmente aumentou os niveis do
GLP-1.

Entretanto, o grupo Diabético por ndo ter recebido a infusdo da planta, apresentou
como interferéncia quantitativa nos valores do GLP-1 somente a polifagia. Essa relagdo
torna ainda mais expressivo o aumento (32,73%) que o grupo Diabético + MC
apresentou em relagdo aos valores médios para o GLP-1 em comparagao com o grupo
Diabético.

A exclusdo da interferéncia da infusdo de MC, nesse modelo experimental, nos
valores das médias das enzimas aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase,
proporciona mais seguranca no que se diz as manifestacdes hepaticas para novos
experimentos com essa planta, fato que julgamos como grande contribuicdo para a

elaboracdo de futuros projetos.
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5. Conclusao

Os dados apresentados neste estudo mostraram que a infusdo aquosa dos frutos de
MC, ndo interferiu na atividade das enzimas alanina aminotransferase e aspartato
aminotransferase, causou diminui¢do nos indices glicémicos e de triacilgliceréis em
ratos diabéticos aloxano induzidos, e elevacdo dos valores sanguineos para o
polipeptidio semelhante ao glucagon (GLP-1) e, provavelmente, exerce efeito
semelhante em humanos, confirmando o descrito pela etnofarmacologia da espécie
vegetal.

Dentro deste contexto, os resultados encontrados servem como referéncia para
futuras pesquisas que busquem elucidar como e qual(is) componente(s) da MC
promovem uma elevagdo significativa dos niveis do hormodnio incretina GLP-1,
contribuindo, desta forma, para o desenvolvimento de uma nova classe de farmacos

antidiabéticos.
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