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Efeito do extrato aquoso de  Allium sativum L. sobre parametros bioguimicos de ratas
com diabete induzido por  Streptozotocin
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RESUMO: Muitas plantas séo utilizadas no Brasil como hipoglicemiantes mesmo sem confirmacéo
cientifica. O objetivo do presente trabalho foi estudar a influéncia do tratamento com Allium sativumn,
planta conhecida popularmente como alho, sobre pardmetros bioquimicos em ratas com diabete
induzido por streptozotocin. Ratas Wistarreceberam 40 mg kg* de streptozotocin (STZ). Administracdo
oral do extrato aquoso de A. sativum foi dada para animais diabéticos em 2 doses: 200 e 400 mg
kg (n=6 animais/grupo). As ratas diabéticas que receberam agua destilada constituiram o
grupo controle. Apds 28 dias de tratamento, as ratas foram anestesiadas e mortas por decapitacéo
para coleta do sangue para determinacgdes bioquimicas e retirada de amostras de figado para dosagem
de glicogénio hepatico. O tratamento com Allium sativum nas doses de 200 e 400 mg kg ndo alterou
as concentracdes de proteinas totais, glicogénio hepéatico, triglicérides e VLDL, mas promoveu reducdo
nas taxas de colesterol total (controle=280,5 + 30,9; A. sativum 200 mg kg* =169,9 + 19,5 e A.
sativum 400 mg kgt =148,4 £ 26,6 mg dL*) e de LDL (controle=128,8 + 25,3; A. sativum 200 mg kg =
41,4+16,2 e A. sativum400 mg kg'=42,0 £ 26,0 mg dL). O extrato de alho também apresentou efeito
benéfico na reducao de.13,0% no nivel glicémico utilizando a maior dose. No entanto, o extrato
reduziu as concentra¢des de HDL nas duas doses testadas (controle= 81,4 + 30,2; A. sativum 200
mg/kg=49,6 £ 14,3 e A. sativum 400 mg kg*=41,7 £ 16,1 mg dL), apresentando efeito prejudicial
comrelacao a queda dessa lipoproteina. Portanto, o extrato de alho mostrou-se eficiente nas condicdes
experimentais analisadas, podendo ser utilizado como terapia complementar a pacientes diabéticos.

Palavras-chave : Allium sativum, alho, streptozotocin, ratos Winstar, diabetes, mellitus experimental,
plantas medicinais

ABSTRACT: Effect of Allium sativum L. (Garlic) aqueous extract on biochemical parameters

of the Streptozotocin-induced diabetic rats. Many plants, even without scientific confirmation, are
used in Brazil as hypoglycemic. The objective of the present work was to study the influence of the
Allium sativum treatment, plant known popularly as garlic, on characteristic biochemical parameters
in streptozotocin-induced diabetic rats. Female Wistar rats were injected with 40 mg kg streptozotocin
(STZ). Oral administration of an aqueous extract of A. sativumwas given to the diabetic animals in 2
doses: 200 and 400 mg kg* (n=6 animals/group). Diabetic rats given distilled water constituted the
control group. After 28 days of treatment, the female rats were anesthetized and died by decapitation
for collection of the blood for biochemical determinations and retreat of liver samples for hepatic
glycogen dosage. The treatment with Allium sativum in the doses of 200 and 400 mg kg alter no
concentrations of total proteins, hepatic glycogen, triglycerides and VLDL, but it promoted reduction in
the total cholesterol rate (control=280.5 + 30.9; 200 mg kg A. sativum =169.9 + 19.5 and 400 mg
kgtA. sativum=148.4 + 26.6 mg dL*) and LDL (control=128.8 + 25.3; 200 mg kg A. sativum =
41.4 + 16.2 and 400 mg kg A. sativum=42.0 £ 26.0 mg dL1). The extract presented beneficial effect
because it decreased 13.0% of glycemia in the highest dose. Therefore, the of garlic extract reduced
the HDL concentration in two tested doses (control=81.4 + 30.2; 200 mg kg* A. sativum=49.6 + 14.3
and 400 mg kgt A. sativum=41.7 + 16.1 mg dL %), presenting impaired effect. Thus, the garlic extract
showed efficiency in the analyzed experimental conditions, and it could be used as complementary
therapy to diabetic patients.

Key words: Allium sativum, garlic, hypoglycemic, streptozotocin, rats winstar, diabetes, mellitus
experimental, medicinal plants
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INTRODUCAO

Diabetes mellitus é uma sindrome
caracterizada por hiperglicemia que altera o
metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas.
Esta doenca esta aumentando rapidamente e
consome grandes quantidades de recursos em todos
os paises. No diabete tipo 1, o pancreas perde sua
capacidade de sintetizar insulina e, portanto, a glicose
sanguinea ndo é captada pelas células para ser usada
como fonte energia. No diabete tipo 2, ocorre
resisténcia a insulina em combina¢cdo com uma
deficiéncia relativa na secrecdo de insulina, desta
forma, estes pacientes néo precisam de insulina para
alcancar um controle satisfatério do diabete (Verge
etal., 1995; American Diabetes Association, 2004).

Plantas sao utilizadas na medicina popular
com afinalidade de tratar o Diabetes mellitus (Volpato
etal., 2002) e representa uma alternativa viavel para
o controle desta doenca. Nos paises em
desenvolvimento, mais de 80% da populacdo usam a
medicina tradicional (acupuntura, terapias manuais
e plantas medicinais) como cuidado basico da saude,
seja por tradicao cultural ou por falta de alternativas
(World Health Organization, 2005).

E comum o pensamento de que as plantas
medicinais de uso tradicional j4 foram testadas e
homologadas, devido ao seu uso prolongado na
espécie humana. Por isso, sdo considerados
medicamentos eficazes e que ndo apresentam efeitos
colaterais comuns quando comparados aos produtos
sintéticos, ndo necessitando de avaliacdo. A
automedicacdo milagrosa com plantas medicinais
chega ao extremo de substituir terapias em doencas
graves especialmente nos paises em
desenvolvimento, como por exemplo, plantas
utilizadas como hipoglicemiantes ou antidiabéticas
(Lapaetal., 1999).

A espécie Allium sativum L. é conhecida
popularmente como alho e é utilizada como
antidiabético. E cultivada em muitos paises, sendo
ingrediente de grande importancia na culinaria. Além
de ser utilizada como alimento, esta planta é utilizada
principalmente em paises subdesenvolvidos (Brasil
india) como antihipertensivo, antiinflamatério,
antibioético, antisséptico, vermifugo, antigripal e
diurético (Watt & Breyer-Brandwijk, 1962).
Cientificamente, o alho apresenta atividade
antibacteriana (Cutler & Wilson, 2004); melhora da
absorcao intestinal (Nagae et al., 1994); acao
fibrinolitica (Robbers et al., 1996); estimula a secrecéo
de insulina (Augusti & Sheela, 1996); reduz as taxas
de lipidios (Augusti et al., 2001); previne e promove o
tratamento de aterosclerose (Durak et al., 2002); atua
como antioxidante (Ichikawa et al., 2003); inibe
agregacéao plaquetaria (Cooper et al., 2003); atua
como espermicida (Chakrabarti et al., 2003); previne
o cancer (Thomson & Ali, 2003) e é antihipertensivo
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(Al-Qattan et al., 2003).

Visto que muitos pacientes relatam o uso
indiscriminado de alho como terapia alternativa, o
objetivo do presente trabalho foi investigar os efeitos
do extrato de bulbo de Allium sativum (alho) sobre os
parédmetros bioquimicos em animais com diabete
grave induzido por streptozotocin.

MATERIAL E METODO

1. Animais
Foram utilizadas ratas adultas da linhagem
Wistar, pesando aproximadamente 220g, fornecidas
pelo Biotério Central do Campus Universitario de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista (Unesp).

2. Preparo do extrato e dose de
administracao
O alho, Allium sativum L. (Liliaceae), foi
adquirida no mercado municipal de Botucatu. Os
bulbos (40 gramas) foram triturados em 200 mL de
agua destilada no liquidificador durante cinco minutos,
obtendo-se uma concentracao final de 200 mg mL.
O extrato foi entdo dividido em aliquotas que foram
mantidas em freezer até o momento do consumo.

3. Sequéncia experimental
Foi dividida em 3 periodos: de adaptacao,
diabetogénese e de tratamento (Damasceno et al.,
2002a). A seqiiéncia experimental realizada foi:

Adaptacgdo Diabetogénese Tratamento
At =8 dias At =8 dias At = 28 dias

3.1. Periodo de adaptacéo

As ratas foram adaptadas no Laborat6rio de
Pesquisa Experimental de Ginecologia e Obstetricia
do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da
Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp, durante
8 dias, permanecendo em gaiolas de polietileno,
forradas com maravalha, com capacidade maxima
de 5 animais, sob condic¢des controladas (21° + 4°C,
fotoperiodo de 12 horas). Agua e racéo foram
oferecidas ad libitum. Ap6s o periodo de adaptacéo,
as ratas foram sorteadas para compor 0S grupos
experimentais.

3.2. Periodo de diabetogénese

Apbs o periodo de adaptacéo, o diabete foi
induzido através de injecao intravenosa (veia da cauda)
de streptozotocin (SIGMA Chemical Company, St.
Louis, MO) diluida em tampé&o citrato (0,01M), pH
6,0, na dose de 40 mg kg de peso (Calderon et al.,
1992).

A observacéo de ingestao excessiva de agua
(polidipsia) e de racao (hiperfagia), aumento no grau
de umidade da forracdo das gaiolas, traduzindo
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excesso de diurese dos animais e a perda ou
manutencao do peso foram interpretados como
indicios de hiperglicemia.

No 8° dia apds a injecdo de streptozotocin,
a glicemia foi determinada coletando-se uma gota de
sangue por puncao com agulha na parte distal da
cauda da rata. Quando os niveis glicémicos foram
superiores a 200 mg dL, iniciou-se o periodo de
tratamento (Calderon et al., 1992; Damasceno et al.,
2002b; Damasceno et al., 2004).

3.3. Periodo de tratamento

Apés o periodo de diabetogénese, as ratas
foram distribuidas em gaiolas individuais para compor
0S grupos experimentais. Para avaliacdo indireta do
diabete, as ratas foram pesadas em dias alternados
para controle de ganho de peso e observadas quanto
ao comportamento, ingestao hidrica e de ragéo.

O tratamento com a planta teve duracdo
méaxima de 28 dias. A dose utilizada no tratamento
foi de 200 mg kg* (Baluchnejadmojarad et al., 2003)
e 400 mg kg*, administrada por via intragastrica

(gavage).

4. Grupos experimentais

Divididos em trés diferentes grupos:

-Diabético controle (controle, n=6):
constituido por ratas diabéticas que receberam agua
destilada com volume similar ao recebido pelos
animais dos grupos tratados com o extrato;

-Diabético tratado 200 mg kg - (tratado
200 mg kg %, n=6): constituido por ratas diabéticas
gue receberam 200 mg de A. sativum por kg de peso
corpoéreo;

-Diabético tratado 400 mg kg - (tratado
400 mg kg %, n=6): constituido por ratas diabéticas
gue receberam 400 mg de A. sativum por kg de peso
corpéreo.

5. Morte dos animais

No 29¢ dia de experimento, as ratas foram
anestesiadas com pentobarbital s6dico (Hypnola a
3%) e, em seguida, foi realizado dessangramento.
Trés mililitros (mL) de sangue de cada rata foram
coletados em tubos ndo heparinizados, centrifugados
a 3500 rpm durante dez minutos a 4°C. O soro obtido
foi armazenado para determinacdes bioquimicas.
Também foram retiradas amostras de figado (500 mg),
colocadas em solucéo de hidréxido de sddio a 30%
e mantidas em freezer a —80°C para dosagem de
glicogénio hepético.

6. Analise Bioquimica
6.1. Determinacdo da Glicose Sangiinea

Nas manhas do 0, 7, 14, 21 e 29 dia do
experimento, os niveis de glicemia foram monitorados

por leitura de glicofita (One Touch® Ultra Lifescan -
Johnson & Johnson company), contendo sangue
obtido por puncao da parte distal da cauda da rata.
Esta fita foi entdo introduzida em glicosimetro
especifico (One Touch® Ultra Lifescan - Johnson &
Johnson company), expressando os valores da
glicemia em miligramas por decilitro (mg dL2).

6.2. Determinacdo de triglicérides,
colesterol total, lipoproteinas de densidade alta
(HDL), baixa (LDL) e muito baixa (VLDL)

Triglicérides, colesterol total e HDL foram
determinadas por método enzimatico, utilizando kits
da marca Wienera para todas as amostras de soro
(Young, 2000). LDL e VLDL foram determinadas por
férmula proposta por Friedwald et al. (1972).

6.3. Determinacéo de glicogénio hepéatico

A determinacédo de glicogénio hepéatico foi
realizada pela técnica proposta por Dubois et al.
(1956).

6.4. Determinacao de proteinas totais
As concentracdes de proteinas totais foram
determinadas por método colorimétrico utilizando kits
da marca Wienera para todas as amostras de soro
(Young, 2000).

7. Andlise estatistica
Os resultados foram expressos como média
+ desvio-padrao. Os dados foram analisados por
Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo Student-
Newman-Keuls (Zar, 1999). Foi considerado como
nivel de significancia estatistica, o limite de 5%
(p<0,05).

RESULTADO E DISCUSSAO

Os animais diabéticos tratados com as
doses de 200 e 400 mg kg* de Allium sativum
apresentaram os mesmos graus de sintomas fisico-
metabdlicos que os animais diabéticos controle com
relacdo ao consumo de racédo, ingestdo hidrica e
ganho de peso corporeo (dados ndo mostrados).

O nivel médio de glicemia durante o
experimento no grupo diabético controle foi de
aproximadamente 400 mg dL, similar aos grupos
tratados, caracterizando o diabete grave. O grupo de
ratas diabéticas tratadas com 200 mg kg do extrato
de A. sativum ndao mostrou reducdo significativa na
glicemia ao longo do experimento. No entanto, os
animais tratados com a dose de 400 mg kg+*
apresentaram queda de 13% no nivel de glicose
sanglinea somente no 29° dia de experimento em
relacdo ao primeiro dia de tratamento, mostrando um
efeito benéfico do extrato de alho (FIGURA 1), embora
a glicemia ndo atingisse niveis de normalidade (120
mg dL). Esses dados confirmam trabalhos prévios
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gue verificaram atividade antidiabética do alho em
animais com diabete induzido por aloxana (Augusti
& Sheela, 1996; El-Demerdash et al., 2005) e
streptozotocin (Swanston-Flatt et al., 1990; Anwar &
Meki, 2003). Sugere-se que um aumento da dose ou
do tempo de tratamento com este extrato poderia
diminuir ainda mais a taxa glicémica.

Augusti & Sheela (1996) verificaram que um
constituinte do alho denominado S-alil cisteina
sulféxido promoveu melhora significativa no
aproveitamento da glicose pelas células de ratos
diabéticos, tendo demonstrado atividade quase tédo
intensa quanto a insulina e a glibenclamida. Essa
atividade antidiabética pode ser explicada pelo fato
desse composto exercer um controle maior sobre a
peroxidacao lipidica do que as outras duas
substancias citadas, além de apresentar um efeito
estimulante da secrecdo de insulina. Desta forma,
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sugerimos que, pelo fato do streptozotocin causar
uma degranulacdo parcial nas células beta-
pancreaticas, o tecido endécrino ainda secreta
pequenas quantidades de insulina e o extrato de alho,
contendo S-alil cisteina sulfoxido, estaria mimetizando
a acdo insulinica nos tecidos periféricos no grupo
tratado com 400 mg kg.

Pelo fato do diabete ser uma patologia que
altera 0 metabolismo de carboidratos, proteinas e
lipidios (American Diabetes Association, 2004), foi
realizada a determinacdo de proteinas totais nos
diferentes grupos experimentais. Nossos resultados
mostraram que nao houve diferencas nas taxas
protéicas nos animais tratados com alho comparados
ao grupo controle, indicando que o tratamento néo
promoveu degradac¢do no metabolismo de proteinas
(TABELA 1).

O acumulo de glicogénio hepético no figado

FIGURA 1. Avaliacéo do efeito do extrato aquoso de Allium sativum L. sobre a glicemia de ratas com diabete induzido por

streptozotocin.
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TABELA 1. Médias e respectivos desvios-padrdo dos parametros bioquimicos de ratas diabéticas tratadas ou ndo com

200 e 400 mg kg* do extrato de Allium sativum.

Variaveis Controle 200 mg/kg ™ 400 mg/kg ™
(n=7) (n =6) (n =6)
Proteinas Totais (g dL™) 71+1,0 8,0+1,9 9,0+1,5
Glicogénio Hepatico (mg/g 9,99+45 12,5+ 3,75 9,6 +4,0
tecido)
Triglicérides (mg dL™) 351,8 +81,9 394,9 +107,7 322,9 £ 88,4
Colesterol (mg dL™) 280,5 + 30,9 169,9 + 19,5 148,4 + 26,6*
HDL (mg dL™) 81,4 + 30,2 49,6 + 14,3* 41,7 + 16,1
LDL (mg dL™) 128,8 + 25,3 41,4+ 16,2* 42,0 + 26,0
VLDL (mg dL™) 70,4 + 16,4 79,0 + 21,5 64,6 + 17,7

*p<0.05
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tem afinalidade de manter a concentracao de glicose
no sangue. Ainsulina aumenta a sintese de glicogénio
assim como o glucagon aumenta sua degradacao.
No diabete, como existe deficiéncia de insulina, ocorre
glicogendlise acelerada (Macedo & Carvalho, 2003).
Os animais tratados com extrato aquoso de Allium
sativum ndo apresentaram diferenca significativa na
concentracdo de glicogénio hepético quando
comparados aos animais do grupo controle,
mostrando que o tratamento com o alho ndo exerceu
efeitos significativos sobre esse parametro (Tabelal).

A reducao nos niveis de insulina ativa a lipase,
fazendo com que esta enzima hidrolise os triglicérides
armazenados em acidos graxos e glicerol para a
corrente sanglinea. Em animais com diabete induzido
por streptozotocin, mimetizando o diabete tipo 1 em
humanos, ocorre diminuicao de insulina e aumento
das taxas de triglicérides (Umrani & Goyal, 2002;
Blanco-Dolado et al., 2002; Campos et al., 2003). O
extrato aquoso de Allium sativum, independente das
doses empregadas, ndo reduziu a hipertrigliceridemia,
corroborando com Berthold et al. (1998), pois também
verificaram que as concentracdes de triglicérides nao
foram alteradas apds o tratamento com A. sativum
(Tabela 1).

Portadores de hipercolesterolemia tratados
com A. sativumtiveram queda nas taxas de colesterol,
sugerindo efeito benéfico do alho, o que néo foi
observado em individuos normais (Spigelski & Jones,
2001). Baluchnejadmojarad et al. (2003) verificaram
gue ratos Wistartratados com 100 mg/kg de extrato
aquoso de alho por oito semanas tiveram reducdo
nas taxas de colesterol, associando este resultado &
inibicdo da degradacéo das lipoproteinas derivadas
de ésteres de colesterol. Em nosso trabalho, os
animais diabéticos tratados com alho apresentaram
diminuicdo significativa nas concentracfes de
colesterol (A. sativum 200 mg kg* =169,9+19,5e
A. sativum 400 mg kg* = 148,4 + 26,6 mg dL?)
comparados com animais do grupo controle (280,5 +
30,9 mg dL?) (Tabela 1). Existem evidéncias de que
o alho possui um componente denominado ajoeno
responsavel pela inibicdo da biossintese de colesterol
(Ferri et al., 2003), e este composto pode ter sido
responsavel pela queda nas taxas de colesterol neste
€m nosso experimento.

Lipoproteinas plasmaticas sdo complexos
constituidos por proteinas e lipidios. Elas transportam
lipidios e participam de seu metabolismo. O HDL
(lipoproteina de densidade alta) é sintetizado no figado
e intestino delgado, contém pouco colesterol e sua
funcdo é recolher o colesterol remanescente no
organismo e leva-lo para o figado, onde sera
metabolizado na forma de sais biliares. Neste
trabalho, as concentra¢cdes de HDL diminuiram com
o tratamento (controle = 81,4 + 30,2; A. sativum 200
mg kgt = 49,6 + 14,3 e A. sativum 400 mg kg* =

41,7 +16,1 mg dL™) (Tabela 1), diferindo de dados de
literatura que verificaram aumento nas taxas de HDL
(Slowing et al., 2001; Durak et al., 2004) ou auséncia
de efeito (Turner et al., 2004). Sugere-se que, pelo
fato dos niveis de colesterol terem diminuido nos
animais tratados com extrato de alho, o HDL n&o
teve sua funcao totalmente explorada no recolhimento
de colesterol. Sendo assim, se a sintese de colesterol
esta inibida por substancias contidas no alho, ndo
h& necessidade de grandes quantidades de HDL para
capturar o colesterol livre da corrente sanguinea e
transporta-lo ao figado.

Sendo as lipoproteinas de densidade muita
baixa (VLDL) responséaveis pelo transporte de
triglicérides, sua concentracdo aumenta a medida que
ocorre hipertrigliceridemia. Neste trabalho, como o
tratamento ndo alterou as concentragfes de
triglicérides, os niveis de VLDL também néo sofreram
alteracdo. O LDL (lipoproteina de densidade baixa)
representa o estagio final do catabolismo da VLDL e
€ a lipoproteina primaria envolvida na aterosclerose.
Muitos estudos enfatizam os efeitos
antiateroscleroticos de A. sativum (Orekhov &
Grunwald, 1997; Ackermann et al., 2001; Brace,
2002). Nossos resultados foram similares aos
encontrados na literatura (Slowing et al., 2001,
Spigelski & Jones, 2001), pois o LDL diminuiu
significativamente nos grupos de animais tratados
com A. sativum (aproximadamente 68%) (Tabela 1).

CONCLUSAO

O tratamento com o extrato de Allium
sativum nas doses de 200 e 400 mg kg* pode ser
utilizado como terapia complementar a pacientes
diabéticos, pois promoveu melhora no perfil lipidico,
especialmente na reducao das taxas de colesterol e
de LDL, acentuando seu efeito antiaterosclerotico.
Além disso, o alho apresentou efeito benéfico na
reducdo da glicemia na maior dose empregada nas
condicdes experimentais analisadas.
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