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Marcellino MCL. Investigacdo do efeito da Momordica charantia L. no controle
glicémico e na renoprotecéo de ratos com nefropatia diabética submetidos a manobra da
isquemia e reperfusdo renal [tese]. Botucatu: Faculdade de Medicina, Universidade
Estadual Paulista; 2018.

RESUMO

A nefropatia diabética é fator de risco para aumento da morbimortalidade em
pessoas submetidas a cirurgia. A investigagdo por tratamentos capazes de exercer
protecdo renal durante procedimentos anestésico- cirargicos tornam-se relevantes. Este
estudo avaliou a glicemia, a variacdo ponderal, a concentracdo sanguinea de ureia e
creatinina, a proteindria, a microscopia eletrénica dos rins com e sem isquemia e
reperfusdo, e a protecdo renal de ratos Wistar com nefropatia diabética experimental,
tratados previamente com a infusdo dos frutos da Momordica charantia L.. Utilizamos
26 ratos Wistar, divididos em: Grupo Controle (n=10); Grupo Diabético sem tratamento
(n=8) e Grupo Diabético tratados com Momordica charanthia L. (n=8). A determinacao
da glicemia foi feita com glicosimetro e o peso foi mensurado em balanca digital no 1°,
15° e 30° dia de experimentacdo. A dosagem da proteindria foi feita em urina de 24
horas. Previamente a eutanasia, foi realizada a manobra da isquemia por 30 minutos,
seguida da reperfusdo por 15 minutos, no rim esquerdo, simulando a lesdo renal
ocorrida em cirurgias. Os rins isquémicos e ndo isquémicos foram encaminhados para
microscopia eletrbnica. A obtencdo do sangue para dosagem de ureia e creatinina foi
feita por puncéo cardiaca. Os resultados obtidos evidenciaram reducéo significativa da
glicemia (p<0,001- Teste Friedman p<0,05) no 15? dia, nos animais diabéticos tratados
com a planta. N&o foram evidenciadas alteracdes significativas no peso dos animais. A
Momordica charantia L. reduziu significativamente a concentracdo de creatinina
(p=0,022 — Teste T-Student p<0,05) e a proteinuria (p<0,001 — Teste T-Student p<0,05),
mas ndo interferiu na uremia dos animais diabéticos. Na microscopia eletrénica
evidenciou-se nos rins isquémicos e ndo isquémicos do grupo diabético tratado, a
preservacdo da membrana basal, poddcitos e pedicelos. Estas estruturas foram
lesionadas no grupo diabético sem tratamento. Conclui-se que a Momordica charantia
L. mostrou-se eficaz na reducdo da glicemia, no 15° dia de experimentacdo, onde a
presenca de células beta remanescentes ao efeito citotoxico da Aloxana permitiu a
atuacdo dos compostos hipoglicemiantes da planta; reduziu a creatinina e a proteindria
em relacdo ao grupo diabético sem tratamento e preservou a integridade de estruturas
glomerulares, sugerindo renoprotecdo frente a hiperglicemia persistente e a manobra de
isquemia e reperfusdo renal.

Palavras-chave: Momordica charantia L; Nefropatia diabética; Renoprotecéo.



Marcellino MCL. Investigation of the effect of Momordica charantia L. on glycemic
control and renoprotection of rats with diabetic nephropathy submitted to renal ischemia
and reperfusion maneuvers. [Ph.D. thesis]. Botucatu: Medical School (Unesp); 2018.

ABSTRACT

Diabetic nephropathy is a risk factor for increased morbidity and mortality in
people undergoing surgery. The investigation of treatments capable of exerting renal
protection during anesthetic-surgical procedures becomes relevant. Diabetic
nephropathy is a risk factor for increased morbidity and mortality in people undergoing
surgery. The investigation of treatments capable of exerting renal protection during
anesthetic-surgical procedures becomes relevant. This study evaluated glycemia, weight
variation, blood urea and creatinine concentration, proteinuria, electron microscopy of
the kidneys with and without ischemia and reperfusion, and renal protection of Wistar
rats with experimental diabetic nephropathy, previously treated with the infusion of the
fruits of Momordica charantia L. We used 26 Wistar rats, divided into: Control Group
(n = 10); Untreated Diabetic Group (n = 8) and Diabetic Group treated with Momordica
charanthia L. (n = 8). The determination of glycemia was done with glycosimetre and
the weight was measured in digital scale on the 1st, 15" and 30" day of
experimentation. The proteinuria was measured in 24-hour urine. Before euthanasia, the
maneuver of the ischemia was performed for 30 minutes, followed by reperfusion for 15
minutes in the left kidney, simulating the renal injury that occurred in surgeries. The
ischemic and non-ischemic kidneys were referred for electron microscopy. The blood
obtained for urea and creatinine dosing was done by cardiac puncture. The results
obtained evidenced a significant reduction of glycemia (p <0.001 Friedman test p
<0.05) on the 15th day, in the diabetic animals treated with the plant. No significant
changes were observed in the weight of the animals. Momordica charantia L.
significantly reduced creatinine concentration (p = 0.022 - Student's T-test p <0.05) and
proteinuria (p <0.001 - Student's T-test p <0.05) but did not interfere with uremia of
diabetic animals. Electron microscopy revealed preservation of the basement
membrane, podocytes and pedicels in the ischemic and non-ischemic kidneys of the
treated diabetic group. These structures were injured in the diabetic group without
treatment. It was concluded that Momordica charantia L. was effective in the reduction
of glycemia, on the 15th day of experimentation, where the presence of beta cells
remaining to the cytotoxic effect of Aloxana allowed the performance of the
hypoglycemic compounds of the plant; reduced creatinine and proteinuria in relation to
the untreated diabetic group and preserved the integrity of glomerular structures,
suggesting renoprotection against persistent hyperglycemia and renal ischemia and
reperfusion maneuver.

Keywords: Diabetic nephropathy; Momordica charantia L .. Renoprotection.
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1 INTRODUCAO

1.1  Considerac0es gerais sobre Diabetes Mellitus e suas complicagdes

Diabetes Mellitus (DM) corresponde a um conjunto de disturbios metabdlicos
que compartilham a hiperglicemia como caracteristica principal. Esta condicdo esta
associada ao defeito na secregdo ou na agdo do hormonio insulina. A hiperglicemia
frequente e toda a alteragdo metabdlica ocasionada associam-se a manifestacdo de
lesbes em mdltiplos érgdos, especialmente nos olhos, nervos, vasos sanguineos e rins
(KUMAR et al., 2010).

Atualmente mais de 180 milhdes de individuos foram diagnosticados com DM e
a projecdo para novos casos no mundo é de 300 milhdes de novos portadores para 2030.
No Brasil, o censo realizado em 2010 apontava 128 milhGes de adultos diabéticos,
representando uma populacéo atual de 17 milhdes de individuos com esta enfermidade.
Esta realidade ressalva a necessidade urgente da sua prevencgdo globalmente (BOSI,
2009).

As complicacdes decorrentes do DM se tornam onerosas para o portador, seus
familiares e para o sistema de saude, que disponibiliza em média 2,5% a 15% do
orcamento anual de salde de um pais para o tratamento desta condicdo clinica
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002; AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2013).

Os diabéticos apresentam uma condicdo crbnica e, consequentemente,
complicagdes microvasculares, macrovasculares e neuropaticas crénicas (WELLS et al.,
2006). A lesdo dos pequenos vasos esta associada ao surgimento da nefropatia e
retinopatia diabética. De acordo com as Diretrizes da Pratica Clinica e Recomendacdes
Préaticas Clinicas para Diabetes e Doenca Renal Cronica - KDIGO (2012), o diabetes é a
principal causa de insuficiéncia renal em todo o mundo. Da mesma forma a retinopatia
representa a principal causa mundial de cegueira e sua prevaléncia aumenta de acordo
com a duracdo do diabetes, falta de controle glicémico, tipo de diabetes e associacao
com outras condicdes clinicas agravantes, como dislipidemia, hipertensdo arterial,
tabagismo, gravidez e nefropatia (DAVIS et al., 1998; ZHANG et al, 2010).
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Para Kumar et al. (2010) a morbidade associada a manifestacao da hiperglicemia
em ambos 0s tipos de diabetes (tipo | e 11) é provocada por lesfes envolvendo as artérias
musculares de médio e grande calibre (doenca macrovascular) e também por sérias
disfuncbes em oOrgdos especificos (doenca microvascular). Quanto as complicagdes
microvasculares, haverd comprometimento da retina, dos nervos periféricos e rins,
conforme j& mencionado anteriormente, enquanto que a complicagdo macrovascular
associa-se a manifestacdo de aterosclerose, maior risco de infarto do miocardio e
gangrena das extremidades inferiores do corpo. Os mesmos autores ressaltam que estas
complicagdes vasculares estdo correlacionadas a trés distintas vias associadas aos

efeitos deletérios da hiperglicemia persistente.

1.2 Vias metabolicas implicadas nos efeitos deletérios da hiperglicemia

1.2.1 Produtos finais da glicacdo ndo enzimatica

Glicacdo ndo enzimatica corresponde a uma complexa cascata de reacdes onde a
associacao do grupamento carbonilo (aldeido) da glicose com o grupamento amina
(NH2) das proteinas situadas na parede vascular, dardo origem as Bases de Schiff, que
serdao modificadas gerando compostos residuais heterogéneos e lesivos, chamados de
produtos finais da glicacdo ndo enziméatica (AGEs) (TAN et al., 2007; BUSCH et al.,
2010).

Os AGEs sdo predominantemente enddgenos, no entanto, podem ser
incorporados no organismo por fontes exdgenas, ou seja, através da ingestdo de certos
alimentos ou mesmo pelo fumo do tabaco (LESLIE et al., 2003). Alimentos ricos em
lipidios e que sdo expostos a elevadas temperaturas e muita umidade podem gerar
AGEs, dos quais 50 a 80% serdo absorvidos pela mucosa intestinal e representam desta
forma a principal fonte exdgena (GOLDBERG et al., 2004; FORSTER et al., 2005). Na
combustdo do tabaco, espécies reativas de AGEs sdo volatizadas e absorvidas pelos
pulmdes, onde posteriormente passam a interagir com proteinas séricas (VLASSARA e
PALACE, 2002). Os AGEs enddgenos, como aqueles derivados da dieta, sdo excretados
pela urina onde sua participagdo nas complicac@es renais tipicas da nefropatia diabética
(VLASSARA, 2005).
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Fibras musculares lisas da parede vascular, macréfagos, células endoteliais,
podocitos, células mesangiais e células epiteliais apresentam em sua membrana
receptores para 0os AGEs, classificados como RAGEs. Estes se associam aos AGEs,
ativando vias de sinalizacdo intracelular que promovem efeitos deletérios: 1) liberagcdo
de citocinas e fatores de crescimento pro-inflamatorios por macrofagos; 2) formacgéo de
espécies reativas de oxigénio ou radicais livres; 3) desperta atividade pré-coagulatoria
nas células endoteliais e 4) proliferacdo de fibra lisas e de matriz extracelular. Todos
estes eventos evoluem para lesdo microvascular tipica em diabéticos (KUMAR et al.,
2010). A figura 1 ilustra a sequéncia das reagdes ocorridas na formacéo dos AGEs e sua

conexdo com os RAGEs.

Glicosilacao intracelular de proteinas

Glicose Precursores de AGE

J I

| Transdutores intracelulares |

Matriz

i

Integrinas

i Fatores de
crescimento
@ citocinas

v [Transcricas |

Macrafago/células
mesangiais

Célula endotelial

Figura 1 - Producéo de produtos finais de glicacdo avancada (adaptada de BROWNLE, 2001).

O bloqueio dos RAGEs representa estratégias terapéuticas na tentativa de
reduzir os efeitos deletérios decorrentes dos AGEs. Estudos sugerem que algumas
drogas parecem apresentar esta capacidade onde se destaca a aminoguanidina, que foi
um dos prot6tipos testados nesta inibicdo, além de farmacos ja prescritos para diabéticos
como metformina; e para hipertensdo arterial ou nefropatia diabética, como o0s
inibidores da enzima conversora de angiotensina e bloqueadores dos receptores de
angiotensina Il (SOURRIS et al., 2009; FLYYBJERG et al.,2004).



Introducéo 14

1.2.2 Hiperglicemia intracelular e disturbio na via do poliol

Na hiperglicemia, 6rgdos que ndo dependem da sinalizacdo da insulina para
obter glicose, como nervos, rins e vasos sanguineos, irdo receber grande demanda deste
monossacarideo derivada da corrente sanguinea. (KUMAR et al., 2010). O meio
intracelular ficard com elevado nivel de glicose, o que dard inicio a ativagcdo da enzima
aldolase redutase, sendo esta a primeira enzima a participar da via do poliol. Sua funcédo
sera reduzir a glicose transformando-a em sorbitol (poliol) que posteriormente podera
ser convertida em frutose pela enzima sorbitol desidrogenase. A ativacdo da enzima
aldolase redutase dependera do cofator NADPH (fornece H+ para ativagdo da enzima)
enquanto que a enzima sorbitol desidrogenase sera ativada pelo cofator NAD (que oxida
liberando H+ que torna a enzima ativa) conforme esquema apresentado na figura 2
(RAMANA et al., 2005; CHUNG et al., 2003).

Aldeidos
toxicos

I Alcoois inativos |

NAD + NADH

Aldose redutase

Hiperglicemia

Glutationa
redutase

Oxidada Reduzida

Figura 2 - Via do poliol (adaptada de REIS et al., 2008).

No diabetes ndo controlado, onde a hiperglicemia é persistente, a ativacdo da
enzima aldolase redutase acaba desviando quantidade significativa de NADPH para sua
ativacdo, e com isto compromete a ativacdo da enzima celular glutationa redutase, que
exerce funcdo protetora nas células. Esta enzima reduz a glutationa dissulfeto (GSSG)

para a forma sulfidril (GSH), que é um importante antioxidante intracelular. Outro fator
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lesivo corresponde ao aumento da osmolaridade intracelular decorrente do acimulo de
sorbitol e frutose. O meio hipertbnico desloca agua para o meio intracelular,
comprometendo desta forma, a integridade das células que constituem 6rgaos “alvo” das

complicacdes do diabetes (REIS et al., 2008).
1.2.3 Ativacdo da proteina C quinase

A proteina C quinase participa da via de transdugdo de sinal intracelular onde
fosforila véarias proteinas alvo envolvidas neste mecanismo. Sua ativacdo promove
varios efeitos nos vasos sanguineos, com regulacdo do fluxo sanguineo e da
contratilidade vascular; proliferacdo de células da parede vascular assim como
regulagdo da sua permeabilidade. (GERALDES; KING, 2010). Em condigdes normais,
a ativacdo da proteina C quinase € feita pela liberacdo de ions célcio e pelo segundo
mensageiro diacilglicerol (DAG), no entanto, na hiperglicemia intracelular havera
aumento na formacdo de DAG e consequente ativacdo exagerada desta proteina. De
maneira objetiva, a hiperglicemia potencializa a ativacdo da proteina C quinase,
resultando em eventos nocivos no diabetes: 1) reducdo na producdo do 6xido nitrico; 2)
aumento na producdo de prostaglandinas E2, endotelina-1 e tromboxano A2; 3) inducgéo
na expressdo de fatores de crescimento, principalmente o fator de crescimento endotelial
vascular; 4) acumulo de matriz extracelular, fibronectina e colageno tipo 1V na parede
vascular; 5) producdo de citocinas pré-inflamatérias pelo endotélio vascular, entre
outras. Desta forma, a ativacdo exagerada da proteina C quinase nos diabéticos contribui
para as complicacdes em longo prazo da microangiopatia diabética (KUMAR et al.,
2010; GERALDES; KING, 2010).

1.3 Nefropatia diabética

A nefropatia diabética € uma das mais relevantes complica¢fes decorrentes da
hiperglicemia persistente que ocorre no diabetes. Na ultima década representou a
principal causa de doenca renal terminal no mundo ocidental, no entanto, de forma
antagonica, dados mais atuais apontam para mudancas gradativas nesta estimativa. Na

populacdo diabética tem sido observada uma tendéncia a diminuicdo da doenca renal
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terminal, sugerindo que os atuais esforcos na sua prevencdo possam ser bem sucedidos
(BURROWS et al., 2010). De acordo com Schrijvers et al. (2004), 15% a 25% dos
diabéticos do tipo | apresentam nefropatia diabética, enquanto que este percentual é de
30% a 40% para diabéticos do tipo .

Para Wells et al. (2006), o termo doenca renal cronica indica a perda progressiva
da func&o renal e que se estende por meses ou anos. E caracterizada pela substituicio
gradual da arquitetura normal dos rins pelo desenvolvimento de fibrose intersticial. As
alteracdes metabdlicas decorrentes da hiperglicemia persistente afetam os glomérulos
renais promovendo expansdo mesangial e espessamento da membrana basal glomerular
(MBG). Estas alteracGes se manifestam geralmente ap6s 10 anos do diagnostico do
diabetes (LERCO, 2004).

Cada rim apresenta em média 600 a 800 mil néfrons que representam a unidade
funcional deste 6rgdo, sendo composto por uma parte dilatada classificada corplsculo
de Malpighi e pelo tubulo nefrético. O glomérulo faz parte do corpusculo de Malpighi,
apresentando 200 um de diametro. No seu interior encontra-se o tufo de capilares
glomerulares que é envolvido pela capsula de Bowmann. Esta apresenta dois folhetos: o
folheto interno ou visceral, composto por células chamadas de poddcitos e folheto
externo ou parietal, constituido por células epiteliais que se apoiam numa lamina
composta por fibras reticulares chamada de membrana basal. A membrana basal
encontra-se apoiada por projec6es ou prolongamentos primarios e secundarios oriundos
dos poddcitos (Figura 3). As células mesangiais estdo localizadas em algumas regides
dos capilares glomerulares e apresentam receptores para 0s hormdnios angiotensina Il e
peptideo natriurético, sendo este dltimo produzido pelas fibras do atrio cardiaco
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011).
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Prolongamentos oriundos dos podécitos

Membrana basal

Fonte: adapntada de Lerco (2004)

‘.7. a e P - N o e s : “";".‘
Figura 3 — Microscopia eletrénica da Membrana Basal Glomerular (MBG) e podécitos.
Aumento de 42.000 vezes.

Para Franco et al. (2010), a degeneracdo hialina extracelular ou hialinose
representa a principal alteracdo histoldgica observada em diabéticos e hipertensos
estando correlacionada as alteracbes no metabolismo das proteinas que passam a se
acumular no meio extracelular. Nos rins, este acimulo é evidenciado na parede das
arteriolas renais e capilares glomerulares levando ao espessamento da membrana basal e
hiperplasia do mdsculo liso da parede as arteriolas renais, que também comecam a
espessar. Os mesmos autores relatam a ocorréncia do processo patoldgico denominado
amiloidose renal, onde ocorrerd depdsito de substancia amorfa, hialina e rica em
proteinas no intersticio, afetando geralmente os glomérulos. Inicialmente o depdsito
ocorre na regidao mesangial (ao redor das células mesangiais) causando o espessamento
da membrana basal que reveste os capilares glomerulares e pressiona a luz do capilar.
Gradativamente o glomérulo se transforma numa ‘“bola hialina”, onde depdsitos
nodulares hialinos conhecidos como degeneracdo hialina nodular ou de Kimmelstiel-
Wilson comegam a se formar no seu interior, levando a perda funcional desta parte do
néfron. O acimulo destas substancias também ocorre no intersticio tubular promovendo
0 surgimento de proteinas na luz dos tabulos, que se estreitam. Como repercussdo
clinica, a amiloidose renal gera proteindria, sendo este um dos sintomas da nefropatia
diabética. A figura 3 apresenta as evidéncias histol6gicas mencionadas.
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Figura 4 — Cortes histologicos do corpusculo renal. A - Degeneragao hialina nas arteriolas
aferente e eferente (setas); B - Amiloidose renal, degeneracdo hialina nodular ou de
Kimmelstiel-Wilson (seta).

Chen et al. (2003), associam o aumento da citocina Fator de Crescimento Beta
(TGF-B) a iniciacdo e progressao da nefropatia diabética, sendo este mediador
inflamatdrio correlacionado as alterac@es histoldgicas observadas nesta doenca, ou seja,
esta citocina promoveria hipertrofia das células do rim e producéo excessiva da matriz
extracelular a partir de fibroblastos intersticiais, células glomerulares e tubulares.

Clinicamente, a nefropatia diabética é caracterizada pela manifestacdo de
albumindria, proteindria e azotemia, 0 que neste caso implica em maior risco para
doenca renal crénica. No entanto, a microalbuminuria isolada representa um fator de
risco independente para doenca cardiovascular (KASPER et al., 2015).

Quanto a doenca renal crénica, esta é definida como presenca de lesdo renal ou
diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular inferior a 60 mL/min/1,73m?2 de superficie
corporal. Esta alteracdo deve se manifestar por trés meses ou mais. A lesdo renal
também pode ser estabelecida pela presenca de indice albumina por creatinina superior
a 30 mg/g em duas a trés amostras de urina, o que neste caso é considerado albumindria.
A taxa de filtracdo glomerular serd estimada de acordo com o0s niveis séricos de
creatinina e equacOes, entre outros parametros a fim de se estabelecer o diagnostico
(DIRKS et al., 2005).
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1.3.1 Nefropatia diabética e risco de doenca cardiovascular

Dentre as complicacdes microvasculares decorrentes da hiperglicemia destaca-se
a nefropatia diabética, cuja incidéncia cumulativa em dez anos nos brasileiros com
diabetes mellitus tipo Il atingiu 31% (MURUSSI et al., 2002). O diabetes mellitus tipo
Il representa 90% dos casos de DM e estes constituem a maioria de pacientes admitidos
em programas de diélise, sendo que essas propor¢des tendem a aumentar (WILD et al.,
2004; US RENAL DATA SYSTEM, 2005).

Segundo Velde et al. (2011), a insuficiéncia renal crénica caracterizada por uma
taxa de filtragcdo glomerular de 60 mL/ minuto se correlaciona diretamente com o risco
de morte e morbidade cardiovascular. Desta forma, a nefropatia € uma das complicacdes
do diabetes que assume maior gravidade por sua correlagdo com o aumento de morbi-
mortalidade cardiovascular (WANNER et al., 2007). As doencas cardiovasculares
associadas ao diabetes incluem a doenca arterial periférica, a doenca nas artérias
coronarias e o0 acidente vascular cerebral, sendo que 50% a 80% da mortalidade na
populacdo diabética se correlaciona a estas patologias. Aliado a hiperglicemia, 0s
principais fatores de risco para o comprometimento cardiovascular sdo: a idade, o
sedentarismo, habitos alimentares inadequados, excesso de peso/obesidade, tabagismo,
hipertensao arterial e dislipidemia (MONTEIRO et al., 2007).

Estimativas apontam que com o decorrer do diagnéstico do diabetes, 10% a 25%
destes individuos irdo apresentar doencas cardiovasculares, sendo que a maioria nao
vira a falecer pelo diabetes propriamente dito, mas por suas complicacdes (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1999).

Dentre os sintomas ocorridos na nefropatia diabética, a presenca da proteindria,
tanto em diabéticos tipo | quanto Il, apresenta correlagdo com o aumento de
mortalidade, principalmente por causas cardiacas (GROSS et al., 2007). A excre¢do
urinaria de proteinas, independente da idade, sexo, funcéo renal e diabetes ja é um fator
de risco para doenca coronariana e também para progressao da lesdo renal (KLAUSEN,
et al., 2004).

Segundo Wajchenberg et al. (2008), a reducdo da taxa de filtracdo glomerular
também esta correlacionada ao aumento de morbidade e mortalidade cardiovascular em

diabéticos. O declinio da fungdo renal é semelhante nos portadores de diabetes tipo | e
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I, no entanto, dados mais detalhados sobre a nefropatia diabética encontra-se melhor
definido em diabéticos tipo I.

O controle glicémico, a manutencdo da pressdo arterial, a prevencdo da
microalbumindria e o equilibrio do perfil lipidico representam as principais formas de
prevencéo das complicagdes cardiovasculares (WILSON, 1998).

O tratamento farmacoldgico para diabéticos com doenca arterial coronariana
geralmente € feito com farmacos inibidores da enzima conversora de angiotensina,
acido acetilsalicilico e estatinas. Para o infarto agudo do miocardio a intervencgéo
medicamentosa requer o uso de betabloqueadores tendo como principal meta reduzir a
mortalidade. Nitratos e bloqueadores dos canais de célcio para tratar angina devem ser
individualizados (VIJAN; HAYWARD, 2004).

Segundo Gualandro et al. (2011), o procedimento cirdrgico em diabéticos
também representa uma opg¢do de tratamento das complicacGes cardiacas ocorridas.
Portadores de diabetes mellitus apresentam maior probabilidade de necessitar de alguma
intervencdo cirurgica durante a sua vida em relacdo a populacdo ndo diabética,
particularmente quando se refere a procedimentos vasculares, cardiacos e
oftalmoldgicos (PAIVA, 2004).

1.3.2 Riscos da cirurgia para portadores de nefropatia diabética

A cirurgia incidental ou relacionada com o diabetes gera um fardo crescente
sobre 0s servigos dos anestesistas. Esse paciente necessita de um periodo pré-operatério
em regime de internagdo com objetivo de estabilizar suas condiges clinicas, tornando-o
apto ao procedimento cirdrgico (MCANULTY et al., 2000).

Diabéticos com nefropatia apresentam estreita relacdo com a doenca vascular
periférica (POREDQOS et al., 2007). Estes pacientes geralmente apresentam hipertensdo
arterial, e esta condicdo esta associada ao quadro de vasculopatia arterial com pior
prognostico pos-operatério (SCHUTTA et al., 2007).

Procedimento cirargico pode agredir o rim causando lesdo isquémica, mesmo
em curto periodo de tempo, sendo os tubulos nefréticos os segmentos mais afetados
nesta condi¢do (LIEBERTHAL; NYGAM, 1998). A insuficiéncia renal aguda € uma

condicdo frequente em pacientes hospitalizados e consiste na perda subita da funcéo
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renal ocasionando acumulo de ureia e creatinina na circulagdo, concomitante a redugéo
da diurese (COSTA et al., 2003). A uremia € uma das complicacbes presentes em
nefropatas e reduz a atividade das plaquetas, favorecendo o risco de hemorragias
durante a cirurgia (WELLS et al., 2006; THRALL, 2007). O acimulo de metabdlitos
nédo excretados decorrentes da uremia compromete a adesdo e agregacao das plaquetas,
podendo ocorrer trombocitopenia. O sangramento muco-cutaneo de leve intensidade é
comum nesta condicdo, contudo, hemorragias mais graves em pacientes com uremia
podem ter outras causas. Uma vez ocorrendo sangramento decorrente da uremia, este
tende a se estabilizar ap6s a diélise, podendo também ser prescrita doses baixas de
estrogenos, cloridrato de desmopressina na dosagem de 0,3 microgramas/kg uma vez
por dia, durante 2 a 3 dias e crioprecipitado na dosagem de uma bolsa por kg de peso. A
transfusdo de plaquetas geralmente ndo é eficaz. (REZENDE, 2010). As toxinas
urémicas afetam também o sistema nervoso causando neuropatia periférica e disfungdes
centrais (SEYMEN et al, 2010).

No periodo pré e pds-operatorio da cirurgia, a concentracdo de creatinina sérica é
frequentemente utilizada como marcador da funcdo renal, entretanto, ndo consegue
identificar lesdo renal leve e moderada, sendo também influenciada por outros fatores
independentes, que podem corroborar para a obtencdo de resultados ndo fidedignos
quanto a real condicdo renal (SARAFIDIS; BAKRIS, 2006).

Segundo Antunes et al., (2004), a avaliacdo da concentracdo plasmatica de
creatinina é de fundamental importancia na estratificacdo do risco de insuficiéncia renal
aguda no pos-operatorio. Em pacientes diabéticos e com nefropatia a lesdo renal ja
existente podera ser agravada no periodo pds-operatorio. Resultados de creatinina sérica
maior que 1,6 mg/dL sugerem que o paciente terd 14 vezes mais risco de dialise apos a
realizacdo da cirurgia (SARNAK, 2003).

O tratamento farmacoldgico adotado para o controle da glicemia, da hipertensao
arterial e da nefropatia diabetica deve ser avaliado previamente a cirurgia. Para
portadores de diabetes mellitus tipo Il que fazem uso do cloridrato de metformina, estes
deverdo suspender sua administracdo 48 horas antes do procedimento cirdrgico
(LEVINE et al., 2011). A metformina pertence a classe das biguanidas, introduzida no

tratamento da hiperglicemia do diabetes mellitus tipo Il na década de 50. Tem como
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mecanismo de agdo a supressdo da gliconeogénese (75% da sua agédo), a reducgdo da
producdo hepatica de glicose, reducdo da absorcdo gastrointestinal de glicose,
estimulacdo anaerobica dos tecidos periféricos, sendo este mecanismo responsavel pela
acidose lactica, um dos seus principais efeitos adversos (SILVA, 2010). O aumento da
acidez no sangue promove manifestacdes clinicas extremamente prejudiciais durante
cirurgias, desencadeando alteragfes cardiacas, hiperventilagdo pulmonar e alteracbes no
sistema nervoso central (WELLS, et al. 2006).

Nos pacientes com insuficiéncia renal terminal a biodisponibilidade do diurético
de alca furosemida ndo ¢é alterada, no entanto, sua eliminacdo € menor e sua meia-vida
sera prolongada. Na presenca da sindrome nefrética ou proteindria, a reducdo
plasmatica de proteinas aumenta a concentracao livre deste diurético, mas sua eficacia
sera reduzida nestes pacientes, devido a ligagdo intratubular com a albumina,
diminuindo sua secrecdo. Este diurético é contraindicado para portadores de
insuficiéncia renal com andria, pré-coma, hipopotassemia e hiponatremia graves,
hipovolemia e desidratacdo O monitoramento médico do fluxo urinario do paciente no
periodo perioperatorio deve ser cauteloso, principalmente em pacientes diabéticos. A
hipocalemia promovida pela administracdo do diurético de alga aumenta os efeitos e a
toxicidade de varios farmacos, como a digoxina e antiarritmicos do tipo I, predispondo
a interacdes medicamentosas (RANG et al. 2007).

A doenca renal cronica e doenca renal em estagio terminal desencadeiam
inimeras complicacBes secundarias, onde se destaca o hiperparatireoidismo e a
osteodistrofia renal. Com a evolucdo da doenca renal, a ativacdo da vitamina D é
prejudicada reduzindo a absorcao intestinal de calcio. Nesta condicdo, as concentracfes
séricas de calcio diminuem, estimulando a secrecdo do paratormdnio pelas glandulas
paratireoides. O declinio progressivo da funcdo renal faz com que o balanco de célcio
seja mantido as custas do aumento da reabsorcao ¢ssea, 0 que promove o surgimento da
osteodistrofia renal (WELLS et al., 2006). O calcitriol é a forma ativa da vitamina D3 e
trata a osteodistrofia renal, no entanto, os niveis plasmaticos de célcio devem ser
monitorados durante o tratamento, pois podera ocasionar hipercalcemia (RANG et al.,
2007). Pacientes com nefropatia diabética e que fazem uso de vitamina D ativa

(calcitriol, por exemplo), podem sofrer intoxicacdo por esta vitamina, visto que sua
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meia-vida é longa (semanas a meses). O principal sintoma desta intoxicacdo € a
hipercalcemia (PETTIFOR et al., 1995). Dentre as complicacbes ocasionadas pela
hipercalemia durante um quadro cirdrgico destaca-se a deplecdo de volume, visto que o
paciente apresenta dificuldade em concentrar a urina, causando poliuria e polidipsia. Em
casos graves ocasiona diminuigao do intervalo QT no eletrocardiograma e hipertenséo.
Quando a concentracdo de célcio estiver acima de 16 mg/dL podera provocar 0 coma
(RANG et al., 2007; DUTRA et al., 2012).

Segundo Wells et al. (2006), a patogénese da hipertensédo arterial no portador de
doenca renal crbnica é multifatorial. Inclui niveis elevados de endotelina-I, uso de
eritropoetina para o controle da anemia tipica nesta condi¢do, retengdo hidrica, aumento
da atividade simpatica, hiperparatireoidismo e alteraces ocasionadas pela
hiperglicemia na integridade vascular. Pacientes hipertensos submetidos a cirurgia
devem ter os niveis pressoricos estabilizados e para isto a terapia anti-hipertensiva deve
ser mantida até o dia do procedimento e reintegrada ap6s a mesma. Esta consideracdo
estd relacionada ao fato de que betabloqueadores ou farmacos anti-hipertensivos que
bloqueiam os canais de célcio interagem de forma benéfica com os anestésicos, sem
promover resposta hipotensiva a inducdo da anestesia (CORIAT et al., 1994).

Os féarmacos inibidores da enzima conversora da angiotensina impedem a
ativacdo do hormdnio hipertensor angiotesina Il que atua independente da acdo
simpatica, representando uma grande vantagem para a acao desta droga, no entanto, tem
se observado leve estimulacdo do sistema parassimpatico (SILVA, 2010). Os inibidores
da enzima conversora da angiotensina atuam no sistema cardiovascular para regular a
pressdo arterial e sdo mencionados como o Unico grupo de farmacos que deveriam ser
suspensos no periodo pré-operatorio (TUMAN et al., 1995). Pacientes que realizam
tratamento cronico com os inibidores da enzima conversora da angiotensina apresentam
maior dificuldade em manter o débito cardiaco perante o decréscimo agudo do volume
ventricular desencadeado pela anestesia. Com isto, na inducdo anestésica, 0 paciente

tera maior risco de desenvolver hipotenséao arterial (COLSON et al., 1992).
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1.3.3 Nefropatia diabética experimental

Em animais utilizados para experimentacdo como ratos, camundongos e coelhos,
a inducdo quimica seletiva do diabetes tem sido feita com substancias que apresentam
capacidade de exercer destruicdo quimica seletiva das células beta pancreéticas,
responsaveis pela producdo e secrecdo de insulina. A aloxana e a estreptozotocina tém
sido as mais utilizadas, sendo que sua dose dependera da espécie do animal e do seu
peso (SZKUDELSKI, 2001). Para o estudo de complicacdes decorrentes do diabetes,
dentre elas a nefropatia diabética, a aloxana tem sido amplamente utilizada (MACEDO
et al., 2000; MACHADO, 1993; LERCO,2004). O animal passa a desenvolver
alteragOes renais semelhantes as observadas na nefropatia diabética de seres humanos e
evidenciadas tanto na microscopia éptica quanto na eletrbnica. A partir da quarta
semana da inducdo, os animais desenvolvem proteinlria crescente. Posteriormente,
apresentam espessamento da membrana basal, expansdo mesangial, expansdo da
capsula de Bowmann e lesGes tubulares (LEE et al., 1974; STEEN et al., 1966).

Segundo Szkudelski (2001) a Aloxana pode ser administrada pelas vias
intravenosa, intraperitoneal ou subcutanea. A dose intravenosa utilizada frequentemente
em ratos é de 65 mg/kg. Nas vias intraperitoneal ou subcuténea a dose deve ser duas a

trés vezes maior (no minimo 150 mg/kg).
1.3.4 Manobra da isquemia e reperfusdo renal

Técnicas de “condicionamento tecidual” correspondem a exposicdo de
determinado tecido a breves ciclos alternados de isquemia e reperfusdo, sendo esta uma
abordagem de estudo que permite a avaliacdo dos danos causados pela isquemia
prolongada, assim como as lesdes ocasionadas pela reperfusdo tecidual (VINTEN-
JOHANSEN; SHI, 2011).

A isquemia é considerada a auséncia ou reducdo do fluxo sanguineo para o
tecido e provoca varias condicdes fisiopatoldgicas, tais como infarto do miocardio,
insuficiéncia vascular periférica, acidente vascular cerebral e choque hipovolémico. A
reperfusdo representa a restauracdo do fluxo sanguineo para o 6rgao isquémico, e apesar
de evitar a lesdo celular irreversivel, chega a provocar lesdes celulares mais graves que

as provocadas pela isquemia, conhecidas como lesdes de reperfusdo. A lesdo de
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isquemia e reperfusdo (I/R) causa resposta inflamatdria local e sistémica, podendo
resultar em disfuncdo multipla de Orgdos, como o rim, e a morte do paciente
(COLLARD; GELMAN, 2001).

Estudos histopatoldgicos do rim relacionado a lesdo aguda decorrente da
isquemia e reperfusdo demonstraram aumento de permeabilidade de microvasos,
acumulo de liquido no intersticio, comprometimento dos mecanismos de regulacdo
vascular, infiltrado inflamatério e necrose tubular aguda (GRANGER; KORTHUIS,
1995; BREZIS; ROSEN,1995).

Apb6s um insulto isquémico ou toxico, o rim apresenta capacidade de se
restaurar. Células ndo afetadas desenvolvem mecanismos para recuperar a integridade
funcional do néfron. Existe uma relacdo dinamica entre o reparo do tecido renal e a
progressao ou regressao da lesdo decorrente da isquemia e reperfusdo. Estudos sugerem
haver um retardo ou inibicdo do reparo tecidual que podera evoluir para doenca renal
cronica, enquanto que a reparacdo tecidual precoce detém a progressdao da lesdo e
recupera o rim (VAIDYA et al., 2008).

Apesar desta capacidade de recuperacdo renal existir, estudos clinicos tém usado
agentes terapéuticos anti-inflamatorios, reguladores metab6licos ou pro-coagulantes
como medidas de renoprotecdo frente a isquemia e reperfusdo (PICCINATO, 2014). O
pré-condicionamento isquémico consiste em submeter o 6rgdo a breves episodios de
isquemia e reperfusdo, promovendo um mecanismo de adaptacdo que exerce
protecdo aos tecidos contra a lesdo (KUZUYA et al., 1993).

Intervengdes antioxidantes tém sido extensivamente investigadas frente ao

aumento de espécies reativas de oxigénio geradas pela isquemia (PICCINATO, 2014).

1.4 Uso de plantas medicinais com potencial de renoprotecao

Segundo Wells et al. (2006) o controle da glicemia tem sido a principal tatica
capaz de reduzir a frequéncia, amenizar a gravidade e retardar a evolucdo da nefropatia
diabética. O controle da hipertensao arterial e da dislipidemia também sdo condutas de
extrema importancia. A supervisdo da excrecdo urinéria de albumina consiste numa

conduta clinica que deve ser avaliada pelo menos uma vez por ano, além da terapia
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farmacoldgica para controle da hipertensdo arterial, feita com farmacos inibidores da
enzima conversora da angiotensina e blogueadores dos receptores de angiotensina 1l
frequentemente mais utilizados. A figura 5 apresenta o organograma com as estratégias

terapéuticas para impedir a evolugdo da doenca renal cronica em diabéticos.
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Figura 5 — Organograma da estratégia terapéutica para impedir a evolugdo da doenga renal
cronica em individuos diabéticos. EUA: excre¢do urinaria de albumina; SC: subcutanea; JNC
VI1I: o sétimo relatorio do Joint Commitee on Prevention, Detection, Evaluation, and Treatment
of High Blood Pressure.

A busca por novas alternativas terapéuticas que retardem a evolucdo ou tratem
as alteracOes estruturais e funcionais dos rins decorrentes da nefropatia diabética tem
sido o objetivo de inimeras pesquisas. O uso de extratos vegetais representa uma das
expectativas para investigacdo de farmacos mais eficazes no controle da evolugédo ou

mesmo na suspensao da nefropatia diabética. Um estudo recente estimou que cerca de
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30% dos portadores de diabetes mellitus utilizam medicinas alternativas para o
tratamento desta enfermidade e de suas complicacdes (RAMAN et al., 2012).

De acordo com Rispler e Sara (2011), 21% a 70% dos pacientes que serao
submetidos a determinado procedimento cirurgico utilizam terapias alternativas,
principalmente plantas medicinais e fitoterapicos no tratamento de doencas. O uso
cronico de extratos vegetais por pacientes submetidos ao procedimento anestésico-
cirurgico pode apresentar interferéncias que potencializam ou inibem a analgesia, o
relaxamento muscular, a inducdo do sono, além de alterar a estabilidade
cardiorrespiratoria (LEAK, 2000).

Anestesistas e cirurgides devem-se atentar ao questionamento prévio ao
procedimento cirargico quanto ao uso destes produtos, visando evitar interferéncias que
comprometam a estabilidade do paciente. (GALLO et al., 2014). A ocorréncia de
interacbes medicamentosas entre plantas medicinais e/ou fitoterdpicos com
medicamentos tipicamente usados em cirurgias podem provocar tendéncia hemorragica,
alteracdo funcional do sistema nervoso central, instabilidade hemodinamicas no curso
da cirurgia, alteracdo imunoldgica predispondo infec¢oes relacionadas ao procedimento
invasivo da cirurgia, e em diabéticos a iminéncia de hipoglicemia. (ANG-LEE et al.,
2001; BAJWA; PANDA, 2012; TSAY etal., 2012).

De acordo com Tessier e Bash (2003), deve-se suspender o uso de plantas duas
semanas antes do procedimento cirargico, principalmente quando ndo se tem
informacdes farmacoldgicas seguras em relacdo ao produto vegetal utilizado.

LesGes renais representam um problema de saude global e estdo associadas ao
aumento da morbidade, mortalidade e internacdes hospitalares (COCA et al., 2012). O
uso de plantas medicinais no tratamento de lesdes renais é comum e tem sido
incentivado pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) a partir de estratégias que
procuram valorizar as praticas da medicina tradicional. O tratamento com plantas
medicinais e fitoterapicos possibilitam aos paises mais pobres 0 acesso a tratamentos
mais baratos e comumente conhecidos pela populacdo. Estas praticas se tornam validas
desde que bem fundamentadas, ou seja, realizadas por profissionais da saude
corretamente habilitados para garantir a seguranca e eficacia deste procedimento
terapéutico (LO, 2008; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002).
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Plantas da familia botanica cucurbitaceae incluem cerca de 120 géneros e 850
especies. No Brasil ocorrem cerca de 30 géneros e 200 espécies, onde se destaca a
Momordica charantia, popularmente conhecida como meldo-de-sdo-caetano, que se
comporta como invasora de culturas (LORENZI; SOUZA, 2008). Inimeros estudos
sugerem que os frutos da Momordica charantia apresentam componentes que reduzem
a intolerdncia a glicose, suprime a glicemia pds-prandial em ratos, melhora a
sensibilidade das células ao hormoénio insulina, favorece a lipoGlise, além de
possivelmente apresentar efeito hipoglicemiante similar a farmacos ja utilizados como
glibenclamida (BAKARE et al., 2010; SNEE et al., 2011).

De acordo com citagdes publicadas por Grover e Yadav (2004) a Momordica
charanthia L. apresenta componentes quimicos com suposto potencial hipoglicémico.
Trata-se de uma mistura de saponinas esteroides conhecidas como charantinas;
peptideos dependentes de insulina e alcaloides, 0s quais estdo concentrados nos frutos
que apresentam pronunciada atividade hipoglicemiante. A figura 4 apresenta as folhas,

flores, frutos e sementes da Momordica charantia L.

Figura 6 - Folhas, frutos, flores e sementes da Momordica charanthia L.
Fonte: Colec¢do de plantas medicinais aromaticas e condimentares
Disponivel em: <http://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/33576/1/documento-157.pdf>



http://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/33576/1/documento-157.pdf
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Segundo Marles e Farnsworth (1995), as charantinas sdo formadas pela mistura
de dois glicosideos esteroidais quimicamente semelhante a insulina, encontrados nos
frutos da Momordica charantia L., e que mostraram potencial hipoglicemiante em
coelhos normais, ratos e gatos. Outro componente é a momordicina, que é um alcaloide
que também apresenta capacidade de controlar a hiperglicemia. Braganca (1996)
menciona o polipetideo p isolado dos frutos desta planta. Este componente é também
chamado de insulina-p e gquimicamente é muito parecida com a insulina humana,
apresentando apenas um aminoacido a mais (metionina) em sua estrutura.

Segundo Virdi et al., (2003) o extrato aquoso liofilizado da Momordica
charantia L. representa uma alternativa para o controle glicémico em diabéticos.
Extratos obtidos da Momordica charanthia L. conseguiram exercer protecdo glomerular
em relacdo aos efeitos deletérios ocasionados pela hiperglicemia. Evidenciou-se a
reducdo na excregdo urinaria de albumina, ndo houve o aumento do volume urinario e
da hipertrofia renal (GROVER; VATS.,2001). Um estudo realizado por ABDOLLAHI
et al. (2011) com os frutos da Momordica charantia L. evidenciou reducéo significativa
nos niveis séricos de creatinina.

Estudo em ratos diabéticos realizado por Mahmoud et al. (2017) demonstrou
aumento na secrecdo de insulina e melhora das alteracfes histopatoldgicas do pancreas.
Outro estudo realizado por Abas et al. (2015) em ratos com diabetes induzido por
estreptozotocina e tratados durante 28 dias por via oral com extrato dos frutos (1,5
gramas/kg), mostrou efeito vascular protetor significativo, reduzindo os niveis de
pressao arterial, colesterol total e triglicerideos. No mesmo estudo houve aumento na
expressao da enzima 6xido nitrico sintetase no revestimento endotelial dos vasos, da
mesma forma em que ocasionou reversdo da deteriorizacdo morfoldgica dos tecidos
adrticos. Sua atividade antioxidante foi mensurada pela dosagem do malondialdeido que

reduziu significativamente neste estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivos gerais

Avaliar a funcdo e a histologia renal de ratos Wistar com nefropatia diabética
experimental, submetidos a manobra da isquemia e reperfusédo, tratados com a infuséo

dos frutos da Momordica charantia L.

2.2 Obijetivos especificos

v" Auvaliar a glicemia dos animais durante o experimento;

v mensurar a variacdo ponderal dos animais;

v" quantificar no sangue os valores de creatinina e ureia;

v" avaliar a excre¢do urinaria de albumina no decorrer do tratamento;

v" avaliar o rim pela microscopia eletronica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostra

Foram utilizados 26 Rattus norvegicus, cedidos pelo Biotério da Universidade

Sagrado Coragdo — USC que foram distribuidos em 3 grupos:
v" Grupo controle sem diabetes (n=10), tratados com 0,5 mL de solugédo aquosa.
v" Grupo diabético sem tratamento (n=8): tratados com 0,5 mL de solucéo aquosa.
v Grupo diabético com tratamento (n=8): que recebeu 0,5 mL da infusdo contendo

250 mg (Mishra et al., 2015) do extrato seco dos frutos da Momordica

charanthia L.A concentraco foi convertida de acordo com a média de peso dos

animais. A administracdo foi feita por gavagem, durante 30 dias.

Previamente a eutanasia, todos os grupos foram submetidos a manobra da
isquemia do rim esquerdo durante 30 minutos, seguida da reperfusdo renal, por 15
minutos. Os rins com e sem isquemia foram seccionados e encaminhados para analise
em microscopia eletronica.

Durante o experimento foram cumpridas as normas do “National Research
Council (1996)”. O projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais —
CEUA da Universidade Sagrado Coracéo - USC, pelo protocolo 24/14 (Anexo A).

3.2 Inducéo do diabetes com Aloxano

Para inducdo do diabetes, foi administrado Aloxano (diluido a 2% em solucéo de
citrato de sodio 0,05 M, pH 4,5) na dose de 150 mg/kg, ap6s um periodo de jejum de 24
horas, via intraperitoneal, dose Unica. Apds 6 horas da inducdo, foi fornecida glicose
10% como Unica fonte hidrica, durante 24 horas para evitar uma hipoglicemia fatal,
devido a liberacdo macica de insulina pelas células beta remanescentes das Ilhotas de
Langerhans, ainda ndo destruidas pelo Aloxano. Apos 15 dias, a glicose sanguinea foi
mensurada com auxilio de Glicosimetro One Touch Ultra Mini, durante o periodo
matinal, com os animais em jejum de 12 horas. Os ratos que apresentaram glicemia

inferior a 180 mg/dL foram novamente induzidos, seguindo o mesmo protocolo.
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Somente os animais com glicemia de jejum superior a 180 mg/dL, foram considerados
diabéticos e selecionados para o0 experimento. Apds a confirmacdo do diabetes, os
animais foram acomodados no biotério por um periodo de 30 dias antes do inicio do

tratamento.

3.3 Avaliagdo da excrecdo urinéria de proteinas com tiras reagentes

Os animais foram acondicionados individualmente em gaiolas metabolicas para
obtencdo da urina por um periodo de 24 horas. Cada gaiola foi provida de agua e ragédo
ad libitum. A coleta foi feita na quarta semana apds a confirmacdo da hiperglicemia
para confirmacdo da proteindria prevista nos animais. (LEE et al., 1974; STEEN et al.,
1966). O mesmo procedimento foi feito 24 horas antes do inicio do tratamento, no 15°
dia e 24 horas antes da eutanasia. A urinalise foi feita pela técnica de quimica seca com
utilizacdo de tira reagente do laboratorio Labtest®, composta de pequenos quadrados
absorventes, embebido em reagentes que, em contato com a urina, mudam de cor (ou
n&o), indicando resultados como negativo, normal, tragos, +, ++ ou +++. A figura 7

ilustra o procedimento.

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 7 — Etapas da coleta de urina, exame de proteinuria e determinacdo do volume urinério.
A-Gaiolas metabodlicas; B- Determinacdo do volume urinario com proveta e uso de fitas
reagentes Urine Strip® para o teste de proteindria.


http://mail.terra.com.br/99trr/compose.php?id=7061&folder=Inbox&cache=SNT127-W46AA04A43D49B47DD044B982830@phx.gbl&func=reply&type=reply#_Toc278182517
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3.4  Etapas de preparo da infusdo dos frutos da Momordica charantia L.

Os frutos da Momordica charanthia L. foram coletados no municipio de Bauru-
SP, entre os meses de janeiro a marco de 2016, sendo encaminhados para o Herbério
da Universidade Sagrado Coracdo — USC para a identificagdo boténica, tendo o
namero de registro: 5585. Em seguida, foram colocados em estufa para secagem numa
temperatura méxima de 40°C. Apos este processo, os frutos foram pulverizados. A
infusdo foi preparada com 20 mL de agua fervente, vertida em 4,2 gramas do extrato
dos frutos da Momordica charantia L., ficando em contato por 15 minutos. Cada
animal recebeu por gavagem o volume de 1 mL da infusdo, contendo 0,21 gramas do
extrato. A administracdo foi feita por 30 dias apds a confirmacdo da hiperglicemia e

proteindria.

Figura 8 — Etapas da preparacdo da infusdo dos frutos da Momordica charantia L. A-
Identificacdo boténica; B - Frutos in natura; C - Estufa para secagem dos frutos; D - Frutos
secos; E - Frutos pulverizados; F - Preparo da infuséo.
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3.5  Pesagem dos animais

Os animais de cada grupo foram pesados em balanca digital da marca Urano,
no inicio do procedimento. Durante o tratamento a pesagem foi realizada uma vez por
semana no decorrer dos 30 dias de tratamento. A figura 9 mostra o procedimento da

pesagem dos animais.

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 9 - Pesagem do rato

3.6  Manobra da isquemia e reperfuséo renal

Os animais de ambos os grupos de experimento foram anestesiados com
cloridrato de quetamina e xilazina (1:1) por via intraperiotoneal. Com auxilio de tesoura
e pinca cirdrgica foi feita uma incisdo no abdémen para exposicao do rim esquerdo.
Fez-se a dissec¢cdo da artéria renal esquerda e isquemia deste rim, pela aplicacdo de
clampe microcirargico (Figura 10) para a oclusdo da artéria renal, durante 30 minutos.

Em seguida o clampe foi removido para reperfuséo renal de 15 minutos.



Material e Métodos 35

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 10 - Aplicagdo do clampe microcirargico (seta) para oclusdo da artéria renal.

3.7  Eutanésia dos animais e coleta do sangue

Os animais de ambos os grupos foram eutanasiados com dose letal de Tiopental
(150 mg/Kg) e Lidocaina (10 mg/mL). O sangue foi coletado por puncédo cardiaca, num
volume médio de 2 mL, sendo este acondicionado em tubos de SST e encaminhados
para o laboratério de Analises Clinicas da Universidade Sagrado Coracdo — USC, onde
foi realizada a dosagem bioquimica de ureia e creatinina com utilizacdo de Kit
Labtest®.

3.8  Microscopia eletrénica do rim

3.8.1 Exame histoldgico ao microscopio eletrénico — preparo dos Rins

Apbs a retirada do rim esquerdo, este foi imediatamente seccionado em
fragmentos representativos da regido cortical renal. Os mesmos foram fixados em
glutaraldeido a 2,5% em tampdo fosfato 0,1M e pH 7,3 e a seguir submetidos aos
seguintes procedimentos:

v' Lavagem em tampao fosfato 0,1M pH 7,3 (trés vezes por cinco minutos cada
uma).

v' P6s-fixacdo em tetroxido de 6smio 1% no mesmo tampao por duas horas.

\

Lavagem em agua destilada trés vezes por cinco minutos cada uma.

v Incubacdo em acetato de uracila 0,5% em solucdo aquosa por duas horas.



Material e Métodos 36

v' Desidratacdo em sequéncia crescente de solucdo de acetona, a 50% duas vezes
de dez minutos, 70% duas vezes de dez minutos, 90% duas vezes de 15 minutos
e 100% trés vezes de 15 minutos.

v" Embebicdo em mistura de 1:1 em resina (Araldite grade 502) e acetona 100%
por 12 horas.

v Embebi¢do em resina pura durante uma hora em estufa a 37°C.

v Inclusdo em resina pura e polimerizacdo por 72 horas em estufa a 60°C.

Foram feitos cinco a seis blocos contendo tecido renal. Os blocos foram
preparados por trimagem manual, sendo obtidos cortes de 0,5 pum corados com mistura
de azul de toluidina a 1% e borax a 1%. Estes cortes foram examinados ao microscopio
de luz para pesquisa da presenca de glomérulos. Constatando-se os glomérulos, seis
para cada animal, os blocos foram selecionados para estudo de cortes ultrafinos; estes
foram contrastados com solugdo saturada de acetato de uranila em &lcool 50% e,
posteriormente, em citrato de chumbo, durante 20 minutos.

Os cortes ultrafinos preparados foram examinados ao microscopio eletrénico de
Transmissdo “CM-100 Philips export B.V.” (Figura 10), sendo utilizados filmes 35mm
“Eastman 5302” (KodakR), para documenta¢do elétron-micrografica. Toda
documentacao eletronmicrografica foi feita com aumento de 42.000 vezes. A figura 11

mostra algumas etapas do procedimento.
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donte: Arquivo pessoal

Figura 11 - Etapas da microscopia eletrénica: A - Centro de Microscopia Eletrénica —
UNESP/Botucatu; B - Cortes ultrafinos; C - Inser¢do dos cortes no microscopio eletrénico; D -
Padronizacdo do microscépio; E - Localizagdo dos campos para visualizacdo dos glomérulos; F
- Documentacéo elétron-microgréfica.

3.9 Andlise estatistica

Para a glicemia, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis para comparar grupos e o
teste de Friedman para comparar momentos, ja que a variavel ndo apresentava
distribuicdo normal e nem homogeneidade de variancias. Para o peso foi utilizada a
andlise de perfil. Para as demais varidveis, as que apresentaram distribuicdo normal e
homogeneidade de variancias foi utilizada a analise de varidancia no delineamento
inteiramente ao acaso, caso contrério, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. O nivel de
significancia utilizado foi de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1  Valores da glicemia

As medianas obtidas da glicemia de ambos 0s grupos no primeiro, décimo
quinto e trigésimo dia do experimento estdo expostas na tabela 1 e figura 12. Os
resultados obtidos evidenciam aumento significativo (Teste de Friedman, p<0,05) da
glicemia nos trés periodos nos grupos diabético sem tratamento e diabéticos com
tratamento em relacdo a média da glicemia dos animais ndo diabéticos do grupo
controle. Analisando a glicemia nos grupos, notou-se que no 15° dia ocorreu reducéo
significativa da glicemia no grupo diabético tratado em relagcdo ao 1° dia, no entanto,

esta reducdo ndo foi mantida, sendo que a glicemia aumentou no 302 dia.

Tabela 1- Mediana, 1%e 32 quartil, referentes a glicemia segundo momento (Teste de Friedman,
p<0,05) e grupos (Teste de Kruskal-Wallis, p<0,05)

Grupo
Momento Diabetes sem Diabetes com P
Controle tratamento tratamento
1° dia Mediana 83,00b 215,00a 419,00a <0,001
A
25% 78,00 183,50 337,00
5% 90,50 344,50 471,50
15°dia Mediana 91,50b 186,00a 335,00a <0,001
B
25% 80,50 133,50 255,00
5% 96,00 301,50 392,00
30°dia Mediana 86,50b 300,50a 400,00a <0,001
AB
25% 83,00 198,00 372,00
75% 91,00 349,00 429,00
P 0,53 0,79 0,04

Letras mindsculas comparam grupos em cada momento.
Letras maiUsculas compara a variagdo da glicemia nos 3 momentos para o grupo tratado com a planta.
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Figura 12 - Compara¢do da média da glicemia no primeiro, décimo quinto e trigésimo dia do
experimento, em ambos 0S grupos.
(Teste Friedman p<0,05 para os momentos; Teste de Kruskal-Wallis, p<0,05 valores de glicemia nos grupos.

* valores significativos em relacdo ao grupo controle;
**valores significativos em relagdo ao grupo diabético sem tratamento.
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4.2  Variagao ponderal

A tabela 2 e a figura 13 apresentam as médias e desvio padrdo do peso em trés
momentos: 1°, 15° e 30° dia de experimentacdo. O grupo controle foi aumentando o
valor do peso nos 3 momentos, no entanto, este aumento ndo foi significativo (p=0,916
do 1° para o 15° dia; p=0,817 do 15° ao 3° dia). J& os grupos diabéticos sem e com
tratamento aumentaram o peso do 1° para o 15° dia (p=0,867 para o grupo diabético sem
tratamento e p=0,907 para diabéticos com tratamento) e depois diminuiram os valores
no 30° dia (p=0,765 para diabéticos sem tratamento; e p=0,632 para diabéticos com
tratamento). A andlise comparativa dos dados dos grupos nos periodos estabelecidos

ndo evidenciou variagOes estatisticamente significativas.

Tabela 2 - Média e desvio padréo referentes ao peso (gramas) nos grupos de experimento

Grupos
Diabetes sem Diabetes com
Controle
Momentos tratamento tratamento
Média Desvio Média Desvio Média Desvio
padréo padréo padréo
1° dia 303,30 +51,80 349,00 +26,80 331,10 +38,90
15° dia 308,80 +1,10 444 50 +48,90 347,30 +42.90
300 dia 317,00 +53,30 358,60 +27.20 330,70 +48.,80
500
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L, 400
g 350 —F— -
= 300 I - _
EI' 250 O12dia
2 200 0152 dia
$ 150 @302 dia
100
50
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Grupo controle Grupo diabético sem Grupo diabético
tratamento com tratamento

Figura 13 - Comparacdo das médias e desvio-padrdo do peso para 0s grupos no 1°, 15° e 30°
dia de experimentacdo.
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4.3 Ureia

A tabela 3 e a figura 14 apresentam as meédias obtidas em relacdo aos niveis
séricos de ureia. O aumento dos niveis seéricos de ureia observados nos grupos
diabéticos sem e com tratamento foram estatisticamente significativos. O tratamento

com a planta néo interferiu neste resultado.

Tabela 3 - Média e desvio padrdo referentes a concentragdo sérica de ureia (mg/dL) nos grupos
de experimento

Grupos
Controle Diabetes sem tratamento Diabetes com tratamento
Média Desvlo Média Desvio padrdo Meédia Desvio padrao
padréo
42,00 +0,24 72,50 +0,39 69,90 +0,57 0,001

* valores significativos em relacdo ao grupo controle;
**valores significativos em relagdo ao grupo diabético sem tratamento.
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Figura 14 — Comparacdo das médias de ureia sérica em ambos 0s grupos.
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4.4 Creatinina

A tabela 4 e a figura 16 apresentam a média e o desvio padrédo obtidos da creatinina. Em
ambos o0s grupos diabéticos, sem tratamento e com tratamento, foi evidenciado aumento
significativo de creatinina em comparagdo ao grupo controle, no entanto, o grupo diabético
tratado mostrou reducdo significativa (p=0,02) de creatinina em comparacao ao grupo diabético
n&o tratado.

Tabela 4 - Média e desvio padrdo referentes aos niveis séricos de creatinina (mg/dL) nos grupos
de experimento.

Grupos
Controle Diabetes sem tratamento  Diabetes com tratamento
- Desvi .- . - - . n
Media esvio Média Desvio padrdo Média  Desvio padrao
padrao
0,58 +0,260 1,200* +0,270 0,850** +0,140 0,04

* valores significativos em relacdo ao grupo controle;
**valores significativos em relagdo ao grupo diabético sem tratamento.
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Figura 15 - Valores da creatinina sérica (média e desvio padrdo) segundo 0s grupos.

* valores significativos em relagdo ao grupo controle (p=0,04);
**valores significativos em relagdo ao grupo diabético sem tratamento (p=0,02).
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4.5  Excre¢do urinaria de proteinas

Na tabela 5 e figura 16 encontram-se as médias e o desvio padrdo da proteindria de 24
horas dos grupos. Notou-se aumento significativo na excre¢do urinaria de proteinas no grupo
diabético sem tratamento e no grupo diabético com tratamento em relacéo ao grupo controle. Na
comparagdo entre o grupo diabético ndo tratado com o grupo tratado com a Momordica
charantia L., foi evidenciada reducéo significativa da proteindria nos animais submetidos ao

uso da infusao.

Tabela 5 - Média e desvio padrao da proteindria (g/24 horas) dos grupos de experimento

Grupos
Controle Diabetes sem tratamento Diabetes com tratamento
L Desvi L . . . . -
Meédia esvlo Media Desvio padrdo Média Desvio padrao
padréo
0,00 0,00 80,62* +36,09 25,62** +15,62

* valores significativos em relagéo ao grupo controle (p=0,030);
**valores significativos em relagdo ao grupo diabético sem tratamento (p=0,001).
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Figura 16 - Médias e desvio padrdo de proteindria em urina de 24 horas.

* valores significativos em relacdo ao grupo controle;
**valores significativos em relagéo ao grupo diabético sem tratamento.
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4.6 Microscopia eletrénica

Na microscopia eletrénica do grupo controle (Figura 17), 0s rins ndo isquémico e
isquémico apresentaram membrana basal preservada, assim como integridade dos poddcitos e
sua projecdes (pedicelos). No grupo diabético sem tratamento (Figura 18) notou-se
espessamento e areas com ruptura da membrana basal, expansdo extracelular, perda de
podadcitos e pedicelos. No grupo diabético tratado (Figura 19) por 30 dias, com a infusdo dos
frutos da Momordica charantia L., notou-se a manutencéo da integridade da membrana basal e

dos podacitos. Os pedicelos também foram mantidos e ndo houve expansdo extracelular.

Figura 17 - Microscopia eletronica do glomérulo grupo controle. A-Grupo Controle sem
Diabetes sem isquemia: membrana glomerular basal (MGB), Podécitos (P), Processos
pediculares ou pedicelos preservados (PP); B-Grupo controle com isquemia e reperfusdo:
membrana glomerular basal (MGB), Poddcitos (P), Processos pediculares ou pedicelos (PP)
intactos. Aumento de 1um e 2um, respectivamente.
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Figura 18 - Microscopia eletronica do glomérulo grupo diabético sem tratamento: A-Grupo
Diabético sem tratamento e sem isquemia: Espessamento da MB (EMB); Perda dos pedicelos
(seta); Expansdo da matriz extracelular (*). B- Grupo diabético sem tratamento com isquemia e
reperfusdo: Ruptura da MB (seta vermelha) , Expansdo extracelular (*), Perda de pedicelos (seta
amarela). Aumento de 5um.

 ——

Figura 19 - Microscopia eletrdnica do glomérulo grupo diabético com tratamento: A- Grupo diabético
com tratamento Sl: Preservacdo da MB (seta vermelha); Preservacdo dos poddcitos e pedicelos (seta
branca). Aumento 1 um. B- Grupo diabético com tratamento e isquemia e reperfusdo: Membrana basal
preservada (seta vermelha), podécitos (P) e pedicelos preservados (seta branca). Aumento de 5 pm.
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5 DISCUSSAO

5.1 Variacg0es da glicemia e do peso

Em animais utilizados em experimenta¢do como ratos, camundongos e coelhos,
a inducdo quimica seletiva do diabetes tem sido feita com substancias que apresentam
capacidade de exercer destruicdo quimica seletiva das células beta pancreaticas,
responsaveis pela producéo e secrecdo de insulina. A aloxana e a estreptozotocina tém
sido as drogas mais utilizadas, sendo que sua dose depende da espécie do animal e do
seu peso (SZKUDELSKI, 2001). A aloxana apresenta menor custo e fraco potencial
oncogénico, quando comparada a STZ (LERCO et al., 2003).

O mecanismo citotoxico da aloxana se da pelo fato deste farmaco ser um
derivado da pirimidina, quimicamente similar a glicose (NEGRI, 2005). Com este
aspecto quimico, é rapidamente conduzida ao interior das células beta pancreaticas,
atravessando o transportador de glicose GLUT2 (CAVALLI et al., 2007). Sua acéo
citotoxica se inicia pelos radicais livres gerados nas reacdes de oxidacdo e reducao,
afetando o metabolismo oxidativo da célula beta, com subsequente necrose seletiva e
morte exclusiva destas células (ZANOELLO et al., 2002).

Em Lima et al. (2001), por meio do método imunoistoquimico, observou-se que
0 pancreas dos animais submetidos ao uso da aloxana apresentaram reducdo de 70%
da area da ilhota ocupada pelas células beta, chegando até a auséncia dela.

De acordo com Lenzen (2008), a aloxana ndo causa diabetes em humanos. Sua
citotoxicidade especifica para as células beta produtoras de insulina, promove
insuficiéncia primaria do pancreas, que reage inicialmente liberando menos insulina;
posteriormente as células remanescentes secretam quantidades elevadas deste horménio,
podendo gerar grave hipoglicemia nas 24 horas subsequentes a inducdo; e apds este
periodo inicia-se a instalagdo da hiperglicemia persistente (LERCO et al., 2003). No
presente estudo, observou-se no 15° dia do experimento a reducdo significativa da
glicemia, nos animais diabéticos tratados com a infusdo dos frutos da Momordica
charantia L. quando comparados aos animais diabéticos sem tratamento, no entanto, no

30° dia, a glicemia aumentou em ambos os grupos. Nesta condicdo, pode-se supor que a
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reducdo ocorrida no 15° dia esteja associada ao efeito secretagogo dos componentes da
planta nas células beta pancreaticas remanescentes, ou seja, células ainda ndo destruidas
pela aloxana (SNEE et al., 2011).

Uma das propostas do presente estudo foi avaliar o potencial terapéutico da
infusdo obtida dos frutos da Momordica charantia L. no controle da hiperglicemia.
Inimeros estudos sugerem que os frutos da Momordica charantia L. apresentam
componentes que reduzem a intolerancia a glicose, suprimem a glicemia pds-prandial
em ratos, melhoram a sensibilidade das células ao hormdnio insulina, favorecem a
lipblise, além de possivelmente apresentarem efeito hipoglicemiante similares a
farmacos ja utilizados, como a glibenclamida, que atua nas células beta, estimulando
maior secrecdo de insulina (BAKARE et al.,2010; SNEE et al., 2011). Os resultados
obtidos no grupo tratado com a infusdo da planta e que mostrou redugéo significativa
da glicemia no 15° dia, em comparacao aos animais diabéticos ndo tratados, estdo de
acordo com 0 mecanismo secretagogo atribuido aos componentes quimicos da
Momordica charantia L.

Um estudo realizado por Virdi et al. (2003), utilizou o pé dos frutos inteiros e
secos da Momordica charantia L. no preparo de extratos, contendo 20 mg/kg desta
planta. Notou-se a reducdo da glicemia em jejum em 48% dos ratos diabéticos
tratados, sendo este efeito comparado ao do farmaco glibenclamida, que ja é utilizado
no tratamento do diabetes tipo Il. O mesmo estudo avaliou parametros histoldgicos e
bioquimicos do rim e figado, ndo evidenciando potencial toxico da planta nestes
6rgaos.

De acordo com Chen et al. (2005) estudos farmacoldgicos indicam que
componentes quimicos da planta, conhecidos como curcubitanos, sdo responsaveis
pela sua atividade hipoglicemiante. Dentre 0s mecanismos propostos pela literatura
quanto a regulacdo da hiperglicemia, destaca-se a capacidade do extrato aquoso em
estimular a secrecdo de insulina pelas células beta das llhotas de Langerhans, isoladas
de camundongos obesos e diabéticos (DAY et al., 1990). Outra publicagdo feita por
Lin et al. (2010), mencionam que o tratamento com comprimidos da Momordica
charantia L., administrado em dose Unica a 40 pacientes com diabetes tipo II,

aumentaram a concentracdo sanguinea de insulina, reduzindo a glicemia pos-prandial
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apo6s uma refeicdo leve. Os resultados encontrados no grupo diabético tratado com a
planta no 15° dia de experimento do presente estudo estdo de acordo com estas
pesquisas.

Um experimento feito por Karananayake et al. (1990) em ratos com diabetes
induzido por estreptozotocina ndo evidenciou controle significativo agudo ou
cumulativo sobre a hiperglicemia e hemoglobina glicada. Neste estudo ratos
receberam o suco da planta numa dosagem de 10 mL/kg durante 30 dias. Os autores
alegaram que possivelmente seja necessaria uma reserva de células pancreaticas
viaveis para que a planta exerca seu efeito em relacdo ao controle da hiperglicemia.
Marles e Farnsworth (1995) utilizaram a charantina (glicosideo esteroidal), que € um
dos componentes ativos da Momordica charantia L. quimicamente semelhante ao
horménio insulina. Este componente mostrou efeito antidiabetogénico em gatos
normais, no entanto, em gatos com remocdo do pancreas mostrou efeitos
equivocados.

Os resultados apresentados no presente estudo sugerem que o éxito na reducéo
da glicemia ocasionada pela infusdo da planta esteja correlacionado ao seu efeito
secretagogo. O insucesso no controle glicémico citado por Karananayake et al. (1990)
seria justificado pelo fato da estreptozotocina ter maior potencial citotdéxico que a
aloxana. O mesmo é reforcado no estudo de Marles e Farnsworth (1995). Nesta
condicdo, a suposta dependéncia de células beta para atuacdo da planta, sugerida na
discussdo dos resultados apresentados do presente estudo, corroboram com as
citacbes de Marles e Farnsworth (1995), onde a planta apresentou efeito
antidiabetogénico em gatos normais, mas ndo foi efetiva em gatos submetidos a
remocao do pancreas.

Reforcando esta hipotese Miura et al. (2004) e Senanayake et al. (2004)
mencionam que 0s extratos obtidos dos frutos da Momordica charantia L.
demonstram-se eficientes no tratamento do diabetes tipo 2, cuja liberagdo de insulina
pelas células B pancreaticas é deficiente. Para Chaturvedi (2012), componentes
quimicos da Momordica charantia L. repararam danos as células beta e aumentam

sua capacidade de secretar insulina.
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Segundo Machado (1989) a evolugdo ponderal de ratos é conhecida pela curva
de crescimento expressa por massa corpdrea na condicdo em que agua e comida sdo
ofertadas ad libitum. Esta curva mostra que nos primeiros sete meses de vida, 0s ratos
apresentam ganho constante de peso que, inicialmente, se mostra positivamente
acelerado e no decorrer dos dias, desacelera-se gradativamente tendendo a uma
relativa estabilidade assintética. Neste estudo, notou-se esta evolucdo ponderal nos
animais do grupo controle.

Os animais diabéticos sem tratamento apresentaram ganho de peso no 15° dia
de experimentacdo, no entanto, ocorreu reducdo ponderal no término do estudo. De
acordo com Azevedo et al. (2002), a reducdo de insulina leva a lipélise, havendo
liberacdo de acidos graxos na circulacdo, ocasionando consequente perda de peso. A
hiperglicemia compromete a entrada da glicose em células sensiveis & insulina, e estas
passam a metabolizar principalmente gorduras, havendo reducéo ponderal (BARONE
et al., 2007). No presente estudo, o pico hiperglicémico nos animais diabéticos sem
tratamento, manifestou-se a partir do 15° dia, 0 que consequentemente favoreceu a
reducdo ponderal evidenciada no 30° dia de experimentagdo. Grover et al. (2001)
realizaram a avaliacdo do peso de ratos diabéticos que apresentaram diminuicdo
ponderal, enguanto que o grupo controle ganhou peso progressivamente. Os
resultados encontrados no presente estudo evidenciaram as mesmas Vvariacdes
ponderais citadas.

Outro estudo mencionado por Volpato et al. (2007) investigou o efeito do
Polymnia sonchifolia (yacon) em ratas diabéticas e observou que ap6s a manifestacédo
do diabetes, independente do tratamento, os animais apresentaram redu¢do ponderal
ao final da experimentacdo. O mesmo é mencionado por Ferreira (2008), que associa
a auséncia da insulina a ocorréncia da lipolise e reducdo de peso. No presente estudo,
a reducdo ponderal evidenciada nos animais diabéticos sem tratamento corrobora com
esta citacdo, mostrando que a hiperglicemia se correlaciona com a reducdo ponderal.

Quanto ao grupo diabético com tratamento, as variacdes de peso foram menos
expressivas daquelas observadas no grupo diabético ndo tratado, no entanto,
evidenciou-se discreto aumento ponderal no 15° dia, seguida da reducdo de peso no

30° dia, quando comparado ao inicio do tratamento. De acordo com Virdi et al.
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(2003), extratos obtidos dos frutos da Momordica charantia L. em baixas dosagens
ndo promovem ganho de peso. Nesta condicdo, visto que a planta promoveu melhor
controle glicémico neste grupo e ndo interferiu no peso, justifica-se o resultado
apresentado neste estudo.

Um estudo realizado por Rocha et al. (2014) realizou uma metodologia
semelhante a deste estudo, onde ratos com diabetes induzido por aloxana receberam a
infusdo do po liofilizado dos frutos da Momordica charantia L., na concentracdo de 3
gramas em 30 mL de agua destilada. Notou-se que no grupo diabético sem tratamento
ocorreu reducdo de peso em 2,68% dos animais e no grupo diabético tratado com a
planta a reducéo ponderal foi de 11,79%. No presente estudo a planta néo interferiu
na reducdo ponderal, no entanto, a concentragdo administrada foi menor que a

utilizada no estudo mencionado.

5.2  Concentracdo sanguinea de ureia

Os valores de referéncia da ureia para ratos, de acordo com Melo et al. (2012),
variam de 30 a 42 mg/dL. Segundo Abraham e Schrier (1997), o isolamento da ureia
ocorreu em 1773 e marcou o inicio das tentativas para quantificar funcionalmente o rim.
Em 1903 o nitrogénio ureico foi utilizado para avaliacdo da funcéo renal e em 1929
introduziu-se o conceito de depuracdo da ureia.

O valor de ureia no plasma é afetado pela funcéo renal, pelo contetdo proteico
da dieta, pelo teor do catabolismo proteico, estado de hidratacdo do paciente e presenca
de sangramento intestinal. Apesar dessas limitacGes, a concentracdo de ureia serve
como parametro de diagnostico na distingdo entre varias causas da insuficiéncia renal
(MOTTA, 2003).

A nefropatia diabética pode ser classificada em trés fases evolutivas:
nefropatia incipiente ou fase de microalbuminuria, chamada assim por ser
caracterizada pelo aumento da excre¢do urinéria de albumina nas concentracdes de 20
a 200 pg/minuto; nefropatia clinica ou na fase de macroalbumindria, chamada assim
pela presenca de proteinuria persistente superior a 500 mg/24 horas, ou pela excre¢édo

urinaria de albumina superior a 200 pg/minuto (macroalbumindria), que se associa a
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perda progressiva de funcédo renal, de modo que 10% dos pacientes nesta condicao,
evoluem para insuficiéncia renal crénica num prazo de 10 anos; e insuficiéncia renal
terminal com manifestacdo de uremia (MURUSSI et al, 2003). As médias de ureia
observadas nos grupos diabéticos sem e com tratamento deste estudo, caracterizam o
comprometimento renal ocasionado pela hiperglicemia persistente nos 30 dias de
experimentacao.

O uso de extratos vegetais representa uma das expectativas para investigacdo
de farmacos mais eficazes no controle da evolu¢do, ou mesmo na suspensdo da
nefropatia diabética. Um estudo recente estimou que cerca de 30% dos portadores de
diabetes mellitus, utilizam medicina alternativa para o tratamento desta enfermidade e
de suas complicacdes (RAMAN et al., 2012). Um estudo realizado por Raish et al.
(2016) mostrou que a administracdo de um polissacarideo presente na Momordica
charantia L. nas concentragdes de 150 e 300 mg/kg, respectivamente, reduziram
significativamente os valores de nitrogénio ureico no sangue de ratos. Estes valores
apos o tratamento se aproximaram dos encontrados no grupo controle sem diabetes.
No presente estudo o tratamento adotado por 30 dias néo interferiu na concentragdo
de ureia, que se manteve elevada no 15° até o termino do tratamento. A justificativa
pode estar relacionada ao fato de que no estudo mencionado, o tratamento foi feito
com um polissacarideo isolado da Momordic charantia L., enquanto que no presente

estudo o tratamento foi feito por infusdo do p6 dos frutos.

53  Concentra¢do sanguinea de creatinina

Em 1832, o pesquisador francés Michel Eugene Chevreul descobriu uma
substancia na carne denominada creatina. Em 1880 foi encontrado na urina um
metabdlito derivado da creatina, a qual foi chamada de creatinina e estaria associada
com a quantidade da massa muscular corporal. A sintese de creatina ocorre no figado e
nos rins, que participam da reagdo metabolica das células, sendo catabolizada nos
musculos e excretada através dos rins na forma de creatinina (RIEHI et al., 2004).

A dosagem de creatinina é feita pela reacdo de Jaffe, que foi descrita em 1886.

Esta analise foi modificada viabilizando dosagens diretas no soro, plasma e urina. A
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creatinina tornou-se um biomarcador praticamente universal para avaliar a filtracéo
glomerular, sendo possivel realizar diagnostico de doenca renal e monitorar sua
evolucdo. Dois testes fundamentais no diagndstico de doenca renal cronica sédo a
dosagem de creatinina e a pesquisa da excre¢do urinéria de proteinas (BASTOS;
KIRZTAJN, 2011). Estes parametros foram utilizados no presente estudo.

Para ratos, os valores de referéncia de creatinina variam de 0,44 a 0,64 md/dL.
(MELO et al., 2012). Os valores obtidos no grupo controle deste estudo estdo de
acordo com a referéncia apresentada.

A comparagdo entre as médias do grupo diabético sem tratamento com o grupo
tratado com a planta, mostrou reducéo significativa de creatinina (p=0,022), mostrando
que os frutos da Momordica charantia L. exercem renoprotecao nas lesdes ocasionadas
pela hiperglicemia. Este resultado esta de acordo com estudos j& publicados que
mencionam que os frutos da Momordica charantia L. apresentam capacidade de reduzir
niveis séricos de creatinina, sendo este efeito também observado no soro de
camundongos com diabetes induzido por estreptozotocina (GROVER et al. 2001;
ABDOLLAHI et al., 2011).

Um estudo realizado por Mardani et al. (2014) em camundongos que receberam
doses unicas da Momordica charantia L. nas concentrac@es de 0, 100, 500, 1000, 2000
e 4000 mg/kg e doses multiplas 500 mg/kg por dia, durante 7 dias, por via
intraperitoneal, avaliaram a concentracdo de creatinina no sangue. Os resultados obtidos
ndo evidenciaram alteracGes deste biomarcador. Em comparacdo ao presente estudo,
inimeros fatores metodoldgicos foram diferentes, em particular a via de administracdo
da planta e o tempo de tratamento. Estes fatores devem ser considerados com objetivo
de se estabelecer os eventos farmacocinéticos que validem a administracdo do extrato
vegetal.

Raish et al. (2016) isolaram um peptideo da Momordica charantia L. que obteve
éxito na reducdo da creatinina, concomitante a reducdo de ureia no sangue de ratos
diabéticos. Os resultados apresentados no presente estudo corroboram com o potencial
redutor de creatinina atribuido & Momordica charantia L. Nota-se na comparagédo entre
0s estudos que sua forma de uso bruta (p6 seco) ou com seu componente isolado foram

eficientes na redugdo sanguinea de creatinina. Destaca-se nesta comparagdo que 0
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veiculo aquoso foi um pardmetro comum aos dois estudos, contendo principios ativos
com atividade renoprotetora.

El Sattar et al. (2006) realizaram um estudo toxicolégico com extratos da
Momordica charantia L. em ratos normais e com diabetes induzido por Aloxana. Nos
ratos normais a planta ndo alterou a concentragdo sanguinea de ureia e creatinina, no
entanto, ocorreu reducdo significativa nestes pardmetros nos animais diabéticos. Estes

resultados sugerem que o extrato desta planta exerce protecéo renal.

5.4  Microscopia eletrénica e excrecdo urinaria de proteinas

Extratos obtidos da Momordica charantia L. apresentaram capacidade de
proteger os glomeérulos de ratos dos efeitos lesivos ocasionados pela hiperglicemia,
reduzindo a excrecdo urinaria de aloumina (GROVER; VATS, 2001). Neste estudo, 0s
animais diabéticos tratados com a Momordica charantia L. tiveram menor proteindria
em relacdo aos animais diabéticos sem tratamento, corroborando com esta citagdo. Este
efeito pode estar associado ao potencial antioxidante desta planta. A hiperglicemia
persistente aumenta o estresse oxidativo e reduz a cinética das enzimas antioxidantes
catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase. A administracdo oral do extrato da
Momordica charantia L. em ratos diabéticos reduziu a peroxidacao lipidica, aumentou a
cinética das enzimas antioxidantes e restaurou a quantidade de glutationa em ratos
diabéticos. Estes efeitos podem minimizar as complicacdes relacionadas com o diabetes,
como retinopatia diabética, neuropatia e nefropatia (CHANDRA et al.,, 2007).
Concomitantemente a reducdo da proteindria no grupo diabético tratado com
Momordica charantia L., 0 presente estudo demonstrou a preservacdo de estruturas
glomerulares pela microscopia eletrénica, que se correlacionam a este efeito
renoprotetor.

As alteracbes estruturais decorrentes da hiperglicemia associam-se com a
producdo dos produtos finais da glicacdo ndo enzimatica, que afetam a integridade da
membrana basal glomerular, da matriz extracelular e podocitos. Nesta condicdo, havera
aumento do fator de crescimento beta, que estimula a expansdo da matriz extracelular,
contribuindo para o espessamento da membrana basal (VLASSARA; PALACE, 2002).

Estas alteracOes foram evidenciadas em nosso estudo, onde a microscopia eletronica do
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grupo diabético sem tratamento mostrou expansao da matriz extracelular, espessamento
e ruptura da membrana basal que envolve os capilares glomerulares. Ocorreu também
perda dos poddcitos com seus pedicelos. Estas alteracdes estruturais se correlacionam a
manifestacdo da proteindria evidenciada nos animais diabéticos sem tratamento do
presente estudo.

Para Guyton e Hall (1996), os capilares glomerulares apresentam 3 camadas:
endotélio, membrana basal e epitélio externo ou podocitos. Juntas, estas trés camadas
filtram muito mais agua e solutos do que as membranas dos demais capilares do leito
vascular.Apesar disto, a membrana basal presente nos capilares glomerulares em
condicBes normais repele proteinas plasmaticas. Nesta condicdo, as alteracdes
estruturais ocorridas na membrana basal no grupo diabético sem tratamento
(espessamento da membrana basal e areas com ruptura), justificam a manifestacao
clinica da proteinuria e lesdo renal ocosionada neste grupo.

Nos resultados apresentados na figura 19, nota-se que a infusdo dos frutos da
Momordica charantia L. mostrou potencial protetor nas estruturas glomerulares. Esta
evidéncia estrutural se correlaciona com a reducdo da excrecdo urinaria de proteinas
deste mesmo grupo, apresentados na figura 16. Houve preservacdo da matriz
extracelular, da membrana basal, dos podécitos e pedicelos no grupo diabético
tratado, tanto no rim isquémico e ndo isquémico. Extratos obtidos da Momordica
charanthia L. conseguiram exercer protecdo glomerular em relacdo aos efeitos
deletérios ocasionados pela hiperglicemia (VIRDI et al., 2001). Os resultados do
presente estudo foram semelhantes.

A progressdo da lesdo renal tem sido cada vez mais relacionada a participacédo de
processos inflamatorios que promovem fibrose e esclerose glomerular (RUIZ-ORTEGA
et al., 2001). Estudos clinicos associam o papel das citocinas pré-inflamatérias na
progressao das lesdes glomerulares (LAN et al., 1995). A proteindria e alteraces
morfologicas do glomérulo se correlacionam com o aumento da citocina fator e
transformacéo de crescimento -TGF-f1 (HONKANEN et al., 1997). No presente estudo
0 grupo diabético tratado com a infusdo dos frutos da Momordica charantia L.

apresentou a preservacdo das estruturas glomerulares afetadas pela hiperglicemia.
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Estudos realizados mencionam que o p6 da Momordica charantia L. apresenta
capacidade de reduzir significativamente as citoquinas pré-inflamatorias pela supressdo
da ativacdo das vias de sinalizacdo celular NF-kB (NERURKAR et al., 2011). Esta via
de sinalizacdo celular é ativada por mediadores inflamatorios e estimula a proteindria e
lesdo renal (DONADELLI et al., 2000). Desta forma, a preservacdo das estruturas
glomerulares evidenciadas pela microscopia eletrénica no grupo diabético tratado com a
planta, pode ser justificada pelo suposto efeito anti-inflamatorio atribuido a Momordica
charantia L.

Quanto a manobra da isquemia e reperfusdo renal, os animais do grupo diabético
tratado com a planta ndo apresentaram leses glomerulares. Estudos publicados
mencionam que a Momordica charantia L. protegeu o tecido nervoso submetido a
isquemia e reperfusdo, reduzindo o estresse oxidativo, inibindo a liberacdo de
citocromos c, inibindo a fosforilacdo da via de sinalizagdo celular JNK3 e reduziu a
expressdo de Fas-L (GONG et al., 2015). Estes mecanismos atribuidos a planta na
protecdo do tecido nervoso corroboram com a renoprotecdo evidenciada pela
microscopia eletrénica do glomérulo no presente estudo. Esta evidéncia sugere que
componentes desta planta também exergam protecdo no tecido renal.

Dentre as limitacOes deste estudo destaca-se que a administracao da infuséo e as
analises propostas foram feitas apenas em ratos e por um periodo de 30 dias. Ndo foi
possivel avaliar o potencial renoprotetor dos frutos da Momordica charantia L. no

periodo p6s-operatorio.
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6 CONCLUSOES

A Momordica charantia L. mostrou-se eficaz na reducdo da glicemia no 15° dia
de experimento, periodo este onde a presenca de células beta remanescentes do efeito
citotoxico da aloxana, tenha permitido a melhora da glicemia por suposto mecanismo
secretagogo da planta. Quanto a variacdo ponderal os animais tratados com a planta
apresentaram aumento de peso no 15° dia, seguida da reducéo no 30° dia. Em relacdo a
creatinina, esta reduziu significativamente em relacdo aos animais diabéticos sem
tratamento, engquanto que a ureia se manteve elevada durante todo o periodo
experimental. A excrecdo urinéria de proteinas reduziu significativamente nos animais
diabéticos tratados em comparacao aos diabéticos ndo tratados, sendo que este resultado
bioquimico foi reforcado pela microscopia eletrénica que evidenciou preservacao da
membrana basal, dos poddcitos, de suas projecdes e auséncia de expansao extracelular
no glomérulo dos ratos diabéticos tratados com a infusdo dos frutos da Momordica
charantia L. Desta forma, conclui-se que a planta apresenta potencial renoprotetor.
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ANEXO A — Termo de aprovacao da Comissao de ética no uso de animais —
CEUA-USC

CERTIFICADO

PROTOCOLO N 24/14

A CEUA USC dentro de suas competéncias e seguindo normas vigentes no
Conselho Nacional de Controle da Experimentagio Animal - CONCEA, analisou o
projeto "INVESTIGACAO DO EFEITO DA Momordica charantia L. NO CONTROLE
GLICEMICO E NA RENOPROTEGAO DE RATOS COM NEFROPATIA DIABETICA
SUBMETIDOS A MANOBRA DE ISQUEMIA E REFERFUSAO RENAL’, sob a

responsabilidade do pesquisador MARCIA CLELIA LEITE MARCELINO e o considerou
APROVADO.

Bauru, 24 de novembro de 2017
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Presidente CEIJA - USC :



