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Resuumo-

O termo Diabetes mellitus (DM) descreve uma desordem metabdlica caracterizada
por hiperglicemia cronica que leva a alteragdes no metabolismo de carboidratos, lipideos e
proteinas resultante de defeitos na acao, secre¢ao de insulina, ou ambos. Tais alteragdes levam
a sérias consequéncias no individuo diabético, como perda de peso, aumento dos niveis de
lipideos no sangue podendo levar ao aumento da incidéncia de doengas cardiovasculares
como aterosclerose e infarto. Além disso, pode causar doencgas renais e danos a visdo, € em
casos mais graves, Obito. A incidéncia de pessoas diabéticas tem aumentado a cada ano, e
pesquisas realizadas recentemente apontam que esse ¢ um numero que sé tende a aumentar
nos proximos anos, principalmente devido aos péssimos habitos alimentares e estilo de vida
sedentario. O tratamento para o DM inclui insulinoterapia e o uso de hipoglicemiantes orais.
No entanto, sabe-se que esses medicamentos possuem efeitos adversos, como ganho de peso,
desconfortos abdominais ¢ diarreias. Partindo dessas informagdes, a busca de novas
alternativas para o tratamento de DM tem crescido muito nos ultimos anos. O uso de plantas
medicinais no tratamento de diversas doengas, como o diabetes, ¢ feito desde os primodrdios
da humanidade. Diante disso, a pesquisa envolvendo plantas medicinais com propriedades
hipoglicemiantes tem sido alvo dos pesquisadores nos ultimos anos, principalmente para
comprovagdo da sua eficacia e verificacdo da toxicidade das mesmas. A familia Fabaceae
possui aproximadamente 300 espécies, popularmente conhecidas como pata-de-vaca ou unha-
de-boi, devido ao formato de suas folhas e sio amplamente utilizadas como analgésicos,
antiinflamatorios e no tratamento de diabetes. O género Bauhinia, pertencente a essa familia
possui muitas espécies que sdo utilizadas no tratamento do diabetes. Diante disso, o objetivo
desse trabalho foi avaliar a atividade hipoglicemiante do extrato bruto de Bauhinia
holophylla, uma espécie muito utilizada na medicina popular, porém sem estudos que
comprovem sua eficicia, no tratamento de camundongos diabéticos induzidos por
estreptozotocina. Camundongos swiss machos diabéticos (STZSAL e STZEXT) e
normoglicémicos (CTLSAL e CTLEXT) foram tratados durante 15 dias com salina ou com o
extrato bruto de Bauhinia holophylla (400 mg/kg p.c.), dependendo do grupo experimental.
Foram avaliados parametros como ingestdo hidrica e alimentar, peso corpdreo, colesterol
total, triglicérides, glicemia de jejum, tolerancia a glicose e proteinas totais. O conteudo do

glicogénio hepatico e muscular, assim como a expressdo de algumas proteinas da via de
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sinalizacdo da insulina como AKT, PI3K e GS também foram avaliados. Foi realizado ainda,
teste de toxicidade aguda em camundongos normoglicémicos para observagdes
comportamentais ¢ pesagem dos orgaos apds a administragdo de uma dose de 2000 mg/kg p.c.
Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média e para comparagao
multipla de resultados paramétricos foi utilizado ANOVA seguido de post test Tukey com
nivel de significancia de p<0,05. Para comparagdo entre dois grupos foi utilizado o teste t de
Student ndo pareado com nivel de significancia de p<0,05. O tratamento com o extrato bruto
de Bauhinia holophylla durante 15 dias na dose de 400 mg/kg p.c. promoveu melhora do
quadro diabético dos animais, diminuindo a glicemia de jejum, a tolerancia a glicose, os
niveis de colesterol total e triglicérides, e aumentando o contetido do glicogénio hepatico e a
expressdao das proteinas AKT e GS. O teste de toxicidade mostrou que o extrato nao
promoveu alteragcdes comportamentais nos animais tratos, nem alteragcdes no peso corporeo e
dos orgaos, mostrando ser seguro sua administragdo nessa dose. A partir dos resultados
obtidos, pode-se concluir que o extrato bruto de Bauhinia holophylla apresentou agio
hipoglicemiante e hipolipidémica, agindo em parte através de processos de captagdo e

estocagem de glicose pelo figado.

Palavras-chave: Bauhinia holophylla, Diabetes mellitus, plantas medicinais, sinalizagdo da

insulina.
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Abstract

The term Diabetes mellitus (DM) defines a metabolic disorder characterized by
chronic hyperglycemia, which leads to alterations in carbohydrate, proteins and lipids
metabolism resultant of defects in insulin action and/or secretion. Those alterations lead to
serious consequences to diabetic people as weight loss, increase incidence of cardiovascular
diseases, renal and optical diseases, and in some cases, death. The incidence of diabetic
people is increasing every year and recently researches showed that this number will increase
on next years, mainly due to bad eating habits and sedentary life style. The treatment of DM
includes insulin therapy and the use of oral hypoglycemic agents. However, those
medicaments have many collateral effects as weight gain, abdominal discomforts and
diarrheas. Based on this information, studies involving new alternatives for the treatment of
DM are growing in the last years. The use of medicinal plants in the treatment of diverse
diseases like diabetes has been done since the beginning of humanity. Due to this, the studies
involving medicinal plants with hypoglycemic properties have been the target of researches in
the last years, mainly to verify its effectiveness and toxicity. The family Fabaceae has
approximately 300 species, which are popularly called cow’s foot and nail ox, due the format
of theirs leafs and are largely used as analgesic, anti-inflammatory and hypoglycemic. The
genus Bauhinia, belonging to this family has many species, which are used in diabetes
treatment, and it has been researches target showing promising results. Because of that, the
objective of this work was to evaluate the hypoglycemic activity of crude extract of Bauhinia
holophylla, a species very used in traditional medicine. There are no studies that prove its
effectiveness in the diabetes treatment. Swiss mice diabetic (STZSAL and STZEXT) and
normoglycemic (CTLSAL and CTLEXT) received treatment for 15 days with the crude
extract of Bauhinia holophylla (400 mg/kg b.w.). Water and food intake, body weight, total
cholesterol, triglycerides, fasting glycemia, glucose tolerance test and total proteins were
evaluated. The hepatic and muscular glycogen contents as well as the expression of some
proteins of insulin signaling as AKT, PI3K and GS were also evaluated. We still perform the
acute toxicity test in normoglycemic mice by the administration of a dose of 2000 mg/kg b.w.
The results were expressed as MEANS+SEM and to multiple parametric comparison ANOVA
followed by post test Tukey was utilized with significance level adopted of p<0.05. To

compare two groups unpaired Student’s t test was used with significance level p<0.05. The
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treatment with crude extract of Bauhinia holophylla for 15 days (400 mg/kg b.w.) promoted
improvement in diabetic status decreasing fasting glycaemia, glucose tolerance, cholesterol
and triglycerides levels. Increases in the hepatic glycogen content and the expression of AKT
and GS were also observed. The acute toxicity test showed that crude extract did not promote
behavioral alterations in treated animals, nor weight alterations and organs, showing to be safe
the administration in this dose. With these results, we concluded that crude extract of
Bauhinia holophylla has hypoglycemic and hypolipidemic effects, acting, at least in part, in

the processes of uptake and storage of glucose in liver.

Keywords: Bauhinia holophylla, Diabetes mellitus, intracellular signaling, medicinal plants.
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1. INTRODUCAO



1.1. DIABETES MELLITUS

O termo Diabetes Mellitus (DM) descreve uma desordem metabodlica caracterizada
por hiperglicemia cronica que leva a alteragdes no metabolismo de carboidratos, lipideos e
proteinas resultante de defeitos na acdo, secre¢do de insulina, ou ambos. Os sintomas sao
politiria (aumento do volume urinario), polidpsia (aumento da ingestao hidrica), polifagia
(aumento da ingestdo alimentar), acentuada perda de peso e cansago (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2011).

Em 2010, o DM foi considerado a desordem enddcrina mais comum, com prevaléncia
de cerca de 6,4% da populacdo mundial, afetando 285 milhdes de adultos. Estima-se que
chegara a acometer 439 milhdes de adultos até 2030 (KUMAR et al., 2011). No Brasil, no
final da década de 1980 estimava-se que cerca de 8% da populagdo era acometida por essa
doenca, e no ano de 2012 chegou-se a um numero de 12 milhdes de diabéticos segundo a
Sociedade Brasileira de Diabetes (2012).

Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (2009), o nimero de casos tem
aumentado devido ao envelhecimento da populagdo, sedentarismo, maus habitos alimentares,
aumento da sobrevida de pacientes diabéticos e a maior urbanizagdo. Ainda, dados brasileiros
de 2006, apontam crescente aumento em relagcao ao niumero de obitos relacionados a doengas
que sao consideradas complicagdes secundarias decorrentes do DM.

O DM quando nao tratado, pode levar ao aparecimento de doengas decorrentes da
hiperglicemia, como insuficiéncia renal, doencas cardiovasculares como aterosclerose e
infarto, doengas na visdo como catarata e até mesmo cegueira, neuropatia periférica podendo

levar a ulceragdes no pé e até mesmo amputacdo dos membros (ADA, 2011).

1.2. CLASSIFICACAO DO DIABETES MELLITUS

A classificacdo proposta pela ADA e pela OMS inclui quatro principais tipos: DM tipo
1 (DM1), DM tipo 2 (DM2), outros tipos especificos de DM e DM gestacional (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2009) (Figura 1).

O DMI1 ¢ definido como diabetes causado por destruicao autoimune das células
produtoras de insulina — células [ pancredticas, com consequente dependéncia da insulina
exogena para sobreviver. A grande maioria desses individuos desenvolvem anticorpos anti-

ilhota (ICA), anticorpos anti-insulina (IAA), anticorpo contra a isoforma de 65 KDa da
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descarboxilase do acido glutamico (GADG65) e antigenos associados ao insulinoma 1A-2A.
Quando ndo hé evidéncias da destrui¢do das células p por processos autoimunes, ¢
considerada DM1 do tipo idiopatica. Esse tipo de DM ¢ mais comum em criangas € jovens
(JAHROMI & EISENBARTH, 2007).

O DM 2 ¢ mais frequente, correspondendo a cerca de 95% dos casos, e tende a se
manifestar em individuos adultos, com idade superior a 40 anos que possuem uma dieta
inadequada, com vida sedentaria (DIAS, MACIEL & SABLICH, 2007). E caracterizada por
resisténcia a insulina e relativa deficiéncia na sua producao, sendo que a hiperglicemia se
desenvolve lentamente, pois a resisténcia a insulina ¢ compensada pelo aumento na sua
secrecdo. No entanto, com o passar do tempo, se ndo houver tratamento adequado, esse
aumento na secrecdo leva a uma progressiva exaustdo e consequente morte das células f3
pancreaticas (SZKUDELSKI, 2012).

Outros tipos especificos de DM sdo menos comuns ¢ estdo relacionados a defeitos
genéticos na célula B ou agdo da insulina, doencas no pancreas exocrino entre outras
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2009).

O diabetes gestacional ¢ definido como qualquer grau de diminui¢do da tolerancia a
glicose, cujo inicio ou detec¢do ocorre durante a gravidez. No Brasil cerca de 7% das
gestacdes sdo complicadas por hiperglicemia gestacional. O diabetes pode permanecer ou nao
apos o parto. Os fatores de risco associados ao diabetes gestacional sdo semelhantes ao do
DM2, incluindo idade superior a 25 anos, ganho excessivo de peso durante a gravidez,
deposicdo central excessiva de gordura corporal, baixa estatura, crescimento fetal excessivo,
excesso de liquido amniotico, hipertensdo ou pré-eclampsia na gravidez e antecedentes

obstétricos de morte fetal ou neonatal (GROSS et al., 2002; WEINERT et al., 2011).
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TIPOS DE DIABETES

1. Diabetes tipo 1 Destruicao das células, levando a deficiéncia
completa de insulina
- Autoimune
- Idiopatico

2. Diabetes tipo 2 Graus variados de diminuicao da secrecao e
resisténcia a insulina

3. Outros tipos especificos - Defeitos genéticos da funcéo da célula B
- Defeitos genéticos da acao da insulina
- Doencas no pancreas exécrino
- Endocrinopatias
- Infeccbes
- Formas incomuns de diabetes imuno-
mediado

4. Diabetes Gestacional

Figura 1: Classificacdo etiologica do Diabetes mellitus (Adaptado de GROSS et al.,
2002).

1.3. INSULINA

A insulina ¢ um hormonio polipeptidico anabdlico, que esta intimamente relacionado
com o Diabetes mellitus, uma vez que se constitui do principal horménio regulador do
metabolismo intermediario. E essencial para a manutengdo da homeostase da glicose em
varios tecidos, pelo crescimento e diferenciacdo celular (HABER, 2001). Também ¢
responsavel por estimular a lipogénese no figado e adipdcitos e reduzir a lipdlise, bem como
aumentar a sintese e inibir a degradacdo proteica (CARVALHEIRA; ZECHIN & SAAD,
2002).

Com a sua descoberta em 1922 por Banting e Best, a insulina ganhou grande
importancia e significou grande avango da ciéncia, pois naquela época os mecanismos
componentes do metabolismo de nutrientes eram poucos conhecidos. Desde entdo houve um
grande aumento dos estudos envolvendo a insulina, sua composi¢dao e estrutura. A insulina
humana, assim como muitos hormonios proteicos, € sintetizada como uma proteina precursora
maior, seguida de uma clivagem proteolitica, para gerar o hormonio ativo (WANG; TSOU,
1991).

Desse modo, sabe-se que a insulina ¢ produzida como um unico polipeptideo, a pré-
pro-insulina (inativa), que se constitui de uma cadeia de 110 aminoacidos. A molécula de
insulina madura ¢ formada a partir da pré-pro-insulina, e apds a remogdo de 23 aminoacidos

na regido aminoterminal e a formacao de trés pontes de dissulfeto, ocorre a formagao da pro-
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insulina, que ¢ produzida no pancreas pelas células . Posteriormente, a remog¢ao do peptideo
C leva a producao da insulina madura, que consiste de duas pequenas cadeias peptidicas, A e
B, ligadas por pontes dissulfeto, a cadeia A com 21 aminoacidos e a cadeia B com 30

aminoacidos (STEINER et al., 1985).

1.4. SINALIZACAO DA INSULINA E SUAS ACOES METABOLICAS

A insulina ¢ secretada principalmente em resposta ao aumento da glicose circulante
apos as refeigdes e age principalmente em tecidos periféricos, como musculo, figado e tecido
adiposo, promovendo diminui¢do da glicemia (ZECHIN; CARVALHEIRA & SAAD, 2004)

A insulina exerce diversos efeitos metabolicos e mitogénicos mediados por seu
receptor, presente em praticamente todos os tecidos dos vertebrados. Os efeitos metabdlicos
imediatos da insulina incluem aumento da captagdo periférica da glicose especialmente nos
tecidos adiposo e muscular, através do aumento da translocacdo do transportador de glicose
do tipo 4 (GLUT4) do citoplasma para a membrana plasmatica do adipdcito e musculo. Além
disso, a insulina promove a fosforilagdo intracelular de glicose, levando a formagdo de
glicose-6-fosfato para posterior processamento e estocagem na forma de glicogénio em figado
e musculo esquelético pelo processo de glicogénese. A insulina inibe ainda processos como a
neoglicogénese e glicogenodlise, processos estes que aumentam a formagdo de glicose para
posterior liberagdao na corrente sanguinea (CARVALHEIRA; ZECHIN & SAAD, 2002). A
insulina ainda ¢ responsavel por mediar efeitos como sintese de proteinas, acidos graxos, bem
como inibir a lipolise e protedlise. Além disso, atua na proliferacdo e diferenciacdo celular
(TAHA & KLIP, 1999; ZECHIN; CARVALHEIRA & SAAD, 2004).

A sinaliza¢do intracelular da insulina comeca com a sua ligagdo a um receptor
especifico de membrana com atividade cinase, composto por duas subunidades o e duas
subunidades 3, sendo que a subunidade o inibe a atividade da B. Este receptor esta presente
em praticamente todas as células dos vertebrados, variando de 40 receptores em um eritrocito
a 200.000 em cada célula adiposa e hepatica (HABER, 2001). A ligagdo da insulina a
subunidade o (extracelular) permite que a subunidade P (intracelular) adquira atividade
cinase, levando a uma mudanc¢a conformacional ¢ sua autofosforilacdo, aumentando ainda
mais a atividade do receptor. Em seguida, ocorre a fosforilagdo do substrato do receptor de
insulina (IRS) (Figura 2). Até o momento, foram descritos dez isoformas de substratos de

receptor de insulina, sendo quatro as proteinas pertencentes a familia dos IRS (IRS-1, IRS-2,
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IRS-3, IRS-4). Os demais incluem Shc, Gab-1, p60%°k, Cbl, JAK2 e APS (CARVALHEIRA;
ZECHIN & SAAD, 2002).

No ano de 1998, Shepherd et. al estabeleceram as fungdes fisiologicas das proteinas
IRS-1, 2, 3 ¢ 4 e foi descoberto que o IRS-1 estd intimamente relacionado com a sensibilidade
a insulina em tecidos periféricos e com crescimento celular, uma vez que foi observado neste
trabalho que camundongos que ndo expressam IRS-1 apresentam resisténcia a insulina e
retardo de crescimento e, no entanto, ndo apresentam hiperglicemia. O IRS-2 parece estar
ligado a agdo da insulina e a faléncia da secre¢do pelas células . Camundongos knockout para
essa proteina apresentaram hiperglicemia acentuada, devido a diversas deficiéncias na acao da
insulina nos tecidos periféricos e a faléncia da sua secre¢do pelas células B, bem como
reducdo significativa de massa destas células. As isoformas IRS-3 e 4 parecem ndo apresentar
efeitos sobre o metabolismo da glicose.

Uma das mais importantes moléculas ativadas pelos IRS ¢ a fosfatidilinositol 3-cinase
(PI3K), que apos estimulacdo da insulina, ¢ ativada pelo IRS-1. A PI3K ¢ importante na
regulacdo de processos como mitogénese, metabolismo de glicose, diferenciacdo celular e
para a translocagdo do GLUT4. Outro grupo de proteinas chamadas AKT ou proteina cinase
B, sdo extremamente importantes na via de sinalizacdo de insulina. A fosforilagio da AKT
ocorre por acao da PI3K, resulta em processos como aumento da captacdo de glicose através
da translocagdo de vesiculas contendo GLUT 4 (BRYANT et al., 2002).

A via de sinalizacdo de insulina constitui-se de duas distintas vias: AKT/GSK3f e
RAS/ERK. A primeira ¢ responsavel por mediar os efeitos glicotropicos, incluindo a
estimulagdo da captagdo da glicose periférica e producao de glicogénio e lipideos, enquanto
que a via RAS/ERK media os efeitos proliferativos ou mitogénicos (LIU et al., 2010).

A insulina ¢ extremamente importante no metabolismo de carboidratos. No figado, ¢
responsavel por estimular a oxidagdo de glicose (glicolise) para formagdo de ATP, seu
armazenamento na forma de glicogénio (glicogénese), bem como inibir a glicogendlise
(degradagdo de glicogénio) e a neoglicogénese (sintese de glicose a partir de compostos que

nao sao carboidratos).

27
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Exprossds gbrica ezpecifica coluln

Figura 2: Resposta dos tecidos periféricos a agcdo da insulina apds sua interagdo com receptor
(CARVALHEIRA; ZECHIN & SAAD, 2002).

A glicose em excesso no sangue pode ser estocada na forma de glicogénio
(glicogénese) e gordura (lipogénese) para a manutencdo da glicemia. No processo de sintese
de glicogénio, a insulina desempenha papel fundamental em vérios tecidos, o que envolve a
participagdo de diversas enzimas, como a glicogénio sintetase (GS), a mais importante deste
processo. A GS, quando fosforilada através da a¢do de outra enzima, a glicogénio-sintase-
cinase 3 (GSK3) torna-se inativa. Apos estimulo pela insulina, a AKT fosforila e inativa a
GSK3, o que diminui a taxa de fosforilagdo da GS, aumentando sua atividade (AKRAM et al.,
2011; HAZARIKA et al., 2012).

A medida que a concentragdo de glicose no sangue vai diminuindo (no periodo entre
as refeicdes e jejum noturno), ocorre aumento da degradagdo de glicogénio (glicogenolise). A
glicogenodlise ¢ o processo de quebra do glicogénio para formacdo de glicose-1-fosfato,
ocorrendo por acdo da enzima glicogénio fosfatase (GF), possibilitando a manutencdo da
concentracdo adequada de glicose no sangue. Apds as refeicdes e com a consequente secregao
de insulina ocorre inibi¢do da glicogendlise por acdo do hormonio (AKRAM et al., 2011;
JENSEN & RICHTER, 2012).

A gliconeogénese consiste na sintese de glicose a partir de compostos que nao sio
carboidratos, como aminoacidos, lactato e glicerol, sendo que o figado ¢ o principal 6rgao
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responsavel por esse processo. Todos os aminoacidos, exceto lisina e leucina, podem originar
glicose através da sua conversdo a piruvato. Essa conversdo ocorre no sentido oposto ao da
glicolise, utilizando-se de quase todas as enzimas envolvidas nesse processo, exceto piruvato
cinase, fosfofrutocinase e glicocinase (PRABHAKAR & DOBLE, 2008). A insulina ¢
responsavel por inibir a transcricdo de genes que codificam a fosfoenolpiruvato carboxicinase
(PEPCK), enzima chave no controle desse processo. Esse hormonio também ¢ responsavel
por inibir as enzimas frutose-1,6-bifosfatase e a glicose-6-fosfatase, que sao responsaveis pela
formagdo de glicose-6-fosfato que sera convertida a glicose e liberada na corrente sanguinea,
além de aumentar a transcricdo de genes que codificam enzimas glicoliticas como glicocinase
e a piruvato cinase, responsaveis pela oxidagdo da glicose para posterior utilizagdo pelo ciclo
de Krebs (PILKS & GRANER, 1992; SURTHERLAND et al., 1996) (Figura 3).

Na célula muscular e no adipocito, a insulina ¢ essencial para promover a captagao de
glicose através do estimulo para a translocagdo do GLUT4 para a membrana celular, sua
utilizagdo como fonte energética e estocagem na forma de glicogénio. Nesses tecidos, a
insulina pode estimular ainda a lipogénese e inibir a lipdlise (quebra de triglicerideos) e

protedlise e estimular a sintese de proteinas (CARVALHEIRA; ZECHIN & SAAD, 2002).
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Figura 3: Processos envolvidos no metabolismo de carboidratos pelo figado
(CARVALHEIRA; ZECHIN & SAAD, 2002).
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1.5. TRATAMENTOS PARA O DIABETES MELLITUS

Atualmente para o tratamento de DM, recorre-se a insulinoterapia e administra¢ao de
drogas alopaticas como sulfoniluréias (glibenclamida), biguanidas (metformina) e inibidores
da a-glicosidase e a- amilase (ascarbose, miglitol), podendo ou nao ser administradas em
conjunto. No entanto estes medicamentos possuem muitos efeitos adversos (HSU et al.,
2009). O uso desses medicamentos somente ¢ indicado para o tratamento de diabetes quando
a dieta hipocalérica e atividades fisicas ndo forem capazes de controlar a glicemia (ARAUJO;
BRITTO; CRUZ, 2000).

As biguanidas (metformina) melhoram a acdo da insulina no figado diminuindo a
gliconeogénese e no musculo aumentando a captacdo de glicose, além de estimular a
glicogénese. No adipocito inibem a lipdlise e a disponibilidade de 4cidos graxos livres. Em
nivel molecular foi observado que a metformina aumenta a atividade tirosina-cinase do
receptor de insulina, estimulando a translocacdo do GLUT4 e a atividade da enzima
glicogénio sintetase. Os efeitos adversos mais frequentes sdo diarreia, gosto metéalico e
nauseas (JOHANSEN, 1999).

As Sulfoniluréias, como a clorpropamida, glibenclamida, gliclazida, glipizida e
glimeperida, sdo drogas hipoglicemiantes que atuam diretamente no pancreas agindo como
liberadores de insulina. Os efeitos colaterais sdo observados em 3% dos pacientes e incluem
hipoglicemia, alteragdes hematoldgicas (leucopenia, trombocitopenia e anemia) e gastro-
intestinais (nausea, vomito) e reagdes alérgicas (ARAUJO; BRUTO & CRUZ, 2000).

Inibidores da a-amilase e a-glicosidase, como ascarbose e viglibose, sdo pseudo-
oligossacarideos inibidores competitivos das enzimas responsaveis pela quebra de amido,
dextrina, maltose ¢ sacarose em monossacarideos absorviveis. Esses inibidores diminuem,
mas nao impedem a absorcao de glicose, reduzindo assim a glicemia pds prandial e os picos
de insulina. No entanto, a administracdo desses farmacos possui efeitos adversos como
flatuléncia e diarreia (ANDRADE-CETTO et al., 2010; KUMAR et al., 2012).

As tiazolidinedionas, como rosiglitazona e pioglitazona, agem aumentando a agdo da
insulina no figado, musculo e tecido adiposo, diminuindo a resisténcia a insulina. Aumentam
a expressao do GLUT4 e da lipoproteina lipase, além de reduzir a expressdo da leptina,
controlando o apetite. A rosiglitazona ¢ mais potente e tem menor toxicidade hepatica. Os
efeitos adversos ocorrem em 5% dos pacientes e incluem edemas, aumento do peso e anemia

(ARAUJO; BRUTO & CRUZ, 2000).
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O principal objetivo dessas drogas €, inicialmente, aumentar o tempo e a qualidade de
vida do paciente bem como aliviar seus sintomas e, posteriormente, diminuir os riscos de
desenvolvimento das complicagdes secundarias da doenga, aumentando assim a longevidade
do paciente. Esses medicamentos devem ser prescritos juntamente com uma dieta adequada e
mudangas no estilo de vida do paciente como a inclusdo de exercicios fisicos como habito
diério para pacientes com DM tipo 2 (BASTAKI, 2005).

Infelizmente, como dito anteriormente, todas essas drogas possuem efeitos adversos,
como ganho de peso, hipoglicemia, edemas, distirbios gastrointestinais ¢ indugdo de

resisténcia a insulina (VASCONCELOS et al., 2011).

1.6. DIABETES EXPERIMENTAL

O diabetes experimental tem sido muito utilizado na pesquisa cientifica para maiores
esclarecimentos acerca do DM. Tais modelos de animais diabéticos podem ser conseguidos
por induc¢do quimica ou espontanea (SZKULDESKI, 2001).

A indugdo quimica do diabetes, em animais experimentais, ocorre apos destruicao
quimica seletiva das células B pancreaticas. As substancias mais utilizadas para a indugao em
ratos, camundongos e coelhos s3o aloxana e estreptozotocina (STZ) e a dose para a inducao
depende da espécie (KIRSTEN, 2010). A STZ ¢ um glicosideo nitrosuréia natural isolado do
fungo Streptomyces achromogenes. Essa substancia, na dose de 160 a 250 mg/kg, apresenta
efeito citotoxico direto sobre as células B de camundongos e na dose de 40 mg/kg pode
produzir insulite pancreética, com morte progressiva das c€lulas  levando também ao DM. O
seu efeito diabetogénico, resultado de uma injuria nas células  do pancreas, inicia-se pela sua
entrada na célula através do transportador de glicose (GLUT2). Tem sido relatado que a
exposicdo das células secretoras de insulina & STZ causa danos ao DNA, através da formagao
de o6xido nitrico (NO), um agente citotoxico, levando a morte das células B pancreaticas
(KIRSTEN, 2010; SZKULDESKI, 2001). Duas horas apos a injecao de STZ ja se observa
hiperglicemia, devido a diminui¢@o de produgdo de insulina e apds seis horas, devido a morte
das células B e concomitante liberagdo macica da insulina nelas contidas, ocorre hipoglicemia.
Entdo, dias depois, a hiperglicemia se desenvolve e ocorre diminuigdo irreversivel dos niveis

de insulina (WEST et al., 1996).
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A aloxana, um derivado de pirimidina, exerce sua agdo diabetogénica quando
administrada intravenosa, intraperitoneal ou subcutaneamente. Para inducdo intravenosa em
ratos a dose ¢ de 65 mg/kg, enquanto que a dose intraperitoneal ou subcutanea efetiva deve
ser 2 a 3 vezes maior do que esse valor (KIRSTEN, 2010). No entanto a dose requerida
depende da espécie animal, rota de administracao e estado nutricional. O mecanismo de acao
da aloxana tem sido muito estudado, principalmente in vitro, ¢ sabe-se que age através da
formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), sendo que seu acimulo nas células leva a
morte das células P pancreaticas. Apesar da sua caracteristica diabetogénica, muitos
pesquisadores sugerem que sua seletividade de acdo ndo ¢ muito satisfatéria (LENZEM,
2008; SZKULDESKI, 2001). Além disso, ha muitos problemas relacionados a sua
instabilidade quimica e metabolizacao rapido que tornam dificil o estabelecimento de uma
relagdo clara entre as doses da mesma e sua concentracdo efetiva (MARLES;
FARNSWORTH, 1995).

Os modelos experimentais do DM espontaneos tém sido estudados devido a dois
fatores que se complementam: os defeitos imunoldgicos e a pré-disposicao genética. Para o
DM1, o modelo mais utilizado ¢ que se assemelha muito com o DM1 em humanos, sdo os
camundongos NOD (Non Obese Diabetic) e os ratos BB (Biobreanding). Os dois modelos
apresentam hipoinsulinemia, hiperglicemia (20 a 30 mmol/L, que equivale a 360 a 540
mg/dL), glicostria, perda de peso, polidipsia, e politiria aos 3 meses de idade,
aproximadamente. Os camundongos NOD exibem autoimunidade espontanea que causa
diabetes através da destruicdo das células produtoras de insulina, de forma semelhante a
observada em humanos, sendo que a destruicdo autoimune € caracterizada por insulite,
resultado de infiltragdo leucocitaria nas ilhotas pancreaticas. Esse infiltrado ¢ composto
predominantemente por células dendriticas, macrofagos, por células T (CD4" e CD8").
Células B e algumas células NK também podem ser encontradas (KIRSTEN, 2010).

Para modelos de DM tipo 2, existem os camundongos que desenvolvem obesidade
espontaneamente como os ob/ob e db/db. Os camundongos ob/ob carregam uma mutagdo no
gene ob, identificado como codificador do hormoénio leptina. Quando ndo ha produgdo de

leptina, o individuo torna-se obeso (TARTAGLIA et al., 1995).
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Agentes toxicos Aloxana Estreptozotocina
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|

Acéo seletiva Entrada na célula g via transportador de
glicose GLUT 2

Mecanismo de morte Toxicidade na célula B Toxicidade na célula g
das células B através de ROS através de alquilacdo do
DNA

\ }
!

Tipo de morte Morte das células B por
necrose
Resultado da morte das Diabetes com dependéncia da
células g administracao de insulina

Figura 4: Esquema do mecanismo de agdo da estreptozotocina e aloxana (Adaptado de
LENZEM, 2008).

1.7. FITOTERAPIA

A utilizagdo de plantas medicinais ¢ feita desde os primérdios da humanidade e no
passado era uma importante fonte de recursos terapéuticos. Atualmente sabe-se que 25% das
drogas existentes no mercado sdo derivadas de plantas e muitas outras sdo sintéticas andlogas,
produzidas a partir de compostos isolados de plantas (MUTHEE et al., 2011).

Nos tltimos anos, verifica-se um grande aumento dos estudos relacionados as plantas
medicinais e suas propriedades terapéuticas para comprovagdo do que se conhece
empiricamente, visto que a medicina popular ¢ rica em exemplos de plantas utilizadas para

diversos fins e muito utilizada pela populagdo de menor poder aquisitivo devido ao facil
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acesso e baixos custos quando comparados com medicamentos alopaticos (AMARAL et al.,
2005; DA SILVA & CECHINEL FILHO, 2002). O mercado dos fitoterapicos movimenta
cerca de U$ 21,7 bilhdes por ano em todo o mundo (CARVALHO et al., 2008).

A acdo medicinal das plantas se deve principalmente a presenca dos chamados
metabolitos secundarios que estdo envolvidos em processos de crescimento, desenvolvimento
e reproducdo das plantas, como flavonoides, alcaloides, taninos, terpenos entre outros
(MAZID et al.,2011).

Plantas medicinais e seus produtos naturais sdo utilizados no tratamento do DM e
muitas outras doengas por possuirem beneficios como eficiéncia, seguranca, acessibilidade e
aceitabilidade por parte dos pacientes. Nos ultimos anos, tém sido alvo de pesquisas
cientificas para comprovacao dos seus efeitos e melhor entendimento de seus mecanismos de
acdo (KUMAR et al., 2005).

A atividade hipoglicemiante de plantas medicinais pode ocorrer através da sua
habilidade de restaurar a fun¢do pancreatica resultando em aumento da liberagdo de insulina,
através da inibicdo da absor¢do intestinal de glicose ou ainda por facilitar os processos
metabolicos dependentes de insulina, sendo que em alguns casos seus efeitos sdo similares ao

das drogas convencionais (MALAVIYA et al., 2010).

1.8. GENERO Bauhinia

O género Bauhinia, pertencente a familia Fabaceae, possui aproximadamente 300
espécies, popularmente conhecidas como pata-de-vaca ou unha-de-boi, devido ao formato de
suas folhas. Estdo distribuidas em paises tropicais, incluindo Africa, Asia, e América do Sul.
Suas folhas e casca sdo amplamente utilizadas na medicina tradicional no tratamento de
diversas doencas, como diabetes, infeccdes, como antiinflamatérios e analgésicos
(CECHINEL-FILHO, 2002; FOGLIO et al., 2006).

Nos ultimos anos houve um grande crescimento no nimero de estudos por parte da
comunidade cientifica em relagdo as plantas pertencentes ao género Bauhinia, desde que
alguns testes com algumas plantas comprovaram sua eficacia no tratamento de doengas como
diabetes. Estudos indicam que a presenca de flavonoides na composi¢do quimica dessas
plantas sdo os grandes responsaveis pelo potencial terapéutico (DA SILVA & CECHINEL
FILHO, 2002; DA SILVA et al., 2010).
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Algumas espécies como B. forficata sdo muito utilizadas na medicina popular
brasileira e tém demonstrado efeito hipoglicemiante. Outras espécies como B. purpurea, B.
malabarica, B. fassoglensis, B candicans e B. racemosa sido utilizadas no tratamento de
muitas outras doengas (PEPATO et al., 2002).

Fuentes et. al (2004) verificaram que o extrato de B. candicans possui atividade
hipoglicemiante em coelhos, por administragdo da fracdo butanolica do extrato a uma dose de
8 mg/kg.

Rodriguez et. al (2010) comprovaram que o constituinte isolado da planta Bauhinia
megalandra, caempferol 3-0-a-rhamnosideo, um flavonoide, foi capaz de inibir em 28% a
absor¢do de glicose pelo trato intestinal, diminuindo assim os niveis da glicose pds-prandial,
apresentando, portanto, efeitos similares ao das drogas convencionais inibidoras da a-amilase
e a-glicosidase, ascarbose e miglitol. Quercetina, caempferol e miricetina isolados do extrato
etandlico das folhas de guava mostraram potente acdo inibitéria da enzima a-amilase (WANG
et al., 2010).

Gonzalez-Mujica et. al (2003) testaram o efeito hipoglicemiante do extrato aquoso das
folhas de B. megalandra e foi constatado que essa planta age através da inibi¢do da absor¢ao
de glicose intestinal em uma dose de 262,5 mg/kg do extrato.

Estrada et. al (2005) verificaram que alguns componentes isolados do extrato bruto das
folhas da B. megalandra sao potentes inibidores da enzima glicose-6-fosfatase, importante
enzima do processo de neoglicogénese.

No entanto outras espécies também muito utilizadas na medicina tradicional como
hipoglicemiantes como, por exemplo, a Bauhinia holophylla ainda nido possuem estudos
comprovando suas agdes antidiabéticas (DA SILVA & CECHINEL FILHO, 2002; DA SILVA
et al., 2010).

Estudos a respeito da quimica do extrato bruto de Bauhinia holophylla Pieroni et. al
(2013) analisaram o seu perfil quimico, e observaram que o extrato € rico em heterosideos de
flavonoides derivados de quercetina e miricetina, importantes antioxidantes naturais para o

tratamento do diabetes' (em fase de elaboragio).

'PIERONI, L.G; ALMEIDA, L. F. R; XIMESES, V. F.; VILLEGAS, W.; DOKKEDAL, A. L. CONSTITUINTES
QUIMICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ALELOPATICA DE Bauhinia holophylla (BONG.) STEUD.
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2. OBJETIVOS



2.1. OBEJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade hipoglicemiante do extrato

bruto das folhas de Bauhinia holophylla em camundongos diabéticos induzidos por

administracdo de estreptozotocina.

2.1.1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a toxicidade do extrato bruto de B. holophylla administrado com uma

dose de 2000mg/kg em camundongos normoglicémicos.

Avaliar glicemia de jejum, colesterol total e triglicérides dos animais
normoglicémicos e diabéticos tratados durante 15 dias com salina ou o extrato

bruto de B. holophylla na dose de 400 mg/kg.

Avaliar a tolerancia a glicose dos animais normoglicémicos e diabéticos
tratados durante 15 dias com salina ou o extrato bruto de B. holophylla na dose

de 400 mg/kg.

Quantificar o conteido de glicogénio hepético e muscular dos animais
normoglicémicos e diabéticos tratados durante 15 dias com salina ou o extrato

bruto de B. holophylla na dose de 400 mg/kg.

Avaliar a ingestdo hidrica e alimentar, bem como o peso corporeo dos animais
normoglicémicos e diabéticos tratados durante 15 dias com salina ou o extrato

bruto de B. holophylla na dose de 400 mg/kg.

Avaliar a expressdo de proteinas envolvidas na via de sinalizagdo da insulina
envolvidas no metabolismo de glicose como AKT, PI3K e GS assim como suas
formas fosforiladas, em figado de animais normoglicémicos e diabéticos
tratados durante 15 dias com salina ou o extrato bruto de B. holophylla na dose

de 400 mg/kg.
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3. MATERIALS E METODOS



3.1. OBTENGAO DO EXTRATO E ANALISES FARMACOGNOSTICAS E
QUIMICAS

Conforme o aspecto multidisciplinar do grupo envolvido no Projeto Temaético
aprovado pela Fapesp sob o protocolo nimero 09/52237-9, a coleta e identificagao do
material botdnico, a obten¢do do extrato, a etapa farmacogndstica e o isolamento e
identificacdo dos principais componentes do extrato, ocorreram sob a responsabilidade de
outros membros do grupo, sobretudo da Profa. Dra. Anne Ligia Dokkedal Bosqueiro (FC,

UNESP, Bauru).

3.2. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss albinos machos com 60+10 dias de idade,
provenientes do biotério central da UNESP, localizado no campus de Botucatu, SP. Os
animais foram mantidos em ciclo claro-escuro (12 horas) com livre acesso a 4gua e a ragao
balanceada. Todos os experimentos obedeceram ao protocolo experimental que foi submetido
e aprovado pelo Comité de Etica na Experimenta¢io Animal, do Instituto de Odontologia da

Unesp Aragatuba (Processo n® 01742-2012 — Anexo 1).

3.3. TESTE DE TOXICIDADE E “SCREENING HIPOCRATICO”

Camundongos Swiss normoglicémicos foram divididos em dois grupos - CTLSAL e
CTLEXT (n=10) - deixados em jejum por 4 horas. Apos esse periodo, foi administrado salina
(1ml/kg) ou extrato bruto de B. holophylla (2000 mg/kg p.c.) por gavagem de acordo com os
grupos. Apos a administra¢do, os animais tiveram seus comportamentos avaliados nos tempos
30, 60, 120, 240 e 360 minutos apds a realizacdo da gavagem (anexo 2), conforme descrito
por Brito (1994). Apds avaliacdo comportamental, os animais tiveram ainda seus pesos
corporeos analisados por 14 dias e ao fim desse periodo, foram sacrificados para avaliagdo do
peso dos 6rgaos como figado, rins, coragdo, pulmdes e bago. Os dados foram expressos pelo

arcoseno do peso do 6rgao/peso do animal.
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3.4. INDUCAO DO DIABETES

Os animais foram induzidos quimicamente ao diabetes através de injecdao unica de
estreptozotocina (STZ - Sigma® - St. Louis, MO) na dose de 150 mg/kg em camundongos em
jejum por um periodo de 10 a 12 horas. A STZ foi dissolvida em tampao citrato de sédio (pH
4,5). Os animais receberam alimento apds 3 horas da injecao de STZ juntamente com solugao
de glicose 10%. Apds sete dias, com a confirmacdo da instalagdo do diabetes, através de
sintomas como poliuria e glicemia de jejum acima de 250 mg/dL, os animais foram separados

e incluidos nos grupos experimentais.

3.5. DIVISAO DOS GRUPOS
Os animais foram escolhidos aleatoriamente e divididos em quatro grupos:

»  Grupo CTLSAL: Animais normoglicémicos que receberam diariamente gavagem
com salina durante os 15 dias de tratamento.

»  Grupo CTLEXT: Animais normoglicémicos que receberam gavagem com extrato
bruto de Bauhinia holophylla (400 mg/kg p.c., diluido em salina) durante 15 dias.

»  Grupo STZSAL: Animais diabéticos que receberam gavagem de salina durante os 15
dias de tratamento.

»  Grupo STZEXT: Animais diabéticos que receberam gavagem de extrato bruto de

Bauhinia holophylla (400 mg/kg p.c. diluido em salina) durante 15 dias.

3.6. TRATAMENTO

Os animais foram tratados de acordo com os grupos durante 15 dias. Os grupos
CTLSAL e STZSAL receberam gavagem diariamente (0,9g¢ de NaCl/100 mL de agua)
durante 15 dias consecutivos. Os animais do grupo CTLEXT e STZEXT receberam
gavagem do extrato bruto de B. holophylla na dose de 400 mg/kg p.c. durante 15 dias. A
gavagem foi realizada uma vez ao dia, sempre no mesmo hordrio, entre 7 ¢ 9 horas da
manha. Apos o tratamento, os animais foram anestesiados em camera de CO> e mortos por
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decapitacdo. Foram coletados sangue para analises bioquimicas, figado e musculo
gastrocnémio para analise do conteido de glicogénio e figado para andlise da expressao

proteica por Western Blott.

3.7. PESO CORPOREO

Os animais tiveram seus pesos corporeos mensurados em balanga eletronica
(Filosola) diariamente durante os 15 dias de tratamento. Os pesos foram expressos em

gramas.

3.8. AVALIACAO DA GLICEMIA DE JEJUM

Os animais de todos os grupos ficaram em jejum por um periodo de 10-12 horas e
tiveram a glicemia medida por Glicosimetro (One Touch Jonshon & Jonshon) a cada sete

dias.

3.9. INGESTAO HIDRICA E ALIMENTAR

A avaliacdo da ingestdo hidrica e alimentar foi realizada diariamente durante os 15
dias de tratamento. A ingestao alimentar foi corrigida pelo peso dos animais e foi expressa

em g/100g de peso corporeo.

3.10. PARAMETROS BIOQUIMICOS

Ao final do tratamento, os camundongos de todos os grupos foram deixados em
jejum por um periodo de 10-12 horas. Apds esse periodo, os animais foram anestesiados e
mortos por decapitacdo e o sangue coletado foi centrifugado a 1500 rpm durante 10 minutos.
O soro obtido foi utilizado para quantificacdo de triglicérides, colesterol total e proteinas
totais através de kits comerciais (Doles®, Goias, Brasil) e quantificados em espectrofotometro

(BioTek® — PoweWave XS).
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3.11. GLICOGENIO HEPATICO E MUSCULAR

Durante o sacrificio, foram removidos de 300 a 500 mg de figado e de 150 a 300 mg
de musculo gastrocnémio para quantificagdo de glicogénio hepatico e muscular. Em seguida
as amostras foram digeridas em 2 mL de KOH 30% em tubos falcon em banho Maria
fervente por 1 hora. Apds esta fase, foi acrescentado 0,2 mL de NaSO4 e o material foi
agitado. Em seguida, foram adicionados 6,0mL de etanol, agitado novamente e levado ao
banho Maria. O material foi centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos a 22°C e o sobrenadante
foi descartado. O precipitado foi entdo ressuspendido em 2 mL de 4gua destilada quente.
Posteriormente, foram acrescentados 6,0 mL de etanol e o material foi agitado e aquecido em
banho Maria e novamente centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos a 22°C. O precipitado foi
diluido em 15 pL de solugdo fenol e 2 mL de 4cido sulfurico. Apos diluicdo do precipitado o
conteudo foi levado ao banho fervente por 15 minutos e entdo o contetido de glicogénio

quantificado por espectrofotometria a 490nm (RAFACHO et al., 2007).

3.12. EXTRACAO PROTEICA E WESTERN BLOTT

Por¢des do figado foram homogeneizadas (Polytron PT 1200C) em coquetel anti-
protease a 4°C. Apds 20 minutos de centrifuga¢do em 12.000 rpm a 4°C, o contetido de
proteinas totais do sobrenadante foi determinado por espectrofotometria através do método de
Bradford, utilizando kit comercial (Bio-Rad Kit, Hercules, CA) com albumina como padrao.
Aliquotas contendo 100 pg de proteina total foram fervidas a 100°C por 4 minutos em 30% do
volume em tampao Laemmli (fosfato de Na 1M pH 7,0, 10% SDS, 10% B-mercaptoetanol,
50% glicerol, 0,1% azul de bromofenol). As amostras foram fracionadas em sistema de
eletroforese (Mini Protean II - Bio-Rad) em gel de poliacrilamida com o tamanho dos poros
adequado para cada peso molecular. Apos eletroforese, as proteinas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose (Bio-Rad) na presenga de 20% de metanol e 0,02% de SDS em
voltagem constante de 120 Volts. A membrana foi entdo saturada com solugdo bloqueadora
contendo BSA 5% em solugdo basal (10mM Trisma base, 150mM NacCl, 0,05% Tween 20)
“overnight”. Em seguida a membrana foi lavada com solucdo basal a temperatura ambiente
(TA). As proteinas foram detectadas na membrana apds incubacao por 3h a 4°C com anticorpo

primario especifico para cada uma em solu¢do basal contendo albumina 3%, seguida de

42



lavagem e incubagdo por uma hora e meia com anticorpo secunddrio conjugado com
peroxidase-HRP em solucdo basal contendo leite desnatado 1% a TA. As membranas foram
lavadas e incubadas em sala escura com substrato luminol quimioluminescente (Pierce) e
expostas ao filme auto-radiografico (Kodak T-Mat G/RA). As intensidades das bandas foram
quantificadas por densitometria (RAFACHO et al., 2007).

3.13. TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE INTRAPERITONEAL (ipGTT)

Para verificar a tolerancia a glicose dos animais, foi realizado o teste de tolerancia a
glicose intraperitonial (ipGTT). Apos 15 dias de tratamento os camundongos foram
submetidos a um jejum de 10-12h antes do procedimento experimental. Ao inicio do
experimento, foram anestesiados com Tiopental® (60 mg/kg) e, em seguida, foi coletado
sangue para a dosagem da glicemia de jejum dos animais (tempo 0’). Logo apds esses
procedimentos, foi administrado o extrato bruto das folhas de B. holophylla ¢ apds 30
minutos, foi administrada glicose intraperitonealmente na dose de 2g/kg e a partir de entdo, o
sangue foi coletado nos tempos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos. A coleta de sangue em todos os
tempos foi realizada pela cauda do animal e a glicemia medida através de glicosimetro (One

Touch Jonshon & Jonshon).
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4. ANALISES ESTATISTICAS



Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Para
comparagdo multipla de resultados paramétricos foi utilizado ANOVA seguido de post test
Tukey e, para comparacdo de dois grupos, teste t de Student. O nivel de significancia adotado

foi p<0,05.
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5. RESULTADOS



5.1. TESTE DE TOXICIDADE E “SCREENING HIPOCRATICO”

O extrato bruto de B. holophylla administrado na dose de 2000 mg/kg aos

camundongos normoglicémicos (CTLEXT) ndo causou nenhuma alteracdo comportamental

avaliado em comparagdo aos animais tratados somente com salina (CTLSAL) (Anexo 2). Ao

longo dos 14 dias de observagdo, nao houve morte dos animais e nem alteragdo do peso

corporeo (figura 5). Além disso, ao final dos 14 dias, 6rgaos como bago, figado, rins, pulmdes

e coracdo foram retirados para avaliagdo e ndo foi constatada diferenca significativa no peso

dos mesmos nos animais do grupo CTLEXT em relagio ao grupo CTLSAL (Tabela 1)

(p>0,05).

54 -
52
50
48

46

Peso Cérporeo (g)

44

42

40

—m— CTLSAL
—v— CTLEXT

Figura S: Peso corporeo dos animais apds administragao de 200mg/kg do extrato
bruto de B. holophylla para avaliagdo do teste de toxicidade. Nao houve diferenga
significativa do peso corpéreo do grupo CTLEXT em relagdo ao grupo CTLSAL.
Valores expressos como médiat EPM, p<0,05, n=8. ANOVA seguido de post test

Tukey.
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Tabela 1: Pesos dos 6rgaos (g) ap6s 14 dias da administragdo de 2000mg/kg do extrato bruto

de B. holophylla.

Coracao Figado Rins Pulmao Baco
CTLSAL 4,82+0,1 548 +2,5 12,7+ 0,4 8,9+ 0,6 4,0+£0,3
CTLEXT 4,92+0,2 549+1,9 13,8+ 0,7 9,7+0,7 4,1+0,1

CTLSAL — animais normoglicémicos tratados com salina na dose de ImL/kg. CTLEXT — animais
normoglicémicos tratados com extrato bruto de B. holophylla na dose de 2000mg/kg. Nao houve
diferenga estatistica entre os grupos CTLSAL e CTLEXT. Valores expressos como média + EPM,
p<0,05, n=8. ANOVA seguido de post test Tukey.

5.2. GLICEMIA DE JEJUM

Os animais diabéticos induzidos por estreptozotocina tanto tratados com salina,
quanto tratados com o extrato apresentaram aumento significativo da glicemia de jejum
quando comparados aos grupos controle (CTLSAL e CTLEXT), confirmando o
estabelecimento do diabetes. O grupo STZEXT, apos sete dias de tratamento com o extrato
bruto de B. holophylla, apresentou diminui¢do dos niveis de glicemia de jejum de 35% e
40,5% no 15° dia de tratamento quando comparado ao grupo STZSAL. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos CTLSAL e CTLEXT (Figura 6).
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Figura 6: Glicemia de jejum (mg/dL) de animais normoglicémicos controle e diabéticos
tratados com salina (CTLSAL e STZSAL) e normoglicémicos e diabéticos tratados com
extrato bruto de B. holophylla com uma dose de 400 mg/kg durante 15 dias (CTLEXT e
STZEXT). # vs. CTLSAL, § vs. CT CTLEXT e * vs. STZSAL. Valores expressos como
média + EPM, p<0,05, n=8. ANOVA seguido de post test Tukey.

5.3. GLICOGENIO HEPATICO E MUSCULAR

Os niveis de glicogénio hepatico nos animais diabéticos tratados com salina (STZSAL)
apresentaram diminui¢do em relacdo ao grupo CTLSAL e CTLEXT (p<0,05). No entanto,
apos o tratamento com o extrato bruto de B. holophylla, os niveis do grupo STZEXT
aumentaram, ficando inclusive, iguais ao dos grupos CTLSAL e CTLEXT nao apresentando
diferenca significativa (Figura 7). Os grupos STZSAL e STZEXT apresentaram redugdo

significativa dos niveis de glicogénio muscularem relagdo ao grupo CTLEXT (Figura 8).
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CTLSAL, § vs. CTLEXT e * vs. STZEXT. Valores expressos em média + SE,

normoglicémicos controle e diabéticos tratados com salina ou tratados com
p<0,05, n=8. ANOVA seguido de post test Tukey.
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5.4. TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE INTRAPERITONEAL (ipGTT)

A glicemia no grupo STZSAL foi maior em todos os tempos em comparacdo aos

grupos CTLSAL, CTLEXT e STZEXT (p<0,001). Os diabéticos tratados com o extrato de B.

holophylla no tempo 0 apresentaram glicemia significativamente maior em relagdo aos grupos

controles. No entanto, apds 15 minutos da injecdo da solucao de glicose, apresentaram menor

elevacao da glicemia grupo STZSAL. A partir do minuto 60, a glicemia do grupo STZEXT foi

significativamente menor que o grupo STZSAL(p<0,05) (Figura 9 e Tabela 2).

Glicose Sanguinea (mg/dL)
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Figura 9: Teste de tolerincia a glicose dos animais normoglicémicos e diabéticos tratados
com salina ou extrato bruto de B. holophylla na dose de 400 mg/kg p.c. durante 15 dias. #
vs. CTLSAL; § vs. CTLEXT; * vs. STZEXT. Valores expressos como média £ EPM,
p<0,05, n=8. ANOVA seguido de post test Tukey.
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Tabela 2: Efeito da administra¢do do extrato de B. holophylla no teste de tolerancia a glicose
(ipGTT) apds a administracdo intraperitoneal de glicose (2g/kg).

TEMPO (MIN) CTLSAL CTLEXT STZSAL STZEXT
0 124,14+ 5,2 121,9+7 447 £ 17,2#8*  287,4 + 37,5#§
15 363 =404 337,818 745,8 £ T5#§*  477,1 + 74,4#§
30 330,7+ 32,6 313,3+ 15,3 7472 £T6#§  527,5+ 82,648
60 220, 4 + 35,7 203,5+11,6 721 £ 53,1#8* 416, 8 + 35,4#§
90 143,6 + 11,8 155+6,6 622,4 £ 53#§* 370, 7+ 37#§
120 113,3+11,8 120+18,9 537 £29,3#§* 319 + 38,6#§

CTLSAL - animais normoglicémicos tratados com salina, CTLEXT — animais normoglicémicos
tratados com extrato bruto de B. holophylla na dose de 400 mg/kg p.c., STZSAL — animais
diabéticos tratados com salina, STZEXT — animais diabéticos tratados com extrato bruto de B.
holophylla na dose de 400 mg/kg p.c. # vs. CTLSAL; § vs. CTLEXT, * vs. STZEXT. Valores
expressos como média + EPM, p<0,05, n=8. ANOVA seguido de post test Tukey.

Esses resultados podem ser melhor analisados na Figura 10, 4rea sob a curva, onde
podemos observar a constante de decaimento da glicemia em cada grupo. Como pode ser
visto, o grupo STZEXT apresentou resultados similares aos do grupo CTLSAL ¢ CTLEXT,
ndo havendo diferenca significativa entre eles, enquanto o grupo STZSAL mostrou
diminui¢do da constante de decaimento da glicemia mostrando ser intolerante a glicose

(p<0,0001).
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Figura 10: Area sob a curva dos animais normoglicémicos e diabéticos tratados
com salina ou extrato bruto de B. holophylla na dose de 400 mg/kg p.c. durante 15
dias. # vs CTLSAL; § vs. CTLEXT; * vs. STZEXT. Valores expressos em média +
EPM, p<0,05, n=8. ANOVA seguido de post test Tukey.

5.5. AVALIACAO DO PESO CORPOREO

Ao avaliarmos o peso corpéreo dos animais, foi constatada redugdo significativa do
peso corporeo dos animais diabéticos tratados com salina (STZSAL) em comparacdo aos
animais dos grupos controle (CTLSAL e CTLEXT) (Figura 11). O grupo diabético tratado
com o extrato bruto de B. holophylla na dose de 400 mg/kg p.c. durante quinze dias

apresentou reducao da perda de peso corporeo em comparacao ao grupo STZSAL (p<0,05).
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Figura 11: Avaliacdo do peso corpdreo dos animais normoglicémicos e diabéticos
tratados com salina ou extrato bruto de B. holophylla na dose de 400 mg/kg p.c.
durante 15 dias. # vs. CTLSAL, § vs. CTLEXT e * vs. STZEXT. Valores expressos
como média = EPM, p<0,05, n=8. ANOVA seguido de post test Tukey.

5.6. AVALIACAO DO PESO DOS ORGAOS

Apds o tratamento de quinze dias, os grupos STZSAL e STZEXT apresentaram
aumento do peso do figado e rins e redugdo da gordura epididimal quando comparados ao
grupo CTLEXT. Nao foram encontradas gordura retroperitoneal e intraperitoneal nos grupos

STZSAL e STZEXT (Tabela 3).
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Tabela 3: Pesos dos orgaos (g/kg peso corporeo)

FIGADO BACO GASTROCNEMIO RINS GORDURA
EPIDIDIMAL
CTLSAL 424+1,8 3,7+£0,3 7,8+ 0,4 12,7+0,6 33,2+£3,8
CTLEXT 38,3+0,9 3+0,1 7+0,6 10,7+0,3 24,6 +2,1
STZSAL 48,6 £ 1,7§ 2,8+0,3 7,3+ 0,4 14,5+ 0,7§ 1,6 +£ 0,2#§
STZEXT 47 £ 2§ 2,609 6,2+0,5 14,1, £0,7§ 0,7 £ 0,2#§

CTLSAL - animais normoglicémicos tratados com salina, CTLEXT- animais normoglic€micos
tratados com extrato bruto de B. holophylla na dose de 400 mg/kg p.c., STZSAL — animais diabéticos
tratados com salina, STZEXT — animais diabéticos tratados com extrato bruto de B. holophylla na dose
de 400 mg/kg p.c. § Diferenca significativa vs. CTLEXT; # vs. CTLSAL, p<0,01, n=8. Valores
expressos comomédia £ EPM. ANOVA seguido de post test Tukey.

5.7. PARAMETROS BIOQUIMICOS

O grupo STZEXT apresentou diminuicdo dos niveis de TG (Figura 12) apoés o
tratamento com o extrato de B. holophylla na dose de 400 mg/kg p.c. quando comparado aos
grupos STZSAL e CTLSAL, como também dos niveis de T-Col (Figura 13) em relacao aos
grupos STZSAL e CTLEXT. Os grupos CTLSAL, CTLEXT e STZSAL ndo apresentaram
diferenca estatistica entre si. Com relagdo as proteinas totais, os animais ndo apresentaram
diferenca significativa entre si. Os niveis de proteinas totais ndo apresentaram diferencga

significativa entre os grupos (Figura 14).
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Figura 13: Colesterol Total (mg/dL) dos animais normoglicémicos e

diabéticos tratados com salina ou extrato bruto de B. holophylla na dose de
400 mg/kg p.c. durante 15 dias. § vs. CTLEXT, * vs. STZSAL. Valores

expressos como média = EPM, p<0,05, n=8. ANOVA seguido de post test

Tukey.
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Figura 14: Proteinas Totais (mg/dL) em animais normoglicémicos e
diabéticos tratados com salina ou extrato bruto de B. holophylla na dose de
400 mg/kg p.c. durante 15 dias. Valores expressos como média £+ EPM,
p<0,05, n=8. ANOVA seguido de post test Tukey.

5.8. INGESTAO HiDRICA E ALIMENTAR

Durante os 15 dias tratamento, foram mensuradas a ingestdo hidrica e alimentar dos
animais diariamente. Os grupos CTLSAL e CTLEXT ndo apresentaram diferenca entre si. Ja
os grupos STZSAL e STZEXT mostraram expressivo aumento da ingestdo de agua e racao
quando comparados ao grupo CTLSAL e CTLEXT. No entanto, o grupo STZEXT apresentou
diminui¢do da ingestdo em relagdo ao grupo STZSAL (Figuras 15 e 16).
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Figura 15: Ingestdo alimentar dos animais normoglicémicos e diabéticos
tratados com salina ou extrato bruto de B. holophylla na dose de 400 mg/kg
p.c. durante 15 dias. # vs. CTLSAL, § vs. CTLEXT, * vs. STZSAL. Valores
expressos como média = EPM, p<0,05, n=8. ANOVA seguido de post test
Tukey.
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Figura 16: Ingestdo hidrica dos animais normoglicémicos e diabéticos
tratados com salina ou extrato bruto de B. holophylla na dose de 400 mg/kg
p.c. durante 15 dias. # vs. CTLSAL, § vs. CTLEXT, * vs. STZSAL Valores
expressos como média £ EPM, p<0,05, n=8. ANOVA seguido de post test
Tukey.
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5.9. EXPRESSAO PROTEICA POR WESTERN BLOTT

A expressao da proteina PI3K na forma total (Figura 17) ndo apresentou diferenca
significativa entre os grupos, mostrando que sera necessario avaliar também a proteina na sua
forma fosforilada, que ¢ a forma ativa da proteina.

Ja a relacdo p-AKT/AKT (Figura 18) apresentou aumento significativo no grupo
STZEXT em relagao ao grupo STZSAL (p<0,01). A expressdo proteica da enzima glicogénio
sintetase (Figura 19) também mostrou aumento no grupo STZEXT em relagdo ao grupo

STZSAL (p<0,01).
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Figura 17: Expressdo proteica de PI3K em figado em animais
normoglicémicos e diabéticos tratados com salina ou extrato bruto de B.
holophylla na dose de 400 mg/kg p.c. durante 15 dias. # vs. CTLSAL. Valores
expressos como média £ EPM, p<0,05, n=8. ANOVA seguido de post test

Tukey.
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Figura 18: Expressdo proteica da AKT em figado dos animais
normoglicémicos e diabéticos tratados com salina ou extrato bruto de B.
holophylla na dose de 400 mg/kg p.c. durante 15 dias. Os resultados indicam
a relacdo entre a forma fosforilada e total. # vs. CTLSAL, * vs. STZSAL.
Valores expressos como média + EPM, p<0,05, n=8. ANOVA seguido de post
test Tukey.
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Figura 19: Expressdo proteica da GS em figado dos animais
normoglicémicos e diabéticos tratados com salina ou extrato bruto de B.
holophylla na dose de 400 mg/kg p.c. durante 15 dias. # vs. CTLSAL, § vs.
CTLEXT, * vs. STZEXT. Valores expressos como média £ EPM, p<0,05,
n=8. ANOVA seguido de post test Tukey.
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6. DISCUSSAO



O uso de plantas medicinais no tratamento de doengas ¢ feito hd muito tempo pela
humanidade. No Brasil ¢ no mundo, a fitoterapia foi a peca essencial do arsenal terapéutico
até meados do século XIX (CARVALHO, 2004; GHOUL et al., 2012). Com o passar dos
anos, o uso de plantas medicinais foi perdendo espaco e passaram a ser utilizadas apenas na
medicina alternativa. No entanto, nos dias atuais, houve um crescimento do interesse por parte
da comunidade cientifica em relagdo as plantas medicinais para comprovacdo do que se
conhece empiricamente sobre a acdo desses fitoterapicos no tratamento de diversas doengas,
como o diabetes (SILVA & CECHINEL, 2002), doenga que se torna a cada ano um grande
problema de satde publica, pois o nimero de pessoas diabéticas s6 tem aumentado, bem
como o numero de mortes em virtude das complicacdes decorrentes da hiperglicemia
(BANSAL et al., 2012; KUMAR et al., 2012). Atualmente, para o tratamento do DM recorre-
se a insulinoterapia e administracdo de drogas hipoglicemiantes, que agem diminuindo a
glicemia através de inumeros mecanismos. Tais mecanismos incluem aumento da
sensibilidade a insulina pelos tecidos periféricos, estimulo da secre¢ao de insulina, inibigao da
absorcao de glicose intestinal (HSU et al., 2009). No entanto essas drogas possuem muitos
efeitos adversos, como ganho de peso, hipoglicemia, edemas, distirbios gastrointestinais e
resisténcia a insulina (ANDRADE - CETTO et al., 2010; KUMAR et al., 2012).

A partir disso, a busca por agentes que possam ter menos efeitos adversos tornou-se
alvo de pesquisa. E nesse ambito que as plantas medicinais tém se tornado alvo da
comunidade cientifica para o desenvolvimento de novos farmacos com menos efeitos
adversos. Sabe-se que as plantas possuem principios ativos que sdo capazes de diminuir a
glicose sanguinea e melhorar o quadro de diabetes, demonstrando resultados promissores para
a formulacao de novos farmacos (GUPTA et al., 2008).

Desse modo, determinados pela busca de novos farmacos, esse trabalho teve por
objetivo avaliar a possivel atividade hipoglicemiante do extrato bruto de Bauhinia holophylla,
uma planta proveniente do cerrado brasileiro e muito utilizada na medicina popular, bem
como seus possiveis mecanismos de acdo e a sua toxicidade.

Com o interesse de verificar a possivel toxicidade do extrato bruto de B. holophylla,
inicialmente realizamos o teste de toxicidade aguda, que tem por objetivo avaliar possiveis
alteragdes comportamentais, disposi¢ao geral, atividade e coordenag¢do do sistema motor e
reflexo e atividades sobre o sistema nervoso central e autonomo. Foi realizado através da

administracio de uma tUnica dose alta (2000 mg/kg p.c) do extrato para avaliagio do
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“screening” hipocratico que fornece uma avaliagdo completa a respeito da toxicidade da
substancia sobre a disposi¢ao geral, atividade e coordenagdo do sistema motor e reflexo do
animal. Analises do peso corporal e peso dos 6rgaos podem fornecer dados importantes acerca
da satude geral do animal (MALONE; ROBICHAUD,1983).

O teste de toxicidade ndo mostrou alteragdes comportamentais ¢ motoras referentes ao
“screening” hipocratico. Durante os quatorze dias de observac¢do, ndo houve morte dos
animais do grupo tratado com o extrato de B. holophylla, e ndo ocorreram também altera¢Ges
significativas no peso corporeo € nem no peso dos 6rgaos dos animais tratados com o extrato
bruto de B. holophylla.Tais dados sdao de extrema importdncia, pois mostram que a
administracdo de uma dosagem alta do extrato foi considerada segura, pois ndo causou
alteracdes na coordenagdo motora como também ndo causou alteragdes no peso de o6rgaos. O
estudo toxicologico ¢ de suma importancia para a transicdo da medicina tradicional para a
obtencdo de novos farmacos (KABORE et al., 2010).

A hiperglicemia ¢ resultado de defeitos na acdo e/ou diminui¢do da secre¢do de
insulina (PRABHAKAR & DOBLE, 2011). A estreptozotocina tem sido amplamente utilizada
para a indu¢ao do diabetes experimental em roedores devido a reproducao dos sintomas
caracteristicos do diabetes, uma vez que apresentam semelhancas clinicas, histologicas e
laboratoriais com humanos diabéticos. A administracdo da STZ causa a morte das células e
algumas horas apds a inje¢cdo, os animais apresentam hiperglicemia e hiperinsulinemia, com
posterior hipoglicemia transitéria, e finalmente hiperglicemia cronica caracteristica do DM
(KIRSTEN, 2010).

O modelo experimental de diabetes utilizado nesse trabalho comprovou a eficacia da
administracdo de STZ, visto o aumento da glicemia (400 mg/dL) de jejum dos animais do
grupo STZSAL e STZEXT em comparacdo aos animais normoglicémicos (CTLSAL e
CTLEXT). Com a administragdo do extrato bruto de B. holophylla na dose de 400 mg/kg
durante quinze dias, os animais tratados apresentaram diminuicao significativa (cerca de 35%)
da glicemia de jejum logo sete dias apds o inicio do tratamento, mantendo-se diminuida
(40%) até o final de quinze dias em comparagdo ao grupo STZSAL, mostrando que o extrato
possui atividade hipoglicemiante. Como dito anteriormente, a hiperglicemia decorrente do
DM tipo 1 deve-se a diminuicao da secrecdo de insulina e/ou diminuicao da sua acdo. A
capacidade das plantas medicinais em modular o metabolismo de glicose e diminuir a

glicemia pode ocorrer através de mecanismos como a diminui¢do da produgdo de glicose
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hepética, bem como da estimulac¢do da sintese de glicogénio, principal reserva de glicose do
NOSSO Organismo.

O orgao “chave” responsavel pelo processo de estocagem de glicose na forma de
glicogénio (glicogénese) ¢ o figado, e tal processo s6 ocorre na presenga de insulina. Em
situacdes como o DM, e consequente auséncia da insulina, o figado fica incapacitado de
realizar a glicogénese e intensificam-se processos como gliconeogénese e glicogendlise. Isso
foi demonstrado em nossos resultados, apds a indugdo do diabetes. Os niveis de glicogénio
hepatico dos animais diabéticos tratados com salina tiveram diminui¢ao significativa em
relagdo aos grupos CTLSAL e CTLEXT. Em contrapartida, os animais diabéticos tratados
com o extrato bruto de B. holophylla apresentaram o contetido de glicogénio hepatico igual
aos dos animais normoglicémicos. Isso mostra que o extrato agiu estimulando a glicogénese
e/ou inibindo processos como glicogenolise, mesmo na auséncia da insulina. O mesmo nao
ocorreu no conteudo de glicogénio muscular, pois ndo houve diferenca significativa entre os
grupos e, portanto, ndo se pode afirmar que a diminuicdo da glicemia tenha ocorrido pelo
aumento da captacdo de glicose pelo musculo.

Alguns estudos com compostos isolados de plantas, mostram atividade
hipoglicemiante através da estimulagdo da sintese de glicogénio, como foi demonstrado por
Liu et. al (2010). Foi comprovado que a Berberina (BBR), presente em muitas espécies de
plantas como Guduchi (Tinospora cordifolia - Willd) proveniente da india, foi capaz de
estimular glicogénese através da ativacdo da Akt, principal proteina responsavel por mediar o
metabolismo de carboidratos.

O teste de tolerancia a glicose (ipGTT) ¢ um método de referéncia para o diagnostico
de diabetes ou de intolerancia a glicose, no caso da glicemia ndo retornar a concentracao basal
ou apresentar-se maior que 200 mg/dL para humanos apos duas horas da administracdo da
glicose (GROSS et al.,, 2002). Em nossos resultados, o ipGTT confirmou o estado de
intolerancia a glicose no grupo STZSAL, confirmando a instalagdo do quadro de diabetes,
visto que a glicemia ndo retornou aos niveis basais como observado nos grupos
normoglicémicos. Ja& o grupo diabético tratado com o extrato bruto de B. holophylla
apresentou resultados similares aos dos grupos CTLSAL e CTLEXT, mostrando que o
tratamento melhorou a tolerancia a glicose.

Diante desses resultados, fizemos uma investigacdo em nivel molecular, avaliando a
expressdo de algumas proteinas envolvidas na via de sinaliza¢do de insulina por técnica de

Western Blott. Uma vez que houve diminui¢do da glicemia de jejum nos animais do grupo
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STZEXT, foram analisadas proteinas envolvidas no armazenamento de glicose da via
Akt/PI3K no tecido hepdtico. Essa via estd envolvida no metabolismo de glicose mediado
pela insulina, sendo uma, sendo a mais importante via desse processo. A partir da ativagao da
PI3K pelo receptor de insulina (IR) ocorre uma cascata de eventos que apoOs interagdo
proteina-proteina culmina nas agdes metabdlicas da insulina. Apos avaliagdo da expressdo de
proteinas como AKT e GS e suas formas fosforiladas, ficou evidente a agdo da administra¢ao
do extrato bruto de B. holophylla em estimular essa via que, na auséncia de insulina, se torna
inativa. A proteina PI3K quando ativada pela insulina, leva a ativagdo e fosforilacdo da Akt,
que uma vez a forma fosforilada ¢ responsavel por ativar o processo de glicogénese e inibir os
processos degradativos como neoglicogénese e glicogenolise. A Akt tem sua agdo no
armazenamento e inibicdo dos processos degradativos através do aumento ou diminui¢do na
transcri¢do de genes e enzimas envolvidos em tais processos. Apos o tratamento com o extrato
bruto de B. holophylla em animais diabéticos (STZEXT) ocorreu aumento da expressdo das
proteinas AKT e GS em relagdo aos animais diabéticos tratados com salina (STZSAL). A
expressdo da proteina PI3K ndo demonstrou aumento em relacdo ao grupo STZEXT. Com
esses resultados, podemos inferir que o extrato estimulou a sintese de glicogénio hepatico
através da ativacdo das proteinas envolvidas na via e com consequente diminui¢cdo da
glicemia dos animais tratados.

Além da hiperglicemia, o DM tem outros sintomas clinicos como aumento da ingestao
alimentar (polifagia) e hidrica (polidpsia) (ADA, 2011). A sede intensa deve-se ao aumento da
osmolaridade sanguinea devido aos altos niveis de glicose no sangue, fazendo a dgua passar
do meio intracelular para o extracelular, para manter o equilibrio osmdtico. Essa desidratagao
intracelular € percebida pelos osmorreceptores cerebrais, levando a sede intensa (LERCO, et
al., 2003). Apods a inducdo do diabetes, os animais do grupo STZSAL e STZEXT
apresentaram aumento da ingestdo hidrica em relagdo aos grupos controles. No entanto, o
tratamento com o extrato bruto de B. holophylla levou a diminuigao significativa da ingestao
em comparagdo ao grupo diabético tratado somente com salina, possivelmente ocasionado
pelo reequilibrio osmoético, uma vez que houve diminuigdo da glicemia sanguinea. O aumento
da ingestdo alimentar esta relacionado a distirbios nos processos de regulagcdo da fome pelo
centro da saciedade, localizado no nucleo hipotalamico ventro-medial, que necessita de
insulina para captacao da glicose. Apos a captagdo da glicose, o centro da fome ¢ inibido. No
entanto, no diabetes ndo hé captacdo de glicose, e o centro da fome nado ¢ inibido, levando a

maior ingestdo alimentar (JACOBSON, 1996). Os animais induzidos ao diabetes tiveram
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aumento da ingestao alimentar em relagdo aos grupos controles. No entanto, o grupo diabético
tratado com o extrato bruto de B. holophylla apresentou redugdo da polifagia quando
comparado ao grupo diabético tratado com salina (STZSAL).

Outro sintoma clinico do diabetes e que pode ser observado no modelo experimental
escolhido nesse trabalho, ¢ a acentuada perda de peso nos animais diabéticos que € ocasionada
principalmente pela intensa protedlise de proteinas estruturais, responsaveis pela rigidez,
consisténcia e elasticidade dos tecidos e também devido ao aumento da lipdlise. Tais
processos ocorrem devido a auséncia da insulina que ¢ o hormonio responsavel por regular o
metabolismo de carboidratos e estimular a sintese de proteinas, além de ser responsavel pela
formagao e armazenamentos de lipideos (CARVALHEIRA; ZECHIN & SAAD, 2002). Por
i1sso, na auséncia da insulina, estdo aumentados processos como proteolise e lipolise, o que
contribui para a perda de peso. O grupo diabético tratado com salina (STZSAL) mostrou
acentuada perda de peso nove dias ap6s o inicio do tratamento em relagdo aos demais grupos.
O mesmo ndo ocorreu com os animais diabéticos tratados com o extrato bruto de B.
holophylla (STZEXT) que apresentou menor perda peso corporeo quando comparado com o
grupo diabético tratado com salina.

A insulina também ¢ responsavel por inibir a lipdlise e estimular a lipogénese nos
adipdcitos (CHOI et al., 2010), além de estimular a sintese de 4cidos graxos no figado em
periodos de excesso de carboidratos (ZECHIN; CARVALHEIRA & SAAD, 2004). No
entanto, na auséncia ou ineficiéncia da insulina, esses processos ficam impedidos de ocorrer e,
com isso, ocorre aumento dos niveis de triglicerideos plasmaticos, provavelmente pela
elevada sintese de triglicerideos a partir dos acidos graxos que chegam ao figado devido a
maior lipdlise no tecido adiposo (CARVALHEIRA; ZECHIN & SAAD, 2002). Como
resultado, ocorre intensa sintese de VLDL hepdatica acompanhada de menor catabolismo da
mesma devido a menor atividade de lipase lipoproteica (JAIN; RAINS & CROAD, 2007)
Observa-se em individuos diabéticos, aumento da lipdlise no tecido adiposo, com elevagao
dos niveis de acidos graxos e maior produgdo de corpos cetonicos pelo figado (FORETZ et
al., 1999) Embora os mecanismos moleculares que expliquem como isso ocorre ainda nao
estejam totalmente elucidados, sabe-se que a desregulagdo da homeostase de glicose e
lipideos, como o aumento da resisténcia a insulina, reducdo da oxidagdao de 4cidos graxos,
elevado fluxo de acido graxo no figado e lipogénese prejudicada, possuem um papel
importante no desenvolvimento da esteatose hepatica (KIM et al., 2009). Devido a isso,

individuos com diabetes apresentam esteatose hepdtica, possuem elevados niveis de LDL e
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VLDL e uma reducdo drastica dos niveis de HDL, apresentando sérias propensdes ao
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares, como aterosclerose (LUDVIK, 2000). Drogas
utilizadas no tratamento de diabetes, como metformina, combatem o acimulo de gordura no
figado em roedores e em humanos por regular o metabolismo de lipideos, através da ativagao
de uma proteina chamada AMPK, que ¢ responsavel por regular o metabolismo energético
pela ativacdo da via geradora de ATP, como a glicolise e oxida¢do de acidos graxos e por
inibir a via consumidora de ATP como a sintese de colesterol e 4cido graxo (KIM et al., 2009).
A doencga cardiovascular ¢ a principal responsavel pela redu¢ao de sobrevida dos pacientes
diabéticos, sendo a causa mais frequente de mortalidade, pois abrange grande variedade de
disturbios vasculares, incluindo infarto do miocardio (LETHO et al., 1997). Cerca de 70 a
80% das mortes em pacientes diabéticos ocorrem devido a essas doengas (KUNJATHOOR;
WILSON; LEBOEUF, 1996).

Muitos estudos com plantas medicinais tém revelado a capacidade das mesmas em
modular as complicagdes derivadas do diabetes, através da diminuigao da glicemia sérica, dos
niveis de lipideos e atuacdo como antioxidante (GHOUL et al., 2012). Alguns estudos
realizados por Kumar et. al (2011) revelaram que a administra¢do do extrato de Dillenia
indica (L.) durante 21 dias na dose de 250 ¢ 500 mg/kg p.c em ratos diabéticos induzidos por
aloxana, foi capaz de diminuir os niveis de triglicérides e colesterol e aumentar
significativamente os niveis de HDL. Outro estudo realizado por Ghoul et. al (2012) avaliou a
atividade hipoglicemiante, hipolipidémica e antioxidante do extrato Zygophillum album em
camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina e viu-se que o extrato na dose de 300
mg/kg p.c. foi capaz de diminuir a glicemia de jejum, bem como os niveis de LDL, TC, TG,
VLDL e aumentar os niveis de HDL, além de promover o aumento de enzimas antioxidantes.

No diabetes induzidos por STZ, assim como em humanos, a hiperglicemia ¢ o maior
determinante na alteracdo dos niveis totais de colesterol e triglicerideos (KUNJATHOOR;
WILSON & LEBOEUF, 1996). Em nosso trabalho, os animais diabéticos tratados com salina
apresentaram aumento dos niveis de colesterol total e triglicérides, comprovando a
hiperlipidemia caracteristica do quadro. J& os animais do grupo STZEXT, apos o tratamento
com o extrato bruto de B. holophylla apresentaram reducéo significativa dos niveis totais de
colesterol e triglicerideos, mostrando uma possivel atividade hipolipidémica do extrato. Tal
resultado ¢ de suma importancia, visto que disturbios no metabolismo de lipideos, como
citado anteriormente, uma das complicagcdes decorrentes a longa exposi¢do a hiperglicemia, ¢

uma das causas de doencas cardiovasculares.
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O presente trabalho teve como objetivo, avaliar a atividade hipoglicemiante do extrato
bruto de Bauhinia holophylla em camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina e
seus possiveis mecanismos de a¢dao. Diante dos resultados aqui apresentados, vimos que o
extrato teve acdo hipoglicémica e hipolipidémica, agindo em nivel molecular na redu¢ao da
glicemia. Tais resultados sdo de extrema relevancia, visto a necessidade de estudos que
incorporem novos farmacos hipoglicemiantes no mercado.

Para um melhor entendimento e compreensao destas atividades, o presente trabalho
necessita de um estudo mais aprofundado a respeito dos mecanismos de agdo do extrato bruto
de Bauhinia holophylla em camundongos diabéticos, o que certamente envolve processos
como gliconeogénese, glicogénese e glicogendlise em figado. Além disso, estudos acerca da

captagdo de glicose em tecidos periféricos devem ser executados.
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7. CONCLUSAO



A partir dos dados aqui apresentados pode-se concluir que o extrato bruto de Bauhinia
holophylla, administrado na dose de 400 mg/kg p.c. em camundongos diabéticos induzidos
por estreptozotocina, possui atividade hipoglicemiante através da modulagdo de proteinas
envolvidas no metabolismo de glicose, envolvidas em sua captagdo e armazenamento no
figado. O extrato foi capaz de diminuir ainda os niveis de lipideos, demonstrando atividade
hipolipidémica, melhorando assim as complica¢des advindas da exposicdo a hiperglicemia, e
melhorando, portanto, o quadro de diabetes dos animais tratados. Tais resultados nos
estimulam a aprofundar nossos estudos com o intuito de melhor entender os mecanismos de

acao e as propriedades medicinais do extrato bruto de Bauhinia holophylla.
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9.1. ANEXO 1
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9.2. ANEXO 2

Teste Hipocratico — Toxicidade de drogas por Analise Comportamental
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