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RESUMO

O Diabetes mellitus é uma sindrome metabolica caracterizada pela deficiéncia relativa
ou absoluta da acdo da insulina em o6rgaos alvo, expondo os tecidos a hiperglicemia
cronica. Alem disso, a deficiéncia insulinica ocasiona anormalidades no metabolismo de
lipidios, proteinas e carboidratos. Durante a gestacdo, o diabetes cursa o pior
prognostico materno e fetal, com elevadas taxas de abortamento espontaneo,
malformagdes congénitas, Obito intra-Gtero, macrossomia, prematuridade, distirbios
metabdlicos e funcionais. Atualmente observa-se forte tendéncia na valorizacdo de
substancias naturais para fins terapéuticos na medicina humana. Neste panorama, 0s
flavondides tém especial destaque, pois sendo produto de origem natural vem
conquistando numerosos adeptos de sua utilizagdo. Diante do exposto, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da quercetina sobre parametros bioquimicos
séricos, hepaticos e cardiacos, além do estresse oxidativo em ratas prenhez com diabetes
mellitus tipo 1 induzido experimentalmente. Foram utilizadas 32 ratas prenhez Wistar,
distribuidas em 4 grupos experimentais (n=8): G1 (normais, controle); G2 (normais,
tratadas com quercetina); G3 (diabéticas ndo tratadas); G4 (diabéticas, tratadas com
quercetina). O diabetes mellitus foi induzido com estreptozotocina (60mg/kg, i.p., dose
Unica). Apos 48 horas, as ratas que apresentaram concentracdo glicémica acima de 220
mg/dl foram consideradas diabéticas e submetidas ao acasalamento. A prenhez foi
verificada através de lavados vaginais, levando em consideracdo fatores indicativos de
prenhez, como cabecas de espermatozdides e diagndstico da fase estral. Com a
confirmacdo da prenhez a quercetina foi administrada por gavagem, na concentracao de
50 mg/kg de peso corporal, em intervalos de 7 dias, durante o periodo gestacional. Apds
este periodo, 0 soro e amostras de tecidos hepatico e cardiaco foram obtidas e utilizadas

nas determinagfes bioguimicas. O delineamento estatistico foi inteiramente ao acaso



com 4 tratamentos e 8 repeticdes; o nivel de significancia adotado foi de 5% de
probabilidade. Os resultados obtidos indicaram que as ratas prenhez diabéticas (G3)
apresentaram menor (p<0.05) peso corporal, aumento (p<0.05) do consumo de agua e
racao, além de hiperglicemia (p<0.05). Enquanto que o tratamento com quercetina (G4)
aumentou (p<0.05) o peso corporal, reduziu (p<0.05) o consumo alimentar e de agua,
parametros nutricionais com melhor controle glicémico. Ratas prenhez diabéticas nao
tratadas (G3) demonstraram alteragdes séricas importantes como, elevacdo (p<0.05) nas
concentrages de colesterol total, LDL-colesterol, VLDL-colesterol, triacilglicerois,
uréia, creatinina, hidroperoxido de lipidio, atividade da alanina aminotransferase (ALT)
e lactato desidrogenase (LDH). Além disso, apresentaram diminui¢do (p<0.05) nos
niveis seéricos de proteinas totais, bem como na atividade da enzima antioxidante
glutationa peroxidase (GSH-Px). A quercetina (G4) foi efetiva em reduzir a dislipidemia
e atividade de ALT e LDH, além de aumentar proteinas totais e atividade da GSH-Px.
Em ratas prenhez diabéticas (G4) a quercetina, elevou o conteido hepatico e cardiaco de
proteinas totais e glicogénio. Sendo que a atividade cardiaca de LDH e de ALT no
tecido hepético diminuiu (p<0.05) com a administracdo de quercetina (G4). A prole de
ratas expostas ao diabetes tipo 1 experimental, tratadas ou ndo, apresentaram filhotes
classificados como pequenos para a idade de prenhez (PIP) e também nédo
demonstraram alteragdo no peso corporal. Diante dos resultados obtidos pode-se
concluir que, a quercetina demonstrou eficiéncia ao apresentar efeito antidiabetogénico,
hepato-cardioprotetor, melhora sobre a dislipidemia, além de controlar o estresse

oxidativo, em ratas prenhez diabéticas induzidas experimentalmente.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a metabolic syndrome characterized by relative or absolute insulin
deficiency in target organs, exposing tissues to chronic hyperglycemia. In addition,
insulin deficiency leads to abnormal metabolism of lipids, proteins and carbohydrates.
During gestation, diabetes shows the worst maternal and fetal prognosis, including high
rates of spontaneous abortion, congenital malformation, intrauterine death, macrosomia,
prematurity, and metabolic and functional disorders. There is a strong tendency toward
the appreciation of natural substances for therapeutic purposes in human medicine. In
this context, flavonoids are worthy of note since, as products of natural origin, they have
been gaining a large number of consumers. Thus, the present study aimed to assess the
effect of quercetin on biochemical parameters of serum, liver and heart, addition to
stress oxidative in pregnant rats with experimentally induced diabetes. The study
included 32 pregnancy Wistar rats allocated to 4 experimental groups (n=8): G1
(normal, control); G2 (normal, treated with quercetin); G3 (diabetic, non-treated); G4
(diabetic, treated with quercetin). Diabetes mellitus was induced by using
esterptozotocin (60mg/kg, i.p., single dose). After 48 hours, animals showing glucose
level above 220 mg/dl were considered diabetic and were subjected to breeding.
Pregnancy was verified by means of vaginal lavage, considering the predictors of
pregnancy such as sperm heads and the estrous phase. Once pregnancy was established,
quercetin was administered through gavage at the concentration of 50 mg/kg body
weight at 7-day intervals, during pregnancy. After the experimental period, serum and
tissue samples from the liver and the heart were obtained and used in the biochemical
assays. Statistical design was completely randomized with 4 treatments and 8 replicates;
the adopted significance level was 5% probability. The obtained results indicated that

pregnant diabetic rats (G3) had lower (p<0.05) body weight, increased (p<0.05) water



and food intake, nutritional parameters, besides hyperglycemia (p<0.05). On the other
hand, treatment with quercetin (G4) increased (p<0.05) the body weight and reduced
(p<0.05) food and water intake, nutritional parameters, showing better glycemic control.
Pregnant non-treated diabetic rats (G3) showed important serum changes such as
increase (p<0.05) in the levels of total cholesterol, LDL-cholesterol, VLDL-cholesterol,
triacylglycerols, urea, creatinine and lipid hydroperoxide, as well as in the activity of
alanine aminotransferase (ALT) and lactate dehydrogenase (LDH). In addition, they had
a decrease (p<0.05) in the serum levels of total proteins and in the activity of the
antioxidant enzyme glutathione peroxidase (GSH-Px). Quercetin (G4) was effective in
improving these reduce dyslipidemia, the activity of ALT and LDH; increased total
protein and activity of GSH-Px. In pregnant diabetic rats (G4), quercetin increased the
hepatic level of total proteins and glycogen. LDH activity in the heart and ALT activity
in the hepatic tissue of quercetin-treated (G4) decreased (p<0.05). The litter of rats
exposed to experimental diabetes type 1, treated or not, was classified as small for their
gestational age (SPA) and did not show body weight change. Based on the obtained
results, we can conclude that quercetin had efficient antidiabetogenic, hepatic and
cardioprotector effects, besides dyslipidemia improvement and oxidative stress control

in pregnant rats with experimentally induced diabetes.
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I. INTRODUCAO

1. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus é uma sindrome de etiologia multipla, caracterizada pela
deficiéncia relativa ou absoluta da insulina em exercer sua agdo sobre Orgaos-
responsivos-alvo, assim a glicose permanece em alta concentragdo no sangue, com
anormalidades observadas no metabolismo de lipidios, proteinas e carboidratos
(REECE et. al., 2004; BROWNLEE, 2005; XIANG et al., 2010).

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) a prevaléncia de
diabetes mellitus foi cerca de 171 milhdes de pessoas em 2010 e ha estimativa que este
numero pode aumentar para 366 milhdes até 2030, ou seja, mais de 5% da populacao
mundial estard acometida pela doenca, o que pode alcancar proporcdes epidémicas
mundiais (GROSSMAN, 2008). Além disso, hd uma projecao que, ainda neste século, o
Brasil tera aproximadamente 11 milhdes de individuos com diabetes mellitus (WILD et
al., 2004).

A doenca é uma das principais causas de elevadas taxas de mortalidade em
decorréncia de seus efeitos sobre os distarbios cardiovasculares, principalmente
aterosclerose, além de outras complicagdes, tais como retinopatias e insuficiéncia renal
(UTSUNOMIYA, 2005). Desta forma, o diabetes passa ser importante problema de
salde publica, pois compromete a qualidade de vida e sobrevida dos individuos, além
de envolver elevados custos no seu tratamento. Assim, estudos experimentais
relacionados a causa, diagnostico, tratamento e o conhecimento dos fatores de suas
complicacdes, tornam-se necessarios (ALBUQUERQUE, 2007).

Basicamente existem duas classes clinicas principais de diabetes. Diabetes
mellitus tipo 1 ou insulino dependente conhecido como diabetes juvenil, causado pela

destruicdo auto-imiune das células B-pancreéticas e consequentemente incapazes de



20

produzir insulina em quantidades normais (BEARDSALL et al., 2006). A amplitude da
destruicdo dessas células é variavel, ocorrendo mais rapidamente em individuos jovens
com falhas tanto na sintese como na secrecdo endogena de insulina (PERFETTI &
AHMAD, 2000), sendo a insulinoterapia o tratamento indicado para estes pacientes.

O diabetes mellitus tipo 2, insulino independente, também denominado de
diabetes resistente a insulina, é caracterizado pela deterioracdo gradativa da fungéo das
células B-pancreaticas em individuos adultos e frequentemente obesos. Ha relativa
deficiéncia na secrecdo de insulina e resisténcia das células & acdo deste horménio
(BEARDSALL et al., 2006), ou seja, aspectos do sistema de resposta insulinica estdo
defeituosos, como a diminui¢do no nimero de receptores celulares. Os tecidos perdem a
sensibilidade a acdo da insulina e, de forma compensatéria, 0 pancreas exacerba a sua
producdo, o que pode levar a apoptose, e assim instala-se a deficiéncia absoluta de
insulina (ROSAK, 2002; OIKNINE & MOORADIAN, 2003).

Mais recentemente, segundo a ADA (2011), o diabetes mellitus gestacional
compde outra classe desta patologia. E pode ser definido como qualquer grau de
intolerancia a glicose com inicio ou primeiro reconhecimento durante a gestacao,

podendo ou ndo persistir apos o parto (DETSCH et al., 2011).

2. Prognostico clinico materno/perinatal no diabetes experimental

Considerando as alteracGes fisiol6gicas necessarias a adaptacdo do organismo
materno durante a gravidez, como as metabolico-nutricionais (RUDGE &
CALDERON, 2004), qualquer desequilibrio materno, pode ocasionar profundas
repercussdes ao organismo embriofetal e ao recém-nascido (LESAGE et al., 2004;
ZAMBRANO et al.,, 2005, ZAMBRANO et al., 2006). Além de aumentar a

probabilidade destes individuos desenvolverem doencas cardiacas, hipertensao,
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resisténcia a insulina e diabetes mellitus (BOLOKER et al., 2002; NATHANIELzZ &
THORNBURG, 2003).

Durante a gestacdo, o diabetes cursa o pior prognostico materno e fetal com
elevadas taxas de abortos espontaneos, malformacfes congeénitas, Obito intra-utero,
macrossomia (alargamento da circunferéncia toracica e abdominal em relacdo a
circunferéncia da cabeca) (VAN ASSCHE et al., 2001), prematuridade e distarbios
metabolicos e respiratérios do neonato (ADA, 2011).

Na auséncia de resposta pancredtica adequada, caracteristica do diabetes
gestacional, ou nos casos de diabetes pré-existente, estabelece a hiperglicemia materna.
Essa glicose aumentada apresenta difusdo facilitada pela placenta e induz a
hiperglicemia e hiperinsulinemia fetal, o que pode comprometer o desenvolvimento
normal do feto (PIPER, 2002; GARCIA, 2008).

A funcdo pancredtica materna estd aumentada durante a gestacdo, o que pode
ocasionar o diabetes gestacional com graus de intolerdncia a glicose (RUDGE &
CALDERON, 2004; MIRANDA & REIS, 2008).

O hiperinsulinismo fetal estimula a lipogénese, sintese tanto de proteinas como
de glicogénio, estes processos podem facilitar o desenvolvimento da macrossomia.
Estas condicOes, paradoxalmente podem levar a hipoglicemia hiperinsulinémica
neonatal, responsaveis por elevar as taxas de mortalidade do recém-nascido
(GRENACHE & GRONOWSHI, 2006).

O diabetes mellitus na gestacdo pode predispor o feto a fatores associados com o
ambiente intra-uterino anormal, como elevadas taxas de glicose, aminoacido e lipidios
gue podem aumentar a secrecdo de insulina e, talvez, levar ao desenvolvimento de

resisténcia a insulina precocemente (PETIT et al., 2001).
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Em estudos experimentais realizados por Lépez-Soldado & Herrera, (2003) a
hiperglicemia crénica no meio intra-uterino esteve associada a complicacdes maternas,
tais como insuficiéncia renal (VAN ASSCHE et al., 2001), baixo fluxo sanguineo Utero
placentario e deficiéncia no transporte de nutrientes na unidade feto-placentaria
(HOLEMANS et al., 1999), ocasionando restricdo de crescimento intra-uterino do feto,
com peso reduzido ao nascer comparado a prole de mées normoglicémicas
(HOLEMANS et al., 1999; VAN ASSCHE et al., 2001).

Sun et al. (2005) ao analisarem embriGes de ratas diabéticas no periodo
gestacional, demonstraram associacdo entre apoptoses e malformacfes do sistema
nervoso do feto. Por sua vez, Reece et al. (2004) relataram que as malformacgdes em
animais experimentais estdo relacionadas com a intensidade da hiperglicemia, sendo
que 20% das malformacbes foram observadas em niveis glicémicos de
aproximadamente 300mg/dL, e 50 % para niveis de 600mg/dL.

Saito et al. (2010) relataram que a hiperglicemia pode afetar o estigio da
implantacéo, bem como o desenvolvimento da placenta e feto.

Dentre os desvios de crescimento, a macrossomia € mais frequente, com risco
aumentado de tocotraumatismos, distocias intraparto e distdrbios metabdlicos
(hipoglicemia), eletroliticos (hipocalcemia e hipomagnesemia) e hematol6gicos
(hiperbilirrubinemia, policitemia e tromboembolia) (DELGADO et al.,, 2000;
PALLADINO et al., 2008).

As anomalias decorrentes de gestacbes complicadas pelo diabetes sdo as
malformacgdes do sistema nervoso central, caracterizadas pela regresséo caudal e
defeitos no tubo neural (anencefalia, encefalocele, meningomielocele, espinha bifida,
holoprosencefalia). Dentre as cardiovasculares, estdo a transposi¢do dos grandes vasos,

alteracdo no septo ventricular (situs inversus), hipoplasia do ventriculo esquerdo e a
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miocardiopatia hipertréfica (CHO et al., 2000; MANDERSON et al., 2002; AERTS &
VAN ASSCHE, 2006; PALLADINO et al., 2008). As complicacdes urogenitais e
gastro-intestinais completam o quadro das malformacGes associadas a hiperglicemia
intra-uterina no periodo de embriogénese.

Contudo, a patogénese dessas alteracdes ainda ndo esta totalmente esclarecida,
pois varios fatores estdo envolvidos. Estudos comprovam que o estimulo principal € a
hiperglicemia, estabelecida no meio intra-uterino, nas primeiras semanas de gestacao,
com producao de radicais livres, favorecendo o estresse oxidativo.

Além dessas malformacgdes evidenciam outras complicacdes clinicas em
condicOes diabéticas como a dificuldade a implantacdo, trabalho de parto pré-maturo,
polidramnio e finalmente elevadas taxas de abortos (DAMASCENO et al., 2002;
GABBE & GRAVES, 2003; RUDGE & CALDERON, 2004; PALLADINO et al.,
2008; LIRA & DIMENSTEIN., 2010). Por sua vez, Al Ghafli et al. (2004) relataram
aumento nas reabsor¢fes embrionérias, morte fetal, bem como macrossomia em prole
de ratas diabéticas.

Estudos indicam que o controle da glicemia é essencial para reduzir, ou até
mesmo prevenir, as complicagdes clinicas relevantes do diabetes (JOHANSEN et al.,
2005) e também diminuir a incidéncia de abortos espontaneos e méa formagdo
congénitas dos recém-nascidos de mdes diabéticas (DOBLADO & MOLEY, 2007;

SAITO el al., 2010).

3. Espécies reativas de oxigénio e mecanismos antioxidantes
Evidéncias demonstram que o diabetes mellitus estd associado a producdo
aumentada de radicais livres derivados do oxigénio molecular, denominados de espécies

reativas de oxigénio (ERO) (BONNEFONT-ROUSSELQOT, 2004).
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Radicais livres sdo atomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons nao
pareados em seu orbital mais externo, o que 0s tornam extremamente reativos
(FRIDOVICH, 1998). Estdo implicados na etiologia de grande nimero de alteracdes
degenerativas, incluindo doencas cardiovasculares, diabetes, cancer e envelhecimento
(BRAY, 2000). Podem ser formados no meio intracelular durante 0s processos
oxidativos, envolvidos com a producao de energia na cadeia transportadora de elétrons e
fosforilacdo oxidativa. Dentre as EROs, as principais sdo superoxido (¢Oy), hidroxil
(*OH), peroxil (*RO,), hidroperoxil (*HRO,) e peroxido de hidrogénio (H,0,)
(JOHANSEN et al., 2005; FORBES et al., 2008).

As EROs podem atuar sobre a grande maioria das estruturas celulares, causando
danos as proteinas, membranas celulares, acidos nucléicos, resultando em disfungéo e
destruicdo celular, com injurias teciduais e, consequentemente, o estabelecimento de
indmeras condicOes patologicas (KAKKAR et al., 1998; KUROKI et al., 2003;
MARITIM et al., 2003).

Na tentativa de impedir a acdo toxica das EROs, as células dispem de sistemas
antioxidantes que as inibem e protegem os sistemas biolégicos contra os efeitos lesivos
da oxidagéo excessiva (BIESALSKSI, 2000).

A literatura descreve mecanismos bioquimicos a respeito das anormalidades
relacionadas com a exposicao prolongada dos tecidos a hiperglicemia, a qual favorece o
estresse oxidativo, por afetar as defesas antioxidantes em individuos diabéticos,
dificultando, desta maneira, a remocao de radicais livres (REIS et al., 2008).

A via dos polidis é um dos mecanismos, no qual a hiperglicemia estimula a
aldose redutase e, portanto a conversdao de glicose a sorbitol que eleva a razdo
NADP/NADPH,, condicao que resulta em baixa atividade da glutationa redutase. Esta

enzima é capaz de regenerar a glutationa reduzida que servird de substrato para a
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glutationa peroxidase (Figura 1) (TABATABAEI et al., 2008) e assim manter a sua

atividade (FORBES et al., 2008).

P . Aldose redutase . Sorbitol desidrogenase
Hiperglicemia > Sorbitol Frutose
SN / g\i

NADPH, NADP* NAD* NADH

NS

Glutationa redutase

"

GSSG GSH
Oxidada Reduzida

Figura 1. Via do poliol estimulada pela hiperglicemia (Adaptado: REIS et al., 2008).

Segundo Gregory & Kelly (2011) a atividade da aldose redutase foi inibida nas
células em meio contendo glicose e quercetina, desta forma houve controle da via dos
polidis e, consequentemente aumento da atividade da glutationa peroxidase.

Anormalidades no metabolismo energético observadas no diabetes mellitus leva
a oxidacao excessiva de acidos graxos, promovendo o0 aumento da cadeia transportadora
de elétrons e, consequentemente maior geracdo de ERO (KUROKI et al., 2003).

ERO causam, in vitro, danos a via de sinalizacdo da insulina e diminuicdo da
translocacdo dos transportadores de glicose (GLUT-4) nos adipdcitos. Em adicdo, a
oxidagcdo de lipidios e de proteinas estd associada com o desenvolvimento das
complicacdes do diabetes (CUNHA et al., 2009; SILVA et al., 2011). Modelos animais
com diabetes, que apresentem o status redox similar ao humano, serdo Uteis para
analisar possiveis mecanismos que estejam envolvidos na relacdo entre diabetes e
estresse oxidativo.

Segundo Yamada & Grisham (1991) e Krinsky (1992) a primeira linda de defesa
contra o dano oxidativo sdo os antioxidantes enddgenos enzimaticos, como as enzimas

superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (GSH-Px). H& também os
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antioxidantes ndo enzimaticos, como os lipossoluveis (carotenos, tocoferois, quinonas e
bilirrubinas) e os hidrossoltveis (&cido ascorbico, acido urico e proteinas ligadas a
metais).

A superoxido dismutase corresponde a uma familia de enzimas com diferentes
grupos prostéticos em sua constituicdo. E responsavel pela dismutacdo do radical
superoxido (O:,) em H,0, e O, na presenca de protons H* (ACHARYA et al., 1991),

segunda a reagéo:

205, +2H" L H,O, + O,

A glutationa peroxidase catalisa a reducdo do peroxido de hidrogénio (H,0,) e
perdxidos organicos a agua, atraves da conversdo da glutationa reduzida (GSH), como
doadora de hidrogénio, em glutationa oxidada (GSSG) (MARITIM et al., 2003),

segunda a reacao:

H,0, + 2GSH  =HPX 5 GssG + 2 H,0

20H + 2GSH —==HPX_ 5 5ssG + 2 H,0

Estudos relatam a correlagdo entre hiperglicemia e estresse oxidativo, porém o
mecanismo de acdo envolvido é complexo e parcialmente compreendido. Contudo,
sabe-se que a hiperglicemia leva a producao excessiva de espécies reativas derivadas do
metabolismo de oxigénio e, portanto excede a capacidade do sistema antioxidante
enddgeno (CONSENTINO et al., 1997; AL-SHAMSI et al. 2006; ORSOLIC et al.,
2011).

Esta hipotese é sustentada por evidéncias bioguimicas associadas a
hiperglicemia, como auto-oxidacao da glicose, formacdo de produtos finais de glicacao
avancada, ativacdo da via do poliois e cadeia transportadora de elétrons. Estes processos

podem favorecer a producdo de ERO e determinar o desenvolvimento e progressdo do
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diabetes mellitus, além das complicacdes associadas (Figura 2) (BRUCE-CHERTOW,

2004; FAKHER et al., 2007).

O, __ﬁ
Mecanismos ndo enzimaticos:
o Cadeia respiratéria mitocondrial
o Auto-oxidacéo da glicose
o Formac&o de produtos finais de glicacdo avangada
o Ativacéo da via dos poliois

| SOD -
EOZ ,l H,0, I
GSH
o]\ Djesne
A

v GSSG

I ONOO I H,O

Figura 2. Formacdo de Espécies Reativas de Oxigénio e atividade das enzimas

<

antioxidantes no diabetes mellitus (Adaptado: BRUCE-CHERTOW, 2004).
A reducdo da capacidade antioxidante endogena e o excesso de formacao e/ou
remocao insuficientes das ERO resulta em estresse oxidativo, que conduz a danos
celulares (RAMESH & PUGALENDI, 2005; LOPES et al., 2008) e as complicacbes
diabéticas. O aumento de ERO tem sido atribuido a glicacdo ndo enzimatica das
proteinas e auto-oxidacéo da glicose devido a hiperglicemia (VICENTIN et al., 2011).
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Figura 3. Associacdo entre a via do poliol, estresse oxidativo e complicacfes diabéticas

(Adaptado: BROWNLEE et al., 2005).
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4. Inducéo experimental do diabetes mellitus

Desde que estudos em humanos para compreender as alteracdes metabolicas
causadas pelo diabetes na gestacdo sdo limitados, sejam por razdes éticas ou por
multiplas variaveis de dificil controle no meio intra-uterino, um modelo animal
adequado torna-se necessario para facilitar o diagnostico e o tratamento da
fisiopatogénese diabética.

Modelos animais tém sido extensivamente utilizados em pesquisas sobre o
diabetes. Além de compreender os mecanismos da patogénese e complicacdes
decorrentes da doenca, os tratamentos para o diabetes, incluindo transplante de células
das ilhotas e estratégias preventivas, sao inicialmente investigados em modelos animais
(REES & ALCOLADO, 2005; ZHAO & REECE, 2005).

Tem-se estudado métodos para inducdo do diabetes experimental, tais como,
pancreatectomia parcial ou total, o uso de horménios anti-insulinicos, a exposi¢do a
hidrocortisona e lesdes no sistema nervoso central. Porém a administracdo de agentes
quimicos B-citotoxicos como a aloxana e a estreptozotocina (REIS & ALCOLADO,
2005) consiste numa maneira eficiente para promover o diabetes melitus insulino
dependente tipo 1 e assim, torna-se possivel o estudo de mecanismos fisiopatoldgicos,
atividade hipoglicemiante e anti-diabetogénica de certos compostos.

A estreptozotocina (STZ) é um antibidtico, de natureza glicosamina-nitrosuréia,
com propriedades toxicas, isolada de Streptomyces achromogenes e € captada pelas f3-
pancreaticas através transportadores de glicose GLUT-2 (XIANG et al., 2010).

As células B s@0 mais sensiveis a acdo da estreptozotocina em relacdo a outros
tipos celulares, especialmente as de roedores devido a baixa expressdo génica a enzimas

antioxidantes (KANETO et al.,, 2002). E notoriamente as células B-pancreéticas
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humanas sdo extremamente resistentes aos efeitos diabetogénicos da estreptozotocina
(YANG & WRIGHT, 2002; SILVA et al., 2011).

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar a acdo da estreptozotocina
sobre danos as células B-pancreaticas. Sugere-se que a estreptozotocina atua como
agente alquilante sobre a estrutura do DNA por radical *CH; (SZKUDELSKI, 2001;
BOLZAN & BIANCHI, 2002). E também atua estimulando a producio de ERO (O,
H,O, e OH), com elevacdo na peroxidacdo lipidica e diminuicdo na atividade das
enzimas antioxidantes das células B-pancreaticas (WEST et al., 2000; DAMASCENO et
al., 2002; EVELSON et al., 2005; SILVA et al., 2011).

Um dos principais efeitos toxicos da STZ envolve a alteracdo da estrutura do
DNA, o qual é fragmentado pelas EROs, comprometendo, desta forma, a biossintese e
secrecdo de insulina (TABATABAEI et al., 2008; XIANG et al., 2010) (Figura 4).
Assim, Bolzan & Bianchi (2002) relataram que a STZ interfere no metabolismo
energético das células B-pancredticas, pois inibe o ciclo do acido citrico, limitando a

producdo de ATP mitocondrial, que frequentemente resulta em apoptose celular.
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Figura 4. Atuacdo da estreptozotocina sobre as células B-pancreéticas (Fonte: PICKUP

& WILLIAMS, 1997).
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Contudo, outros mecanismos de acdo podem ser descritos para STZ como
geradora de monoxido de nitrogénio e lesbes estruturais das macromoléculas como
DNA, proteinas e fosfolipidios de membranas (ZHAO & REECE, 2005; CUNHA et al.,
2009).

Calderon et al. (1992) padronizaram o modelo do bindmio diabetes e prenhez, e
demonstraram que ratas com diabetes induzido por estreptozotocina, apresentaram
diferentes repercussdes placentarias em funcdo do nivel glicémico. A hiperglicemia
crbnica no meio intra-uterino leva ao esgotamento das células B-pancreaticas, com
producéo reduzida de insulina (ERIKSSON et al., 1980; VERHAEGHE et al., 1989),
além de alteragbes no fluxo uterino-placentario e nas trocas materno-fetais

(CALDERON et al., 1999; DAMASCENO, 2002).

5. Flavonoides

Os flavonoides compdem ampla classe de substancias de origem vegetal, cuja
sintese ndo ocorre nos animais. Entretanto, tais compostos possuem uma serie de
propriedades farmacoldgicas que atuam sobre sistemas bioldgicos de forma benéfica
para o organismo, sendo indicado para tratamento de doencas degenerativas mediadas
por estresse oxidativo (LOPEZ-REVUELTA et al., 2006).

Flavondides sd@o compostos polifenolicos biossintetizados a partir da via dos
fenilpropandides e do acetato, precursores de outros grupos principalmente como
aminoacidos alifaticos e terpendides (MANN, 1987). A quercetina, naringerina e a
rutina s@o os flavondides com maior distribuicdo entre as plantas e com alto poder
antioxidante (MANACH et al., 1997).

Mais de 8.000 flavonoides ja foram identificados (PIETTA, 2000) e sua

estrutura basica consiste em um nucleo fundamental, constituido por quinze atomos de
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carbono arranjados em trés anéis, sendo dois anéis fendlicos substituidos (A e B) e um

pirano (cadeia heterociclica C) acoplado ao anel A (Figura 5).

Figura 5. Estrutura quimica dos flavondides (Fonte: DI CARLO et al., 1999).

Os flavonoides sdo antioxidantes efetivos devido a suas propriedades
sequestrantes de radicais livres e por quelar ions metélicos, protegendo assim as células
dos radicais livres e, portanto, da peroxidacdo lipidica. A propriedade antioxidante €
direcionada sobre o radical hidroxil (*OH) e o anion superéxido (O,), espécies
altamente reativas envolvidas no desencadeamento da peroxidagdo lipidica
(KAHRAMAN et al., 2003).

Além disso, os flavonodides apresentam propriedades estabilizadoras de
membranas, podendo envolver processos do metabolismo intermediario (GALATI et
al., 2002).

Dentre os flavonoides, a quercetina é mais abundante e estd presente
normalmente nos vegetais na forma glicosilada como quercetina-3-rutinosideo
(OLTHOF et al., 2000). Atua como antioxidante ao inibir o processo de formacéo de
radicais livres em trés etapas, iniciacdo — através da interacdo com ions superoxido;
formacdo de radicais hidroxil - por quelar ions de ferro; e na peroxidacao lipidica - por
reagir com radicais peroxi de lipideos (PIETTA et al., 2000; AHLENSTIEL et al., 2003;

BELHIN et al., 2004).
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Além disso, a quercetina sequestra radicais de oxigénio como (*OH e Oy) inibe
a xantina oxidase e a peroxidacdo lipidica. O radical hidroxil e o anion superoxido
promovem dano tecidual por iniciarem a peroxidacdo lipidica (BELHING et al., 2004).
Desta forma, a quercetina pode apresentar atuacéo protetora contra fatores que induzem
0 estresse oxidativo (GREGORY & KELLY, 2011).

A nefropatia diabética, considerada uma das principais responsaveis pelas
complicacdes renais cronicas, foi controlada pela melhora na depuracdo da uréia e da
creatinina na presenca de quercetina, além de aumentar atividade das enzimas
antioxidantes no tecido renal (ANJANEYULU & CHOPRA, 2004).

Estudos realizados por Kahraman et al. (2003) demonstraram que a
administracdo de quercetina em ratos com isquemia/reperfusdo renal, reduziu o nivel
das substancias reativas ao cido tiobarbitdrico, fator de necrose tumoral, bem como o
aumento de glutationa e da atividade das enzimas catalase e superdxido dismutase.

Dias et al. (2005) e Bona (2010) relataram que a quercetina em ratos com
diabetes mellitus tipo 1, preveniu o estresse oxidativo. Enquanto Vessal et al. (2003) e
Mahesh & Menom (2004) observaram efeito hipoglicemiante em animais diabéticos na

presenca de quercetina.

6. Flavondides e aspectos metabolicos

A embriopatia diabética (defeitos no nascimento e abortos espontaneos),
resultante de um ambiente intra-uterino metabolicamente anormal (BUCHANAN &
KITZMILLER, 1994). Embora 0s mecanismos precisos ainda nao estejam bem
esclarecidos, a literatura aponta para aumento na producdo de radicais livres em
resposta ao distirbio metabdlico decorrente do diabetes, sugerindo que o estresse
oxidativo exerce forte influéncia sobre as complicacdes reprodutivas materna e a

patogénese da embriopatia diabética (DAMASCENO et al., 2002; SOUZA et al., 2009).
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Diversos estudos tém demonstrado que a suplementagédo de antioxidantes a ratas
diabéticas, no periodo gestacional, diminui a incidéncia de malformacbes fetais e
reabsorcbes embrionarias, evidenciando normalidade no crescimento e desenvolvimento
embrionario (AL GHAFLI et al., 2004; WENTZEL et al., 2005).

A doenca cardiovascular é a principal responsavel pela reducdo de sobrevida de
pacientes diabéticos, sendo a causa mais frequente de mortalidade, pois apresenta
grande variedade de disturbios vasculares, incluindo infarto do miocardio. Por sua vez,
a dislipidemia é um dos principais fatores de risco para os disturbios cardiovasculares
em pacientes diabéticos (LETHO et al., 1997). As alteracOes lipidicas mais frequentes
na populagdo diabética sdo hipertrigliceridemia, baixo nivel de HDL-colesterol e alto
nivel de LDL-colesterol. Em estudo realizado por Arai et al. (2000) e Silva et al. (2002)
o consumo de flavondides associou-se a baixa incidéncia de aterosclerose, devido a
protecdo de LDL-colesterol contra a lipoperoxidacéo.

A utilizacdo de flavonoides tem despertado interesse na clinica devido aos
efeitos benéficos sobre doencas cardiovasculares. Estudos epidemioldgicos
demonstraram correlagdo inversa entre distarbios cardiovasculares e consumo de dietas
ricas em flavondides. Verificou-se aumento sérico da HDL-colesterol e diminuicdo
tanto na concentragdo sérica de triacilglicerdis como de LDL-colesterol (HERTOG et
al.,, 1992; AHLENSTIEL et al., 2003), além de protegé-las da oxidacdo
(CONSENTINO et al., 1997).

A cardiomiopatia diabética é originada como sendo resultado de complexas
relacbes entre anormalidade metabolicas que acompanham o diabetes e suas
conseqliéncias celulares, levando a alteracbes tanto na estrutura como funcdo

miocardica (BOUDINA & ABEL, 2007).
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Babu & Srinivasan (1995) relataram que pacientes com nefropatia diabética e
com baixa concentracdo sérica de colesterol apresentaram menor grau de leséo renal
comparados aos pacientes com alto nivel sérico de colesterol.

Em outros estudos a concentracdo plasmatica e hepatica de colesterol total e de
triacilglicerdis reduziram, enquanto que o nivel sérico de HDL-colesterol aumentou
com a administracdo de flavondides (BOK et al., 1999; SILVA et al., 2002). Ratos
diabéticos tratados com flavondides apresentaram queda na concentracdo sérica tanto de
colesterol como de triacilglicer6is (MIYAKE et al., 1998; MENEZES et al., 2007) e
reducdo da atividade sérica da aspartato aminotransferase (SANDERS et al., 2001).
Lean et al. (1999) relataram que a concentracdo sérica de albumina, globulinas e de
bilirrubinas ndo alterou nos pacientes diabéticos tratados com dietas ricas em
flavonoides.

A associacdo entre hiperlipidemia e doencas coronarianas esta bem estabelecida
e fundamenta-se principalmente no papel do colesterol no desenvolvimento da
aterosclerose. O acumulo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sobre a
membrana endotelial torna-se fator de risco para a aterosclerose e doencas
cardiovasculares (YOSHIDA et al., 2005). Por outro lado, a fragdo HDL impede este
depdsito, uma vez que atua transportando o excesso de colesterol dos tecidos extra-
hepéticos para o figado (WHITNEY, 1997). Embora a patogénese dessa enfermidade
seja complexa, um dos fatores reside na oxidacdo dos acidos graxos de fosfolipidios da
LDL-colesterol, provocando, desta forma, a endocitose pelos macréfagos presentes na
camada subendotélial, o que contribui para a formacdo de células foam e
consequentemente o desenvolvimento de aterosclerose (BRUCE-CHERTOW, 2004;

GOLDBERG et al., 2008; MATHEUS et al., 2008).
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Supde-se que os flavondides, primeiramente, possam reduzir a geracdo de
radicais livres nos macrofagos ou ainda podem proteger os fosofolipidios estruturais da
LDL contra a oxidagdo provocadas pelos radicais livres. Além disso, podem reduzir a-
tocoferol pela doacdo de atomos de hidrogénio ao radical a-tocoferol; quando este perde
hidrogénio durante a peroxidacdo lipidica (FRANKEL et al., 1993; DORNAS et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2010).

A hiperglicemia observada no diabetes mellitus est4 intimamente relacionada
com distarbios lipidémicos, como aumento da LDL-colesterol e de triacilglicerdis, e
reducdo da HDL-colesterol, elevando o risco de doencas isquémicas cardiovasculares e
cerebrovasculares. Por outro lado, a susceptibilidade da LDL a glicacdo e a oxidacao
parece estar relacionada ao controle glicémico inadequado e pela reducdo no sistema de
defesa antioxidante, observada no diabetes mellitus. Dessa forma, a reducdo da
hiperglicemia é determinante como fator benéfico, pois diminui o estresse oxidativo e
reduz a aterogénese diabética (JOHANSEN et al., 2005; SHAMIR et al., 2007; TIEPPO
et al., 2009).

O reconhecimento celular entre LDL circulante e seu receptor de membrana é
dificultado quando a lipoproteina torna-se glicada no estado diabético. Assim a LDL
glicada pode contribuir para o aumento de risco de desenvolver aterosclerose em
pacientes diabéticos (GHAFFARI & MOJAB, 2007).

Embora ndo ha evidéncias cientificas sobre as repercussGes maternas nas
gestacOes complicadas pelo diabetes, sabe-se que as perinatais sdo claramente
dependentes do controle rigoroso da hiperglicemia materna. Portanto, recomenda-se
maior compreensdo sobre o diabetes e suas complicacGes no periodo gestacional para
que se tenha um planejamento adequado do protocolo terapéutico e avaliacdo criteriosa

dos riscos maternos e perinatais.



36

Desde que as complicagdes cronicas degenerativas do diabetes sdo as principais
causas de elevados indices de mortalidade, o controle destas complicacBes torna-se
essencial. Assim a administracdo de substancias biologicamente ativas como vitaminas,
minerais e antioxidantes se destaca no sentido de diminuir as desordens metabdlicas
ocasionadas no diabetes mellitus (ROGOLIC et al.; 2005; LIRA & DIMENSTEIN et
al., 2010).

Considerando que o estresse oxidativo induzido pela geracédo de radicais livres
mediada pela hiperglicemia, e consequentemente o desenvolvimento do diabetes
mellitus, torna-se evidente que a utilizacdo de antioxidante pode compor uma estratégia
eficiente no sentido de reduzir as complicacdes diabéticas (CERIELLO & MOTZ,
2004)

Atualmente observa-se forte tendéncia na valorizacdo de substancias naturais
para fins terapéuticos na medicina humana. Paralelamente, a ciéncia tem se esforgado
no sentido de desenvolver novas drogas, cada vez mais eficientes e menos toxicas.
Neste panorama, os flavondides tém especial destaque, pois sendo produto de origem
natural vem conquistando numerosos adeptos de sua utilizacdo. Porém, para que estes
compostos possam ser efetivamente utilizados com a finalidade terapéutica, ha
necessidade de estudos, no sentido de manter os niveis normais dos parametros

bioquimicos e possivel controle do estresse oxidativo.
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11.OBJETIVOS

1.0Dbjetivo geral

Avaliar as alteracbes metabdlicas sericas e teciduais em ratas prenhez com

diabetes tipo 1 induzido experimentalmente e tratadas com quercetina.

2. Objetivos especificos

Considerando-se a prevaléncia do diabetes mellitus tipo 1, as complicacGes no

periodo gestacional e as propriedades bioldgicas dos flavondides, 0s objetivos

especificos do presente trabalho foram:

X/
o0

7/
A X4

X4

7/
A X4

Determinar as alteracGes metabolicas do diabetes mellitus tipo 1 induzido por
estreptozotocina, atraveés de parametros nutricionais, biogquimicos séricos e
teciduais;

Evidenciar o efeito do diabetes mellitus tipo 1 sobre o estresse oxidativo;
Analisar os efeitos metabolicos da administracdo de quercetina sobre o0s
parametros nutricionais, bioquimicos séricos e teciduais em ratas prenhez
diabéticas;

Identificar os efeitos da administracdo de quercetina sobre o estresse oxidativo
em ratas prenhez com diabetes mellitus tipo 1 experimental;

Analisar as repercussdes do diabetes mellitus sobre a classificacdo do peso da

prole.
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I1l. MATERIAL E METODOS

1. Animais Experimentais

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica na
Experimentagdo Animal do Instituto de Biociéncias/Universidade Estadual Paulista
(UNESP) — “Campus de Botucatu”, os quais estavam de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal, previstos pelo Colégio Brasileiro na Experimentacéo
Animal (COBEA).

Os animais foram provenientes do Biotério Central da UNESP/“Campus de
Botucatu” e transferidos para o Laboratério de Experimentacdo Animal do
Departamento de Quimica e Bioquimica/IB-UNESP-Botucatu. Foram utilizados 48
ratos (Rattus norvegicus), raca Wistar, sendo 32 fémeas e 16 machos, com peso inicial
em média de 250g, com 73 dias de idade. Os animais foram mantidos em gaiolas de
plasticos, em ambiente com temperatura (25 + 2°C) e fotoperiodo (ciclos 12:12 horas
claro/escuro) controlados.

Os animais receberam agua e racdo comercial (Purina Labina, Campinas-SP) ad
libitum durante o periodo experimental. O controle da ingestdo de agua e de racdo foi

realizado diariamente e a pesagem dos animais efetuada semanalmente.

2. Instalacéo do Experimento

2.1. Inducdo do Diabetes mellitus

O Diabetes mellitus experimental foi induzido nas ratas com aproximadamente
73 dias de idade, através da administracdo intraperitoneal de estreptozotocina, em dose
Unica, na concentracdo de 60 mg/kg de peso corporal. A estreptozotocina foi diluida em

tampdo citrato de sodio 0,1 M pH 4,5 e os animais receberam 1 mL da solucédo
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preparada. Apos 48 horas foram retiradas amostras sanguineas por puncéo da cauda e a
glicemia foi determinada através de glicosimetro (Advantage). As ratas que
apresentaram concentracdo de glicose acima de 220 mg/dL foram consideradas

diabéticas e submetidas ao acasalamento (BABU & SRINIVASAN, 1995).

2.2. Acasalamento

Para 0 acasalamento manteve-se duas fémeas na presenca de um macho, no
horéario das 18:00 horas. A prenhez era verificada no dia seguinte as 7:00 horas. Para
tanto utilizou-se de lavados vaginais colhidos com auxilio de uma pipeta de Pauster
contendo 10uL de solugdo fisiologica a 0,9%. No material colhido era verificado a
presenca de fatores indicativos de prenhez, como, cabecas de espermatozoides e
diagnostico da fase estral. A confirmacdo da prenhez foi indicada como dia gestacional

zero (DG 0), segundo Marcondes et al.(2002).

2.3. Grupos Experimentais

Foram utilizadas 32 ratas prenhez divididas aleatoriamente nos seguintes grupos
experimentais (n=8):
G1= (normais, controle) — ratas normais que receberam racao e agua,;
G2= (normais, tratadas) — ratas normais que receberam quercetina, racdo e agua;
G3= (diabéticas) — ratas diabéticas que receberam ragéo e agua;
G4= (diabéticas, tratadas) — ratas diabéticas que receberam quercetina, racao e agua.

As ratas pertencentes aos grupos G2 e G4 receberam o flavonoide quercetina
(SIGMA. Q-0125), via intragastrica (gavagem), na concentracdo de 50 mg/kg de peso
corporal (FERNANDES et al., 2010), no primeiro dia gestacional (DG 0) e ap6s

intervalos de 7 dias, durante o periodo gestacional (21 dias), segundo Figura 7.
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Inducéo do
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Idade (dias) |73 75
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Periodo gestacional (dias)

Figura 6. Sequéncia experimental

3. Obtencéo das amostras

No final do periodo experimental (21 dias), os animais foram anestesiados
(cloridrato de cetamina 10%, 0,1 mL/100g de peso corporal, i.p.) e sacrificados por
fratura cervical e decapitacdo. O sangue foi coletado e o soro separado por
centrifugacdo a 6000 rpm, por 15 minutos, e utilizado para determinacdo de proteinas
totais, glicose, triacilglicerdis, colesterol total, HDL-colesterol, VLDL-colesterol, LDL-
colesterol, uréia, creatinina e hidroperoxido de lipidio, bem como a atividade da lactato
desidrogenase (LDH — EC 1.1.1.27), da alanina aminotransferase (ALT — EC 2.6.1.2),
da glutationa peroxidase (GSH-Px — EC 1.11.1.9) e da superdxido dismutase (SOD —
EC 1.15.1.1). Apds a retirada do sangue, o figado e o coracdo foram imediatamente
retirados e lavados em solucdo salina (9%). As amostras de aproximadamente 200 mg
de tecido cardiaco e hepédtico foram estocadas em “freezer” a -80°C para as

determinac0es de proteinas totais, glicogénio, triacilglicerois, atividade da LDH e ALT.
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4. Determinacdes séricas

4.1. Determinacao de proteinas totais

Foram determinadas empregando-se o método de Biureto, onde as ligagdes
peptidicas das proteinas reagem com ion cuprico, em meio alcalino, resultando em um
complexo de cor violeta, cuja intensidade é proporcional & concentracdo de proteinas

totais na amostra (MOURA, 1982).

4.2. Determinacéo da concentracao de glicose

A glicose sanguinea, por acdo da glicose-oxidase, € oxidada a acido gliconico e
forma peroxido de hidrogénio. Este peroxido de hidrogénio (H,0,) formado reage por
acdo da peroxidase com 4-aminoanteperina e com 1,4-diclorofenol. Por jungéo
oxidativa forma-se aintipirilquinonimina de cor vermelha. A intensidade de coloragéo €

proporcional & concentracdo de glicose (MOURA, 1982).

4.3. Determinacao da concentracao de triacilglicerois

Os triacilglicerdis foram determinados através de sua hidrdlise enzimética
produzindo glicerol e &cidos graxos. Segundo Soloni (1971), o glicerol oxida-se com
acido perodico e formaldeido, o qual é quantificado colorimetricamente como 3,5

diacetil-1,4 diidrolutidina.

4.4. Determinagéo da concentragéo do colesterol total

O colesterol foi determinado enzimaticamente pela colesterol oxidase com
hidrolise enzimatica prévia dos ésteres, mediante uma lipase. A agua oxigenada,
liberada na oxidacdo produz fenol oxidado e 4-aminofenazona, catalisada pela

peroxidase, com formacdo de quinoneiimina vermelha (MOURA, 1982).
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4.5. Determinacédo da concentracao de HDL-colesterol

As lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade (LDL e VLDL) foram
precipitadas seletivamente pelo acido fosfotungstico. No sobrenadante, separado por
centrifugacdo, encontram-se as lipoproteinas de alta densidade (HDL), onde foi

determinado o colesterol incorporado as mesmas (LOPES-VIRELLA et al., 1977).

4.6. Determinacéo da concentracédo de LDL e VLDL-colesterol
Os valores de LDL e VLDL-colesterol foram obtidos pela equacdo de

Friedewald (COHN & ROTH, 1996).

4.7. Determinacao da concentracdo de creatinina

A creatinina foi determinada segundo método de Folin-Wu, no qual a creatinina
reage com o picrato alcalino em meio tamponado, com prévia desproteinizacdo em
acido picrino, obtendo-se um composto colorido. A reacdo de cor final é tamponada e

segue a lei de Beer até 4 mg/dL (MOURA, 1982).

4.8. Determinagéo da concentracgéo de uréia

A concentragdo de uréia foi determinada enzimaticamente através da urease,
onde houve formagdo do produto final, o azul de idofenol, cuja intensidade de cor
formada é diretamente proporcional & concentragcdo de uréia presente na amostra

(FAWCETT & SCOTH, 1960).

4.9. Determinacdo das atividades da alanina aminotransferase (EC 2.6.1.2) e da
lactato desidrogenase (EC 1.1.1.27)
A atividade da alanina aminotransferase foi determinada segundo técnica de

Wilkinson et al. (1965) e a lactato desidrogenase de acordo com Moura (1982),
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utilizando o método UV otimizado, onde foi medido o consumo de NADH,, que é

proporcional a atividade da enzima (U/L) presente na amostra.

4.10. Determinacdo de hidroperoxido de lipidio

Foi determinado através da oxidacdo do sulfato ferroso amonical (Fe’) na
presenca de alaranjado de xilenol, &cido sulfurico e butilato hidroxitolueno (BHT) em
metanol & temperatuda ambiente. O Fe** formado reagiu com alaranjado de xilenol e
formou cromégeno cuja intensidade de coloracdo foi medida espectrofotometricamente
(JIANG et al., 1991). A concentracdo de hidroperoxido de lipidio foi expressa em

nmol/mL.

4.11. Determinacdo da atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px —EC 1.11.1.9)
A atividade da glutationa peroxidase foi determinada segundo método de
Nakamura et al. (1974), na presenca de perdxido de hidrogénio. A mistura da reacéo foi
preparada com tampdo fosfato de sédio, NADPH,, azida sddica, EDTA, glutationa
reduzida (GSH) e glutationa redutase. Através da oxidacdo do NADPH,, a 340 nm, na
presenca da glutationa redutase, a qual catalisa a reducéo da glutationa oxidada (GSSG),

se determinou a atividade da GSH-Px, expressa em U/mL.

4.12. Determinacao da atividade da superoxido dismutase (SOD —EC 1.15.1.1)

A atividade da superdxido dismutase foi determinada pela técnica de Crouch et
al. (1981), tendo como base a capacidade da enzima inibir a reducdo do nitroblue-
tetrazolico (NBT) por radicais livres gerados pela hidroxilamina em meio alcalino (pH
10). A hidroxilamina gera fluxo de O, do NBT para blue-formazana em temperatura

ambiente. Quando a amostra foi adicionada, a velocidade de redugdo do NBT foi
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inibida, conforme a atividade da SOD na amostra. A atividade da enzima foi expressa

em U/mg de proteinas totais.

5. Determinacdes bioquimicas hepaticas e cardiacas

5.1. Determinacdo da concentracdo de proteinas totais, atividade da alanina
aminotransferase e da lactato desidrogenase

As amostras de 200 mg de tecidos hepatico e cardiaco (ventriculo esquerdo)
foram homogeneizadas em tampédo fosfato de sodio (0,01 M) pH 7,0, e o
homogeneizado centrifugado a 12 000 x g, durante 30 minutos a -4°C (PEREIRA et al.,
1998). O sobrenadante foi utilizado para determinar a concentracdo das proteinas totais
(9/100g de tecido), atividade da alanina aminotransferase (U/gPt), e da lactato
desidrogenase (U/gPt) no tecido cardiaco, através dos mesmos métodos utilizados para

as determinagdes séricas.

5.2. Determinacdo da concentracao de triacilglicerois

Para a determinagdo de triacilglicerois, amostras do tecido hepéatico de
aproximadamente 200 mg foram homogeneizadas em mistura de cloroférmio/metanol
(2:1). O homogeneizado recebeu 4 mL de cloroférmio e 4 mL de agua e foi filtrado, em
seguida as amostras ficaram em repouso durante 24 horas. Apds, o sobrenadante (fase
aquosa) foi retirado com auxilio de uma micropipeta e em seguida, desprezado (BLIGH
& DYER, 1996). Na fracdo restante, se determinou a concentracdo de triacilglicerdis

(mg/g de tecido) através do método utilizado para determinagéo no soro.

5.3. Determinacao da concentracao glicogénio
Na determinacdo do glicogénio, amostras de 200 mg de tecido hepatico e

cardiaco foram homogeneizadas (3000 rpm por 10 minutos) com acido perclérico (0,6
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mol/l). Do sobrenadante se retirou uma aliquota (10 pL) para determinar a concentracao
de glicose inicial e outra de 10 uL, que recebeu amiloglicosidase juntamente com
tampédo acetato de sédio (0,05 M pH 4,5), e se determinou a concentracdo de glicose
final. A concentracdo de glicogénio (mg/g de tecido) foi determinada pela diferenca
entre as concentracdes de glicose final e inicial, segundo Roehrig & Allred (1974). A

concentracédo de glicose foi determinada segundo Moura (1982).

6. Analise da prole

Apbs o procedimento de laparotomia, a prole foi separada e pesada. O peso
corporal foi classificado em relacdo ao peso corporal do grupo controle, em 3 faixas
(SAITO et al., 2010):

% AIP (peso adequado para a idade de prenhez): cujo peso corporal seja
compreendido entra a média mais ou menos 1,7 de desvio padrdo de média do
grupo controle.

“ PIP (pequenos para a idade de prenhez): cujo peso corporal seja inferior a média
menos 1,7 de desvio padrdo da média do grupo controle.

% GIP (grandes para a idade de prenhez): cujo peso corporal seja maior que a

média mais 1,7 de desvio padrédo da média do grupo controle.

7. Andlise Bromatologica da ragao

A analise bromatoldgica da racdo (Purina Labina, Campinas-SP) foi realizada no
Laboratério de Bromatologia - Departamento de Agroindustria, Alimentos e
Nutricéo/Escola Superior de Agricultura®Luiz de Queiroz’/USP — Piracicaba/SP.

As andlises quimicas da composicdo de proteina, lipidios e carboidratos, bem
como de energia metaboliz&vel foram realizadas de acordo com a metodologia indicada

pela Association of Official Analytical Chemists — AOAC (2006). Os valores obtidos
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sdo expressos em kilocalorias (kcal) e gramas para proteina, lipidios e carboidratos, em

100 g de racdo (Tabela 1).

Tabelal. Composicédo centesimal média da ragéo.

Componentes g/100 g Kcal/100g
Proteina 1,14 4,56
Lipidios 3,77 33,93
Carboidratos 85,82 343,28

Valor energético = 381,77 kcal/100 g

8. Parametros nutricionais

Apbs o periodo gestacional determinou os parametros nutricionais considerando

0 consumo alimentar didrio médio, quantidade de energia ingerida, as porcentagens de

proteinas, lipidios e carboidratos e o ganho de peso corporal. Foram calculados de

acordo com BURNEIKO et al. (2006) e EBAID et al. (2006):

7/
A X4

7/
L X4

metabolizavel (kcal/g);

proteinas;

lipidios;

carboidratos.

Energia Ingerida (El; kcal/dia) = consumo médio de racdo X energia

Eficiéncia Alimentar (EA; g/kcal) = ganho de peso corporal (g)/energia ingerida;

Consumo de proteinas (CP; g/dia) = consumo médio de racdo x consumo de

Consumo de lipidios (CL; g/dia) = consumo médio de racdo x consumo de

Consumo de carboidratos (CC; g/dia) = consumo médio de racdo x consumo de
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9. Forma de analise dos resultados — Procedimento estatistico
Para as variaveis bioquimicas e nutricionais estudadas foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado com 4 tratamentos e 8 repeticGes, segundo

esquema da andlise de variancia (ANOVA):

C.V. G.L.
Tratamentos 3
Residuo 29
Total 32

O nivel de significancia adotado para as anélises estatisticas foi de 5% de
probabilidade e as estatisticas F foram significativas quando p<0.05. Foi utilizado Teste
de Tukey para a comparacao entre as médias dos grupos (ZAR, 1996). Para a analise da
classificacdo da prole foi utilizado o teste de Goodman, que permite a comparagéo de

proporcoes entre os grupos (CURI & MORAES, 1981).



IV. RESULTADOS

Tabela 2. Resultados médios obtidos para o ganho de peso corporal, consumo
alimentar, consumo de &gua, concentracdo sérica de glicose, para 0s

diferentes grupos experimentais.

Ganho de peso Consumo Consumo de
GRUPOS corporal alimentar agua Glicose
9) (g/dia) (mL/dia) (mg/dL)
Gl 12711+1282c  2641+305a 4304+515a  11093+2158a
G2 137,57 £ 15,77 c 29,08 +280ab 4598+390a 110,69 £ 9,80 a
G3 63,84 + 27,07 a 50,85+3,90¢c 255,85+40,02c 309,2+£56,26 C
G4 88,83+ 13,46 Db 35,74+7,90b 121,85+50,21b 163,71 +41,00b

Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas

significantes entre os grupos (p<0.05). G1= controle; G2= quercetina; G3= diabéticas;
G4= diabéticas + quercetina.
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Figura 7. Resultados médios obtidos para o ganho de peso corporal (g) para 0s
diferentes grupos experimentais.

Através da Tabela 2 e Figura 7 verifica-se que ratas prenhez diabéticas tratadas

com quercetina (G4) apresentaram maior (p<0.05) ganho de peso corporal em relacao as

ratas prenhez diabéticas ndo tratadas (G3). No entanto, esses valores demonstraram-se
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diminuidos (p<0.05) em relacdo aos obtidos pelos grupos controle (G1) e controle

tratado (G2), os quais ndo diferiram entre si.
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Figura 8. Resultados médios obtidos para o consumo alimentar (g/dia) para 0s
diferentes grupos experimentais, na Gltima semana analisada.

As ratas prenhez diabéticas (G3) apresentaram maior (p<0.05) consumo
alimentar, comparativamente aos demais grupos. A administracdo da quercetina reduziu
(p<0.05) a quantidade de racdo ingerida em ratas prenhez diabéticas e apresentou
valores proximos ao obtido pelas ratas prenhez ndo diabéticas que receberam apenas
quercetina (G2), porém ndo demonstrou queda em relacdo ao grupo controle (G; -

Tabela 2; Figura 8).
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Figura 9. Resultados médios obtidos para o consumo de agua (mL/dia) para os

diferentes grupos experimentais, na Gltima semana analisada.

Na Tabela 2 e Figura 9, pode-se observar que o consumo de dgua aumentou de

forma significativa em ratas prenhez diabéticas ndo tratadas (G3). Embora o tratamento

com a quercetina tenha diminuido (p<0.05) a quantidade de agua ingerida em animais

diabéticos, ndo foi suficiente em reduzir a valores proximos aos obtidos para os animais

dos grupos G1 e G2.
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Figura 10. Resultados médios obtidos para a concentracdo sérica de glicose (mg/dL),

para os diferentes grupos experimentais.
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Ratas prenhez diabéticas (G3) apresentaram aumento (p<0.05) na concentracdo
sérica de glicose, em relacdo aos demais grupos. No entanto, ao receberem quercetina
(G4), demonstraram reducédo significante (p<0.05) na glicemia, porém com valores
superiores aos obtidos para G1 e G2 (Tabela 2; Figura 10).

Tabela 3. Resultados medios obtidos para Energia Ingerida (El; kcal/dia), Eficiéncia
Alimentar (EA; g/kcal), consumo de proteinas (CP; g/dia), lipidios (CL;

g/dia) e carboidrato (CC; g/dia) nos diferentes grupos experimentais.

PARAMETROS GRUPOS

NUTRICIONAIS Gl G2 G3 G4
'El (kcal/dia) ~ 100,62+11,62a 11353+10,69ab 193,74+14,85¢c 136,16+30,12b
EA (g/kcal) 1,27+0,011a  1,22+0,14a 0,32+0,012b  0,69+0,20c

CP (g/dia) 0,30+0,03a  0,34:0,03ab  0,58+0,04c  0,41+0,09b

CL (g/dia) 1,00¢0,12a  1,12+¢0,10ab  1,92+0,35¢c  1,35+0,29b

CC (g/dia) 22,6612,62a  2557+2,40ab  43,64+351c  30,67+6,78b

Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas
significantes entre os grupos (p<0.05). G1= controle; G2= quercetina; G3= diabéticas;
G4= diabéticas + quercetina.
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Figura 11. Resultados médios obtidos para a energia ingerida (kcal/dia) e eficiéncia

alimentar (g/kcal) para os diferentes grupos experimentais.
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Os resultados obtidos para os parametros nutricionais estdo expostos na Tabela
3. A energia ingerida apresentou elevacdo (p<0.05), enquanto a eficiéncia alimentar foi
menor nas ratas prenhez diabéticas nédo tratadas (G3). Resultados opostos se observa
com a administracdo de quercetina nos animais diabéticos (G4). Nao foram observadas

alteracdes significantes nestes parametros entre G1 e G2 (Figura 11).
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Figura 12. Resultados médios obtidos para o consumo de proteinas (g/dia), para 0s

diferentes grupos experimentais.
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Figura 13. Resultados médios obtidos para o consumo de lipidios (g/dia), para os

diferentes grupos experimentais.
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Consumo de carboidratos
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Figura 14. Resultados médios obtidos para o consumo de carboidratos (g/dia), para 0s
diferentes grupos experimentais.

As ratas diabéticas sem tratamento (G3), apresentaram valores superiores
(p<0.05) para consumo de proteinas, carboidratos e lipidios, quando comparados aos
demais grupos. Ao passo que animais pertencentes a G4, apresentaram diminuicdo
nestes parametros, 0s quais atingiram valores proximos aos observados (p>0.05) para o

grupo controle G2 (Tabela 3; Figura 12,13 e 14).
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Tabela 4. Resultados médios obtidos para a concentracdo sérica de colesterol total,
LDL- colesterol, VLDL-colesterol, triacilglicerdis e HDL-colesterol, para 0s

diferentes grupos experimentais.

Colesterol Triacil- LDL- VLDL- HDL-
GRUPOS total glicerois colesterol colesterol colesterol
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

Gl 10056+1132a 12954+1023a 36,93:+9,49a  2598+1,98a 37,647,508
G2 118,08+27,82a 133,21420,12a 41,32+49.98a  26,64+4,02a  38,02+6,21a
G3  227,82#30,43b 217,44+16,33c 145,31329,69b 42,5:t1,96b  34,79+6,03a
G4  132,02432,93a 191,29+19,69b 40,66+17,24a  38,25+3,93b  35,91+13,90a

Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas
significantes entre os grupos (p<0.05). G1= controle; G2= quercetina; G3= diabéticas;
G4= diabéticas + quercetina.
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Figura 15. Resultados medios obtidos para a concentragdo sérica de colesterol total

(mg/dL), para os diferentes grupos experimentais.
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Figura 16. Resultados médios obtidos para a concentragdo sérica de triacilglicerois
(mg/dL), para os diferentes grupos experimentais.

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos para o perfil lipidico sérico nos

grupos experimentais. Ratas diabéticas ndo tratadas (G3) apresentaram maior (p<0.05)

concentracdo sérica de colesterol total e de triacilglicerdis, enquanto que o tratamento

com quercetina reduziu (p<0.05) em animais diabéticos (G4) (Figura 15 e 16).
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Figura 17. Resultados médios obtidos para a concentracdo sérica de LDL-colesterol

(mg/dL), para os diferentes grupos experimentais.
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A administracdo da quercetina em animais diabéticos (G4) apresentou queda
(p<0.05) nos niveis de LDL-colesterol, com valores similares aos dos grupos G1 e G2

(Tabela 4; Figura 17).
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Figura 18. Resultados médios obtidos para a concentracdo sérica de VLDL-colesterol

(mg/dL), para os diferentes grupos experimentais.
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Figura 19. Resultados médios obtidos para niveis séricos de HDL-colesterol (mg/dL),
para os diferentes grupos experimentais.

N&o foram observadas alteragdes significantes na concentragdo de VLDL-

colesterol entre G3 e G4, os quais apresentaram valores superiores em relacdo aos

demais grupos. Quanto a concentracdo sérica de HDL-colesterol, ndo houve diferencas

(p>0.05) entre os grupos experimentais (Tabela 4; Figura 18 e 19).
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Tabela 5. Resultados médios obtidos para a atividade da alanina aminotransferase
(ALT) sérica e hepatica, e da lactato desidrogenase (LDH) sérica e cardiaca,

para os diferentes grupos experimentais.

SORO FIGADO CORACAO
GRUPOS ALT (U/L) LDH (U/L) ALT (U/gPt)  LDH (U/gPt)
G2 79,88+ 7,09a 08,38+12,32a  123,69+12,41b  102,93+28,41a
G3 207,87+20,20c  188,84+26,59b 152,01+ 26,24c  149,79+18,20b
G4 151,62+36,04b  90,36+19,08a  106,77+22,38b  95,35+20,81a

Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas
significantes entre os grupos (p<0.05). G1= controle; G2= quercetina; G3= diabéticas;
G4= diabéticas + quercetina.
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Figura 20. Resultados médios obtidos para a atividade sérica de alanina

aminotransferase (U/L), para os diferentes grupos experimentais.
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Figura 21. Resultados médios obtidos para a atividade sérica de lactato desidrogenase
(U/L), para os diferentes grupos experimentais.

A atividade sérica de alanina aminotransferase (ALT) e de lactato desidrogenase
(LDH) aumentou de forma significante em ratas prenhez diabéticas (G3),
comparativamente aos demais grupos, ao passo que as ratas diabéticas ao receberem
quercetina demonstraram reducao (p<0.05) na atividade sérica tanto de ALT quanto de
LDH, sendo que os valores obtidos para a LDH néo diferiram (p>0.05) entre 0s grupos

Gl e G2 (Tabela 5; Figuras 20 e 21).
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Figura 22. Resultados médios obtidos para a atividade hepatica de alanina

aminotransferase (U/gPt), para os diferentes grupos experimentais.
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Figura 23. Resultados médios obtidos para a atividade cardiaca de lactato
desidrogenase (U/gPt), para os diferentes grupos experimentais.

A atividade hepatica de ALT foi maior (p<0.05) nas ratas diabéticas (G3) e
aquelas diabéticas tratadas com quercetina, mas nao diferiram de G2 (Tabela 5, Figura
22). O tratamento com a quercetina em animais submetidos a estreptozotocina reduziu
(p<0.05) a atividade de LDH no tecido cardiaco, comparativamente aquelas diabéticas
nao tratadas, porém nao diferiu dos grupos G1 e G2 (Tabela 5; Figura 23).

Tabela 6. Resultados médios obtidos para a concentra¢do sérica de uréia e creatinina,

para os diferentes grupos experimentais.

Uréia Creatinina
GRUPOS
(mg/dL) (mg/dL)
Gl 58,54+6,55a 0,99+0,29a
G2 56,67+10,49a 1,10+0,13ab
G3 126,58+19,75b 2,67+0,29c
G4 69,54+8,14a 1,47+0,38b

Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferengas
significantes entre os grupos (p<0.05). G1= controle; G2= quercetina; G3= diabéticas;
G4= diabéticas + quercetina.
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Figura 24. Resultados médios obtidos para niveis séricos de uréia (mg/dL), para os
diferentes grupos experimentais.

A concentracdo sérica de uréia apresentou-se aumentada (p<0.05) em ratas

diabéticas ndo tratadas (G3); enquanto aquelas expostas a estreptozotocina que

receberam quercetina (G4) apresentaram diminuicdo no nivel sérico de uréia, o qual nao

diferiu estatisticamente dos grupos G1 e G2 (Tabela 6; Figura 24).
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Figura 25. Resultados médios obtidos para niveis séricos de creatinina (mg/dL), para 0s
diferentes grupos experimentais.

Em relacdo a concentracdo sérica de creatinina, o tratamento com a quercetina

em animais submetidos ao diabetes experimental (G4) provocou queda significante

neste parametro, mas nao atingiu valores proximos aqueles obtidos para o grupo



64

controle (G;). Por outro lado, ndo foi possivel verificar variacdes significantes entre os

grupos G2 e G4 (Tabela 6; Figura 25).

Tabela 7. Resultados médios obtidos para a concentracdo de glicogénio hepético e
cardiaco, de triacilglicerol hepatico e de proteinas totais hepaticas e

cardiacas, para os diferentes grupos experimentais.

FIGADO CORACAO
) ) Triacilgli- Proteinas ) ) Proteinas
GRUPOS Glicogénio B _ Glicogénio )
(mg/g) cerdis totais (mglg) totais
mag/g mag/g
(mg/g) (9/100g) (9/100g)

Gl 59,84+5,28b  18,77+3,23a  34,85+5,02b 47,37+3,65b  18,23+3,60b
G2 53,2416,64b  20,57+5,64a  34,68+4,18b 40,69+7,20b  19,06+2,51b
G3 35,98+6,03a  22,34+4,57a  27,74+3,73a 33,35+3,26a  14,46%1,33a
G4 51,47+7,24b  17,6146,19a  36,59+6,49b 43,34+£5,25b  17,79+1,05b
Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas

significantes entre os grupos (p<0.05). G1= controle; G2= quercetina; G3= diabéticas;
G4= diabéticas + quercetina.
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Figura 26. Resultados medios obtidos para a concentracdo hepéatica de glicogénio

(mg/g), para os diferentes grupos experimentais.
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Figura 27. Resultados meédios obtidos para a concentragdo cardiaca de glicogénio
(mg/g), para os diferentes grupos experimentais.

O tratamento com a quercetina em ratas prenhez diabéticas foi eficiente em
aumentar, de forma significativa (p<0.05) os niveis hepaticos e cardiacos de glicogénio,
permanecendo com valores préximos aos obtidos para os grupos controles (G1=G,=Gy).
Por outro lado, a concentracdo de glicogénio em animais diabéticos (G3), apresentou-se
diminuida (p<0.05) tanto no figado como no coracédo, em relacdo aos demais grupos, 0s

quais ndo diferiram entre si (Tabela 7; Figuras 26 e 27).
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Figura 28. Resultados médios obtidos para a concentracdo hepatica triacilglicerois

(mg/g), para os diferentes grupos experimentais.
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De acordo com a Tabela 7 e a Figura 28, verifica-se que a concentracdo de
triacilglicerois no tecido hepatico ndo apresentou alteracGes significantes entre os

grupos (p>0.05; G1=G2=G3=G4).
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Figura 29. Resultados médios obtidos para a concentracdo hepatica de proteinas totais

(9/1009), para os diferentes grupos experimentais.
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Figura 30. Resultados médios obtidos para a concentracdo cardiaca de proteinas totais
(9/1009), para os diferentes grupos experimentais.

A concentracgdo de proteinas tanto no tecido hepatico como no tecido cardiaco de

animais ndo tratados (G3) apresentou-se diminuida (p<0.05) em relagdo aos demais

animais. Enquanto que os animais diabéticos tratados com a quercetina (G4)
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demonstraram aumento significante no conteddo de proteinas hepaticas e cardiacas.

Sendo que estes valores nédo diferiram (p>0.05) de G1 e G2 (Tabela 7; Figura 29 e 30).

Tabela 8. Resultados medios obtidos para a concentracdo sérica de proteinas totais,
hidroperdxido de lipidio (HP), atividade sérica da glutationa peroxidase
(GSH-Px) e da superdxido dismutase (SOD), para os diferentes grupos

experimentais.

Proteinas Hidroperoxido Gutationa Superoéxido
GRUPOS totais de lipidio peroxidase dismutase
(g/dL) (nmol/mL) (U/mL) (U/mgPt)
G2 9,33+0,87c 7,10+0,91ab 120,36+9,88c 11,5+2,53a
G3 5,02+0,72a 9,84+0,78c 80,21+3,32a 9,94+2 61a
G4 6,62+1,02b 7,99+0,88b 111,66+3,32b 12,35+2,58a

Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significativas entre os grupos
(p<0.05). Médias = Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam
diferencas significantes entre os grupos (p<0.05). G1= controle; G2= quercetina; G3=
diabéticas; G4= diabéticas + quercetina.
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Figura 31. Resultados médios obtidos para a concentracdo sérica de proteinas totais
(g/dL), para os diferentes grupos experimentais.
Os resultados obtidos para os niveis de proteinas totais seéricas indicam

diminuicao (p<0.05) para as ratas diabéticas que ndo receberam o tratamenro (G3), ao
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passo que a administragdo da quercetina aumentou (p<0.05), porém mesmo com a

elevacdo, os valores foram menores (p<0.05) aqueles obtidos para G1 e G2 (Tabela 8;

Figura 31).
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Figura 32. Resultados médios obtidos para a concentracdo sérica de hidroperoxido de
lipidio (nmol/mL), para os diferentes grupos experimentais.

A Tabela 8 demonstra os parametros do estresse oxidativo entre os diferentes
grupos. As concentracdes séricas de hidroperoxido de lipidio estiveram elevadas
(p<0.05) em animais expostos a estreptozotocina (G3), em relacdo aos demais grupos.
A suplementacdo com a quercetina, no entanto, diminuiu (p<0.05) a geracdo de

hidroperdxido de lipidio em ratas diabéticas (G4 — Figura 32).
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Figura 33. Resultados médios obtidos para a atividade sérica de glutationa peroxidase
(U/mL), para os diferentes grupos experimentais.

A atividade sérica de glutationa peroxidase mostrou-se diminuida no grupo
diabético ndo tratado (G3), diferindo dos demais grupos (G1, G2 e G4). No entanto,
ratas diabéticas tratadas (G4) apresentaram elevacdo na atividade de glutationa
peroxidase, porém sem atingir resultados proximos (p<0.05) aos obtidos pelos animais

do grupo controle (Figura 33).
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Figura 34. Resultados médios obtidos para a atividade sérica de superoxido dismutase

(U/mgPt), para os diferentes grupos experimentais.



Quanto a atividade sérica da superdxido dismutase, observa-se que ndo houve

diferencas significantes (p>0.05) entre os grupos, podendo inferir que a quercetina ndo

alterou a atividade desta enzima antioxidante (Figura 34).
Tabela 9. Resultados meédios obtidos para a o peso da prole e porcentagem de fetos

pequenos (PIP), adequados (AIP) e grandes (GIP) para a idade de prenhez,

para os diferentes grupos experimentais.

AIP PIP GIP

GRUPOS  PESO (g) % (n%) % (n%) % (n%)
Gl 4,16 +0,81b 98,9 (88) b 11(1)a 0,0 (0)a
G2 4,47 +0,64b 97,9 (92) b 0,0 (0) a 21(2)a
G3 2,85+0,99 a 64,3 (45) a 35,7 (25) b 0,0 (0)a
G4 2,87+0,64a 65,8 (52) a 34,2 (27) b 0,0 (0)a

Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significativas entre os grupos
(p<0.05). Médias = Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam

diferencas significantes entre 0s grupos (p<0.05). G1= controle; G2= quercetina; G3=
diabéticas; G4= diabéticas + quercetina.
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Figura 35. Resultados médios obtidos para o peso da prole (g), para os diferentes

grupos experimentais.
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Figura 36. Resultados obtidos para porcentagem de fetos pequenos (PIP), adequados
(AIP) e grandes (GIP) para a idade de prenhez, para os diferentes grupos
experimentais.

Analisando a Tabela 9 e a Figura 35 verifica-se que a prole de mées diabéticas

(G3 e G4), apresentou diminuicdo no peso corporal (p<0.05), bem como maiores

porcentagens de filhotes (p<0.05) classificados como pequenos para a idade de prenhez

(P1P), comparativamente a prole dos pertencentes aos grupos G1 e G2 (Figura 36).
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V. DISCUSSAO

A gestacdo induz alteragdes metabdlicas e fisiologicas no organismo materno no
sentido de garantir o desenvolvimento normal do fetal. O metabolismo adapta-se para
fornecer nutricio e oxigenacdo adequadas a wunidade fetoplacentaria em
desenvolvimento. Desde que a adaptacdo hormonal na gravidez apresenta caracteristicas
diabetogénicas, naquelas portadoras de diabetes pré-gestacional, tais caracteristicas
tornam-se ainda mais complexas e diversificadas (BRAGA, 2002).

Apos a injecdo de estreptozotocina (STZ) ratas prenhez diabéticas ndo tratadas
(G3) desenvolveram sintomas classicos de diabetes mellitus insulino dependente (tipo
1), ou seja, maior ingestdo hidrica (polidipsia), aumento de consumo alimentar
(polifagia) e hiperglicemia. Resultados semelhantes foram observados por Volpato et al.
(1999), Vessal et al. (2003), Spadotto (2007) e Sinzato (2009), indicando a acdo
diabetogénica da estreptozotocina.

A utilizacdo da estreptozotocina constitui um modelo para induzir diabetes
mellitus insulino dependente (tipo 1) em animais experimentais, pois atua seletivamente
sobre as células B-pancreaticas (KIRSTEN et al., 2010) que contém transportadores de
glicose GLUT-2 (ELSNER et al.,, 2000), destruindo-as. Alguns mecanismos sao
propostos para explicar a citotoxicidade produzida pela STZ. A alcalinizacdo do DNA
celular e subsequente ativacio da poli-ADP ribose sintetase causam deplecdo de NAD*
nas células pancreéticas, com subsequente reducéo no nivel de ATP e posterior inibicdo
da sintese e secrecdo da insulina (BENNETT & PEGG, 1981; BOLZAN & BIANCHI,
2002). Por outro lado, evidéncias indicam que a geracdo de radicais livres pode
apresentar papel essencial no efeito diabetogénico da STZ (TAKASU et al., 1991;

SILVA etal., 2011).
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Embora tenha havido aumento tanto no consumo alimentar como na energia
ingerida, as ratas diabéticas (G3) apresentaram menor ganho de peso corporal,
resultando em menor eficiéncia alimentar.

A perda de peso corporal € uma das manifestacbes mais comuns do diabetes
mellitus tipo 1 e pode ser resultado tanto da degradacdo excessiva de proteinas como da
elevada lipdlise (DELVIN, 2007).

Estas observacdes foram relacionadas a condi¢cBes metabolicas especiais dos
animais diabéticos, que sdo incapazes de utilizar a glicose adequadamente como
substrato metabolico tecidual para producdo de energia. De forma compensatoria
oxidam &cidos graxos provenientes da mobilizacdo de triacilglicerdis armazenados no
tecido adiposo (lipolise). Além disso, ocorre catabolismo oxidativo de proteinas
estruturais, especialmente as musculares, desta forma, ha fornecimento de esqueleto
carbonico dos aminoacidos que podem ser tanto oxidados, para gerar energia, como
direcionados para a gliconeogénese — processo inibido pela insulina (ORSOLIC et al.,
2011).

O aumento no consumo alimentar pode ser devido & indisponibilidade de
moléculas de glicose no meio intracelular, e também pela eliminacdo excessiva de
glicose através da urina (glicosuria). Esta condigdo priva o organismo de consideravel
parte das calorias ingeridas através da dieta (ARDUINO, 1980).

A ingestdo de agua foi elevada em ratas diabéticas ndo tratadas, devido a diurese
intensa (DELVIN, 2007), uma vez que a concentracdo de glicose no filtrado glomerular
estd aumentada, em decorréncia da hiperglicemia.

No diabetes tipo 1 a hiperglicemia pode ser devido a baixa utilizacdo periférica
da glicose, e anormalidades observadas no metabolismo da glicose, principalmente

ativacdo tanto da gliconeogénese como da glicogenolise hepatica. Desta forma, o figado
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passa a exportar quantidade excessiva de glicose para a corrente sanguinea (BARTH et
al, 2007). Outros fatores podem contribuir para a elevacdo da concentracao sérica de
glicose como a alta ingestdo alimentar observada em ratas prenhez diabéticas nao
tratadas (Tabela 2; Figuras 8 e 10).

O aumento na ingestdo alimentar levou ao aumento nos parametros nutricionais,
tais como, ingestdo energética, consumo de carboidratos, lipidios e proteinas nas ratas
prenhez diabéticas (G3).

A administracdo da quercetina em ratas prenhez diabéticas (G4) apresentou
aumento no ganho de peso corporal, além de reduzir tanto 0 consumo alimentar como a
ingestdo hidrica e a glicemia. Estes resultados sdo consistentes com Coskun et al.
(2005), Kobori et al., 2009, Khaki et al., (2010) ao reportarem o efeito benéfico da
administragdo da quercetina em ratos diabéticos. Além disso, a quercetina diminuiu a
energia ingerida e aumentou a eficiéncia alimentar nas ratas prenhez expostas ao efeito
da STZ.

A melhora dos pardmetros acima mencionados, na presenca do flavondide
quercetina, pode ser atribuida a sua habilidade em promover maior controle do estado
hiperglicémico, como tem sugerido Orsolic et al. (2011).

Neste contexto, Youl et al. (2010) e Gregory & Kelly (2011) relataram que
flavonoides normalizaram o teste de tolerancia a glicose por preservar a integridade e
funcdo das células B-pancreaticas contra os danos oxidativos.

O potencial antioxidante da quercetina pode ser atribuido a varios elementos
estruturais, como: presenca de hidroxilas em posi¢do orto no anel B - grupo catecol,
dupla ligacdo entre 0 C2 e C3 e hidroxilas substituidas em C3 e C4 em proximidade
com a carbonila em C4 (SILVA et al., 2002; MACHADO et al., 2008; LOA et al.,

2009).
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Assim a atividade antioxidante dos flavondides pode ser consequéncia das suas
propriedades de Oxido-reducdo, as quais desempenham importante papel na
neutralizacido de ERO (DEGASPARI & WASZCZYNSKYJ, 2004). Dessa forma, 0s
flavonoides demonstram eficiéncia contra moléculas oxidantes envolvidas na oxidagéo
e diminuicdo dos danos tanto sobre a estrutura do DNA como de &cidos graxos dos
fosfolipidios das membranas celulares (MARCHAND, 2002). Portanto, flavonoides
podem preservar aintegridade das células B-pancreéticas e permitir a sinteses e secrecao
de insulina e consequentemente a queda na concentracdo sérica de glicose.

Por outro lado, Fernandes et al. (2010) sugeriram que o efeito benéfico do
flavondide rutina sobre o nivel glicémico em ratos diabéticos, pode ocorrer por um
mecanismo independente de insulina, com atuacdo extra-pancreatica, na qual a
utilizacdo de glicose em tecidos extra-hepaticos é estimulada, uma vez que ndo houve
alteracdo no nivel de insulina.

Estudos epidemiol6gicos sugeriram que 0S compostos com propriedades
antioxidantes podem diminuir as complica¢des do diabetes mellitus, ao reduzir o nivel
sérico de glicose, atraveés da manutencdo do equilibrio entre a produgdo de ERO e a
atividade de enzimas antioxidantes, evitando, desta forma, o estresse oxidativo
(FORBES et al., 2008).

Segundo Kamalakkannan & Prince (2006), ratos diabéticos suplementados com
flavonoides apresentaram melhor controle da hiperglicemia e maior protecdo contra
peroxidacao lipidica induzida pela estreptozotocina.

Em estudo realizado por Kim et al. (2011) revelou que a quercetina preveniu 0s
danos oxidativos em ratos diabéticos, resultando em aumento na secrecdo de insulina.

Ishida et al. (2004) sugeriram que a reducdo do estresse oxidativo poderia preservar as
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células B-pancreaticas, assim, aumentar a utilizacdo da glicose pelos tecidos periféricos
e consequentemente maior controle glicémico.

Neste sentido, Kaneto et al. (2005) indicaram que o0 tratamento com
antioxidantes exercem efeito benéfico sobre o diabetes ao preservar a estrutura do
RNAmM, de modo a garantir a expressao génica para a sintese da insulina.

Existe uma relagéo estreita entre dietas ricas em flavonoides e o metabolismo de
glicose. Os flavonodides ao promoverem a entrada de glicose na célula, aumentam a
atividade de enzimas glicoliticas e glicogénicas - elevando tanto a oxidacdo como o
depdsito de glicose — e a0 mesmo tempo reduzem a atividade de enzimas envolvidas
tanto na gliconeogénese como na glicogendlise (SARKHAIL et al., 2007), além de
inibir a glicose-6-fosfatase no figado.

Portanto, a melhora no ganho de peso corporal, no consumo de racao e ingestéo
hidrica observados nas ratas prenhez diabéticas tratadas com a quercetina pode estar
relacionada a restauragdo da integridade das células B-pancreéticas, demonstrando,
portanto atividade hipoglicemiante.

Estudos demonstraram que a dislipidemia é considerada fator de risco
importante na prevaléncia de eventos cardiovasculares relacionados principalmente a
aterosclerose (ANDERSON et al., 1997). As consequéncias da doenca vascular
aterosclerética constituem-se uma das principais causas de morbimortalidade a
pacientes diabéticos. Contudo doencas coronarianas constituem forte contra-indicacédo
para mulheres diabéticas, no periodo gestacional e pode ser ainda preditor para
interrupcédo da gravidez (GOLBERT & CAMPQS, 2008).

No presente estudo, ratas prenhez com diabetes mellitus tipo 1 (G3)
demonstraram hiperlipidemia, ou seja, aumento na concentracdo serica de colesterol

total, triacilglicerideos, LDL-colesterol e VLDL-colesterol (Tabela 4; Figuras 15 a 18).
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Estes resultados sdo consistentes com Gleissner et al. (2006), ao observarem alteracdes
no perfil lipidico sérico, com tendéncia aterogénica, em condigdes diabéticas.

Dano cardiovascular pode ser também consequéncia do aumento na producéo de
ERO (DROGE, 2002). Neste sentido, tem sido proposto que produtos da
lipoperoxidacéo, principalmente aldeido, sdo capazes de reagir com particulas de LDL-
colesterol, promovendo a oxidagdo dos fosfolipidios e da apolipoproteina Bigo,
modificando sua estrutura e, desta forma dificultando o reconhecimento celular e
captacao por receptores (NOUROOZ & ZADEH et al., 1996).

Neste contexto, estudos demonstraram a correlacdo da existéncia entre dislipidemia
e hiperglicemia em ratos diabéticos (MATHEUS et al., 2008; TABATABAEI et al., 2008).
E indicaram, que a hiperglicemia cronica resulta em maior oxidacdo e glicacdo da
lipoproteina LDL-colesterol, a qual tornam-se mais densa e, portanto aterogénica, devido a
pouca afinidade por seu receptor de membrana, permanecendo retidas na circulacéo
sanguinea (CASTRO et al., 2005).

Sanchez-Vera et al. (2007) sugeriram a associacao positiva entre hiperglicemia e
aumento tanto de colesterol total como de LDL-colesterol (SANCHEZ-VERA et al.,
2007).

Desde que a estreptozotocina promove citotoxicidade as células -pancreéticas e
gera radicais livres (TABATABAEI et al., 2008), pode-se inferir que as ratas do grupo
G4 estiveram inseridas num contexto de fatores metabolicos, que provavelmente
favoreceram o desenvolvimento de complicaces cardiovasculares, tendo o nivel de
colesterol total e de LDL-colesterol elevado nestes animais.

Valastyan et al. (2008) relataram que LDL glicadas ou oxidadas apresentam
baixa especificidade com seu receptor de membrana, 0 que poderia prejudicar a

endocitose e a internalizacdo da lipoproteina na célula.
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O acumulo de LDL modificada (glicada e/ou oxidada) apresenta efeitos pro-
aterogénicos, tendo inicio o processo inflamatorio local, que consiste em uma série de
eventos como toxicidade as células endoteliais, recrutamento de monocitos, baixa
mobilidade de macrofagos e, consequentemente, o surgimento de células de foam e
aterosclerose (MATHEUS et al., 2008).

Ratas diabéticas tratadas com quercetina (G4) apresentaram queda na
concentracdo sérica de colesterol total e de LDL-colesterol, a valores proximos aos
obtidos para os animais do grupo controle (Tabela 4; Figura 15 e 17).

Hé& evidéncias na literatura que flavondides apresentam efeito hipolipidémico.
Assim, Ricardo et al. (2001) e Dornas et al., (2007) ao realizarem estudos com 0s
flavonoides, naringenina e rutina, verificaram reducdo no nivel sérico de colesterol em
ratos hiperlipidémicos.

Contudo, Knekt et al. (2004) relataram que o decréscimo na concentracdo sérica
de LDL-colesterol pode ter ocorrido devido a elevacdo no catabolismo da VLDL-
colesterol, precussor de LDL-colesterol, na presenca de flavonoides.

A capacidade de elevar a excrecdo de sais biliares e a inibicdo da atividade da
HMG-CoA redutase, sdo dois mecanismos de acdo que podem ser atribuidos aos
flavonoides para explicar seu efeito benéfico sobre o metabolismo lipidico (NAGEM et
al., 2001).

Neste contesto, Khera & Mcguire (2005) relataram a importancia de diminuir a
atividade da HMG-CoA redutase como terapéutica, no sentido de minimizar a
dislipidemia, fator relevante nos distlrbios cardiovasculares, verificados em paciente

diabéticos.
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Supdem-se que os flavonodides, além de reduzirem a geragédo de radicais livres,
podem regenerar o o -tocoferol reduzindo-o ao doar atomos de hidrogénio (DORNAS et
al., 2007).

A administracdo de quercetina esteve associada com a reducdo da placa
aterosclerotica em animais alimentados com dieta rica em lipidios (JUZWIAK et al.,
2005).

Shamir et al. (2007) ressaltaram que o controle glicémico adequado nos
diabéticos foi fundamental para diminuir o nivel plasmatico de colesterol total e de
LDL-colesterol.

Desta forma, pode-se indicar o efeito anti-aterogénico da quercetina, pela
capacidade em reduzir a dislipidemia no estado diabetogénico. Neste caso, a glicagdo
das particulas de LDL-colesterol poderia estar inibida, assim como a formacdo de
produtos pro-aterogénicos, uma vez que a quercetina promoveu maior controle
glicémico.

De acordo com a Tabela 4 e Figura 18, pode-se verificar que a concentracdo
sérica de VLDL-colesterol e de triacilglicerois elevaram-se em ratas prenhez expostas a
estreptozotocina (G3).

O catabolismo das lipoproteinas VLDL-colesterol e quilomicrons, nos tecidos
adiposo e musculares envolve a atividade da lipase lipoprotéica, enzima dependente de
insulina (VALASTYAN et al.,, 2008). Assim, a diminuicdo da atividade da lipase
lipoproteica, contribui para manter alta a concentracdo de VLDL-colesterol (ROSS,
1999).

A gravidez normal associa-se frequentemente com o perfil lipidico aterogénico,
tais como formacao de LDL-colesterol oxidada e baixa atividade da lipase lipoproteica.

Contudo, na gestacdo de mulheres diabéticas estes fatores estdo exacerbados (SATTAR
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etal., 1997; BRIZZI et al., 1999; TOESCU et al., 2004), além da lipolise elevada. Neste
caso, ocorre aumento do fluxo de &cidos graxos para o figado, onde podem ser
esterificados em triacilglicer6is e incorporados, juntamente com colesterol, na
lipoproteina VLDL-colesterol, as quais sdo liberadas na corrente sanguinea
(GOLDBERG et al., 2008).

Por sua vez, Gleissner et al. (2006) relataram que a concentracdo de
triacilglicerdis e de VLDL-colesterol aumentou no sangue de individuos diabéticos a
medida que a atividade da lipase lipoprotéica diminuiu. O aumento do nivel de VLDL-
colesterol também esteve relacionado com baixo controle glicémico (FEITOSA, 2008).

Considerando que a biossintese e a degradacdo extra-celular das lipoproteinas
determinam a concentracdo de triacilglicerois e VLDL-colesterol na corrente sanguinea,
pode explicar a elevacdo destes pardmetros em ratas prenhez diabéticas (Tabela 4;
Figuras 16 e 18).

No presente estudo verificou-se que a quercetina administrada em ratas prenhez
diabéticas (G4) foi capaz de reduzir o nivel de triacilglicerois e apresentar tendéncia em
reduzir a concentracéo sérica de VLDL-colesterol, indicando, desta forma a capacidade
de reverter os distlrbios no metabolismo lipidico, estabelecidos no estado diabético.

Estes resultados sdo consistentes com obtidos por Fernandes et al. (2009) ao
relatarem o efeito hipolipidémico da narigerina sobre o nivel de triacilglicerdis em ratos
com diabetes mellitus tipo 1 e sugeriram que dietas ricas em flavondides podem ser
consideradas indicadoras de agentes anti-aterogénicos.

A reducdo dos niveis de triacilglicerois também pode devido a reducdo da
hiperglicemia. Esta hipotese € sustentada desde que a quercetina foi eficiente em reduzir
a hiperglicemia em ratas prenhez diabéticas, provavelmente por aumentar a utilizacdo

da glicose pelos tecidos periféricos, e também a lipdlise. Desta forma, pode ter ocorrido
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baixa formacdo de triacilglicerdis a partir de acidos graxos excedentes no figado
conforme relatado por Cardoso et al. (2011).

Portanto, o efeito benéfico da quercetina sobre o perfil lipidico no diabetes
mellitus tipo 1 pode ser evidenciado pelo maior controle sobre a lipolise, que fornece
aproximadamente 75% de acidos graxos para serem resterificados em triacilglicerois.

De acordo com Jeon et al. (2007) e Orsolic et al. (2011) a naringerina foi efetiva
em reduzir o colesterol plasmatico ao inibir sua sintese hepatica, e também diminuir a
concentracdo de triacilglicerdis. Os autores concluiram que os flavondides podem
modular o metabolismo de lipidios e reduzir as sindromes envolvendo dislipidemias,
frequentemente observadas no diabetes mellitus.

No presente estudo, verificou que a concentracdo sérica da lipoproteina HDL-
colesterol n&o diferiu entre 0s grupos experimentais analisados. Resultados opostos
foram obtidos por Costacou et al. (2008) ao relatarem decréscimo na taxa de HDL-
colesterol e aumento do fator de risco para acidentes cardiovasculares em pacientes
diabéticos, uma vez que esta lipoproteina tem a capacidade de remover o excesso de
colesterol dos tecidos periféricos e leva-lo para o figado através do transporte reverso do
colesterol (GENEST et al., 1999, KARAKILCIK et al., 2004).

Analisando a atividade sérica da alanina aminotransferase (ALT) e da lactato
desidrogenase (LDH) verifica-se aumento em ratas prenhez diabéticas ndo tratadas
(Tabela 5; Figuras 20 e 21).

A atividade da ALT e da LDH séo frequentemente utilizadas como enzimas
diagnosticas, pois sdo importantes biomarcadoras de lesdo dos tecidos hepético e
cardiacos, respectivamente (MARCHESINI, 2003), em ensaios expostos a agentes
toxicos. A atividade destas enzimas encontra-se elevada no plasma sanguineo sempre

que ha alteracdo na estrutura celular acompanhada pelo aumento da permeabilidade da
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membrana plasmatica, 0 que pode provocar 0 extravasamento da enzima para meio
extra-celular (BURTIS et al., 2008; YANG et al., 2009).

Desta forma, o conhecimento da atividade destas enzimas (ALT e LDH) no
plasma sanguineo torna-se importante no sentido de avaliar o grau de toxicidade
hepatica e cardiaca.

A elevacdo na atividade sérica da ALT e da LDH pode ser decorrente do
comprometimento tanto hepatico como cardiaco promovido pelas condicdes
estabelecidas no diabetes melittus tipo 1.

Kim et al. (2011) relataram dano hepatico e consequentemente aumento na
atividade sérica da ALT em ratos expostos a estreptozotocina ou a aloxana.

O aumento da atividade da ALT no sangue de individuos diabéticos é atribuido a
disfuncdo hepatica, envolvendo alteragBes na integridade das membranas celulares e
injuria tecidual, provocadas pelo estresse oxidativo nesta condic¢do patologica (SAEED et
al., 2008).

A lipoperoxidagdo de membranas biol6gicas devido ao estresse oxidativo,
observado frequentemente no diabetes, pode provocar lesdo celular e permitir o
extravasamento destas enzimas do meio intracelular para a corrente sanguinea
(TAKAIKE et al., 2004; SAEED et al., 2008).

A quercetina administrada em ratas diabéticas (G4) reduziu a atividade destas
enzimas no soro sanguineo, desta maneira, foi eficiente em minimizar os possiveis
efeitos toxicos provocados pela estreptozotocina. Resultados semelhantes foram obtidos
por Lee et al., 2003 e Miltersteiner et al., 2003 ao demonstrarem que a atividade da ALT
no plasma atingiu valores fisioldgicos, apds o tratamento com a quercetina.

A quercetina, através de sua propriedade antioxidante, pode ter impedido a

lipoperoxidacdo lipidica das membranas celulares, de modo a recuperar a integridade da
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estrutura celular e retencdo das enzimas no compartimento intra-celular. Assim o
flavonoide demonstra seu efeito hepato-cardioprotetor e controle sobre o dano
oxidativo, restabelecendo a funcdo cardiaca e hepatica em animais com diabetes
mellitus (G4).

Em condicdes diabéticas a molécula de glicose presente no plasma sanguineo
torna-se indisponivel as células, portanto os tecidos dependem da oxidacdo de acidos
graxos e das proteinas teciduais para obtencdo de energia. As proteinas musculares ao
serem catabolisadas liberam alanina para o figado. No citosol dos hepatdcitos, este
aminoacido transfere, através de reacdo de transaminacao catalisada pela ALT, o grupo
a-amino para o0 a-cetoglutarato, formando glutamato e piruvato, o qual é carboxilado e
desviado para a via da gliconeogénese, processo metabdlico ativado em individuos
diabéticos (VOET et al., 2008).

No presente estudo a atividade hepatica da ALT no figado encontra-se elevada
em ratas diabéticas (G3 — Tabela 5; Figura 22). Nestas condi¢des, como relatado por
Punitha et al. (2005), a elevacdo da atividade da ALT no figado, observada em ratos
diabéticos pode ser atribuida a alta gliconeogénese.

A administracdo de quercetina em animais diabéticos (G4) reduziu a atividade
da ALT no tecido hepatico. Diante disso, pode-se inferir que a quercetina regulou a
atividade da ALT no figado, provavelmente por prevenir a degradagdo de proteinas
tanto hepatica como musculares, que disponibilizariam aminoacidos glicogénicos,
principalmente alanina — substrato da enzima para a via da gliconeogénese.

Contudo, a diminuicdo da atividade da ALT no soro sanguineo de animais
diabéticos que receberam a quercetina pode ser consequéncia, tanto da menor liberacédo
da enzima para a corrente sanguinea, como da regulacdo da gliconeogénese que,

conduziria a reducdo enzimatica.
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A lactato desidrogenase catalisa a reducdo do piruvato a lactato na presenca de
NADH e consequentemente a reoxidacdo desta coenzima a NAD® em condicoes
anaerdbicas (PAPOTI et al., 2003).

As ratas prenhez diabéticas apresentaram aumento da atividade cardiaca da
lactato desidrogenase (Tabela 5; Figura 23). Desde que o tecido cardiaco é
essencialmente aerobico, a alta atividade da LDH pode indicar comprometimento dos
processos metabdlicos oxidativos envolvidos na geracdo de energia, tais como, ciclo do
acido citrico e fosforilacdo oxidativa, 0s quais ocorrem no compartimento mitocondrial.

A administracdo de quercetina em ratas prenhez diabéticas reduziu a atividade
da LDH no tecido cardiaco a valores proximos aos obtidos para 0s animais controle.
Assim esses resultados sugerem melhora no metabolismo energético oxidativo nas
células cardiacas, favorecendo a formacdo de acetil-CoA a partir do piruvato e aumento
da razio NAD*/NADH, o que pode ter ocasionado decréscimo na atividade da LDH
(SEKAR et al., 2005).

Desta forma, pode ocorrer o restabelecimento da funcdo cardiaca e
possivelmente, a prevencao de cardiopatias associadas (PRABHU et al., 2006). Portanto
a normalizacéo da atividade da LDH no soro das ratas prenhez diabéticas tratadas (G4)
pode ser atribuida ao menor extravasamento da LDH para o sangue, como também pelo
metabolismo oxidativo favorecido, na presenca do flavonoide.

Estudos clinicos demonstraram que a hiperglicemia € um importante fator para o
desenvolvimento e progressao de doengas renais em pacientes diabéticos (HAIDARA et
al., 2009).

O catabolismo oxidativo dos aminoacidos libera além do esqueleto cabdnico, 0
grupo o-amino na forma de ion aménio (NH,") que é convertido em uréia no figado. O

esqueleto carbdnico pode ser convertido em acetil-CoA, piruvato ou ainda em alguns
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intermediarios do ciclo do acido citrico e serem oxidados, sendo empregados como
combustiveis metabolicos. Contudo, no diabetes mellitus tipo 1 a gliconeogénese esta
ativada e os aminoacidos glicogénicos atuam como principais precursores desta via
metabolica. Desta forma, a degradacdo oxidativa das proteinas teciduais eleva-se e
consequentemente a geracdo de uréia, a qual é excretada atraves da urina (VOET et al.,
2008).

A creatinina é um composto nitrogenado, formado a partir da desfosforilacdo da
fosfocreatina. O musculo esquelético € o principal depoésito de fosfocreatina, e portanto
torna-se relevante na producdo de creatinina, a qual € lancada na circulagdo sanguinea e
excretada através da urina (HEYMSFIELD et al., 2005). Como a produgdo de creatinina
é relativamente constante, aumentos na concentracdo plasmatica desse composto
indicam diminuicao da excrecéo renal.

Os niveis de creatinina e de uréia plasmética refletem a taxa de filtracdo renal, de
forma que a elevagédo destes compostos nitrogenados indicam deficiéncia renal. Assim a
dosagem de creatinina e de uréia no sangue torna-se importante para avaliacdo da
funcéo renal, pois a concentracdo esta aumenta a medida que diminui a velocidade da
filtragdo glomerular (GONZALEZ, 2009; LIMA, 2009).

No presente estudo a deficiéncia renal foi evidenciada através da analise de uréia
e de creatinina. Pode-se observar que o diabetes tipo 1 induziu aumento nestes
parametros em ratas prenhez (Tabela 6; Figuras 24 e 25), indicando possivel
comprometimento da funcdo renal. Estes resultados sdo consistentes com Saeed et al.
(2008) que evidenciaram elevacdo nestes pardmetros nitrogenados no plasma de
individuos diabéticos com nefropatia. Além disso, a alta concentracdo sérica de uréia
pode ser indicativo do catabolismo excessivo de proteinas (EL-DEMERDASH et al.,

2005).
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Sabe-se também que as nefropatias sdo frequentemente acompanhadas pela
dislipidemia diabética. Embora, o controle da glicemia seja o principal fator na
prevencdo da nefropatia diabética, elevacdo no nivel sérico de colesterol sérico pode
também estar associada a diminuicdo da funcéo renal. O controle da hipercolesterolemia
tem sido eficaz na reducéo de distarbios renais (MATHUR et al., 2002).

A correlacgéo entre filtracdo glomerular e dislipidemia foi demonstrada por Lin et
al. (2002) em portadores de diabetes. Nesse estudo, os autores observaram que em
individuos com menor taxa de filtragdo glomerular, ocorria maior concentracdo de
triacilglicerois e menor concentracdo de HDL, quando comparados a individuos com
taxa de filtragdo glomerular normal.

A acdo lipotoxica dos éacidos graxos tem sido abordada como um dos
mecanismos responsaveis pela lesdo renal em pacientes diabéticos. O acumulo
excessivo de &cidos graxos no tecido renal bloqueia as vias de sinalizacdo celular,
podendo ocasionar disfuncdo celular ou induzir apoptose, acompanhada de leséo renal
(MOORHEAD et al., 1991).

Apo6s a administracdo da quercetina em animais diabéticos (G4), foi observado
reducdo tanto na concentragdo sérica de uréia como de creatinina, em relagdo ao grupo
G3. Desta forma, pode-se associar o efeito benéfico da quercetina sobre a toxicidade
renal. Esses resultados corroboram com os obtidos por Anjaneyulu e Chopra (2004) ao
observarem aumento na depuracdo da uréia e da creatinina em ratos diabéticos tratados
com flavonoides.

Além disso, a queda na concentragdo de uréia pode ser atribuida ao melhor
controle tanto da glicemia como da dislipidemia. Neste sentido, Waltner et al. (2002)
relataram que flavondides diminuiram a producdo hepatica de glicose, por regular a

codificacdo de genes das enzimas gliconeogénicas mais especificamente da
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fosfoenolpiruvato carboxilase e correlacionaram esses eventos com melhora no
funcionamento glomerular em condicdes diabéticas.

Desde que elevados niveis de colesterol e de LDL-colesterol assumam importante
papel no desenvolvimento de glomerulosclerose e deterioracdo renal em pacientes
diabeticos (HAIDARA et al., 2009), a quercetina ao reduzir o nivel de colesterol,
triacilglicerdis e de LDL-colesterol pode ter contribuido para o efeito benéfico sobre a
funcéo renal.

Neste contexto, Trachtman et al. (1995) verificaram queda no depdsito de LDL-
oxidada em glomérulos de ratos com injuria renal crénica assim como, maior controle da
hiperlipidemia e da proteinUriana, na presenca de antioxidantes.

Por sua vez, Athyros et al. (2004) demonstraram que o controle da dislipidemia
esteve associado a clearance da creatinina em individuos diabéticos.

Sabe-se que a sintese de glicogénio no diabetes mellitus tipo 1 esta inibida, ao
passo que a glicogenolise esté ativada, fato que pode explicar a diminui¢do do contetido
de glicogénio, tanto no tecido hepatico como cardiaco, observado em ratas diabéticas
nédo tratadas (G3). Resultados semelhantes foram encontrados por Barth et al. (2007),
Costa et al. (2008) e Fernandes et al. (2009).

Puniyhavathi et al. (2008) verificaram aumento na atividade da glicose-6-
fosfatase e consequentemente reducdo na concentracdo de glicogénio no figado de ratos
diabéticos.

As ratas prenhez diabéticas tratadas com quercertina (G4) apresentaram maior
conteldo de glicogénio no tecido hepéatico e cardiaco. Sugerindo a influéncia da
quercetina sobre 0 metabolismo do glicogénio, melhorando seu depdsito nos tecidos e

possivelmente a homeostase glicémica no estado diabetogénico. Desta forma, pode-se
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inferir que a glicogenolise hepéatica e cardiaca esteve diminuida na presenca do
flavonadide.

Por outro lado, a administracdo de flavondides conteve a hiperglicemia pés-
prandial em pacientes com diabetes mellitus insulino dependente por inibir a atividade da
a-glicosidase e da a-amilase (LIN et al., 2002). Do mesmo modo, Li et al. (2009)
trabalhando com cinética enzimatica, observaram que os flavondides, quercetina e rutina,
atuaram como efetivos inibidores ndo competitivos da a-glicosidase.

Desde que a glicose-6-fosfasto € substrato para a biossintese de glicogénio, a
restauracdo do glicogénio pela quercetina, pode ser devido a inibicdo da glicose-6-
fosfatase no figado, prevenindo a conversdo de glicose-6-fosfato a glicose
desfosforilada, a qual é exportada para a corrente sanguinea, como relatado por
Wittenstein et al. (2002).

Segundo Jung et al. (2004) os flavondides apresentam papel preventivo
importante na progressao da hiperglicemia, particularmente por aumentar a glicolise
hepética e diminuir a glicogendlise e/ou a gliconeogénese.

Flavondides foram descritos com agentes antihiperglicémico, pois diminuiram a
atividade da glicogénio fosforilase ao inibir a fosforilagdo desta enzima (KATO et al.,
2008).

A concentracdo de triacilglicerdis no tecido hepatico ndo demonstrou alteraces
entre os diferentes grupos experimentais (Tabela 7; Figura 28). Esses resultados
apontam para uma possivel auséncia de esteatose diabética em ratas prenhez diabéticas.
A esteatose hepética é frequentemente associada ao desequilibrio entre a superprodugédo
de triacilglicerdis e a velocidade de liberacdo deste lipidio do figado, através da
lipoproteina VLDL-colesterol. Entretanto, resultados opostos foram obtidos por Jenkins

et al. (2006) e Fernandes et al. (2009), os quais relataram depdsito excessivo de
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triacilglicerois no tecido hepatico de ratos com diabetes mellitus tipo 1, em decorréncia
da esterificacdo de acidos graxos liberados durante a lipolise, ativada em condicdes
diabéticas.

Ratas prenhez diabéticas apresentaram diminui¢do na concentracdo de proteinas
hepatica e cardiaca (Tabela 7; Figura 29 e 30). Esta queda pode ser explicada pela
degradacéo de proteinas teciduais, seja para manter a gliconeogénese ou para obtencéo
de energia, através da oxidacdo completa da cadeia carbbnica dos aminoacidos
(SARKHAIL et al., 2007).

A baixa quantidade de proteina estrutural foi correlacionada com a diminuigédo
em sua sintese, devido aos efeitos deletérios das EROs sobre a estrutura do RNAm, no
tecido cardiaco de ratos diabéticos (PRABHU et al., 2006).

A administracdo de quercetina em ratas diabéticas (G4) promoveu aumento de
proteinas tanto hepéaticas como cardiacas, comparativamente aquelas nédo tratadas (G3).
Estes resultados podem ser correlacionados com a atividade antioxidante do flavonoide
a0 preservar as células B-pancredticas, e consequentemente reducdo da gliconeogénese,
preservando por sua vez, o contetido de proteinas teciduais.

A concentracdo sérica de proteina totais esteve reduzida no grupo exposto a
estreptozotocina (G3). Enquanto que a quercetina foi efetiva em aumentar a
concentracdo de proteinas séricas em ratas prenhez diabéticas (G4 - Tabela 8; Figura
31).

Por sua vez, Haidara et al. (2009) verificaram que a administracdo de
antioxidantes preveniu o aumento da proteinuria e, consequentemente regulou o nivel
sérico de proteinas em ratos diabéticos.

Diversos estudos tém enfatizado o papel das espécies reativas de oxigénio como

mecanismo responsavel pela toxicidade da glicose sobre as células B-pancreéaticas. Estas
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células sdo extremamente sensiveis a ERO devido a alta exigéncia energética e baixa
expressao de enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase (GSH-Px) (CERIELLO & MOTZ 2004; SIMMONS, 2006).

A geracdo excessiva de ERO altera a secrecdo de insulina e diminui a expressao
geneética das células pB-pancreaticas, o que pode induzir a morte celular (KANETO et al.,
2002; SAKAI et al., 2003).

Lee et al. (2003) atribuiram a diminuicdo no nivel sérico de proteinas a elevada
proteindria, devido a nefropatia diabética.

O estresse oxidativo no diabetes, com aumento de espécies reativas de oxigénio
na mitocdndria, esta associado a varios mecanismos envolvendo a hiperglicemia como
fator principal, que resulta na estimulacdo da via poliol, producgéo intracelular de
precursores dos produtos de glicacdo avangada (AGE), ativacdo da proteina quinase C
(PKC) e ativagdo da via da hexosamina (LAPOLLA et al., 2005; ROLO &
PALMEIRA, 2006; SILVA et al., 2011).

Vérios estudos tém demonstrado que o diabetes mellitus estd associado ao
estresse oxidativo, atraves da producdo excessiva de ERO e/ou reducdo do sistema
enddgeno antioxidante (BROWNLEE, 2005; COSKUN et al., 2005; VICENTINI et al.,
2011).

O diabetes é caracterizado pelo aumento da oxidacdo de acidos graxos em
detrimento a degradacdo oxidativa de glicose e lactato. O aumento de acidos graxos
livres estimula a sinalizacdo de receptores a ativados pelo proliferador do peroxissoma
(PPARa), com consequente transcrigdo de genes envolvidos no cataboliesmo de acidos
graxos (FINCK et al., 2003). A oxidacdo excessiva de acidos graxos favorece a

producdo de EROs que podem promover lipotoxicidade (MCGAVOCK et al., 2006).
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Os acidos graxos insaturados sdo particularmente vulneraveis a acdo de ERO
devido a maior exposicdo dos atomos de hidrogénio. Na presenca de oxigénio, estes
atomos sdo facilmente removidos pelas EROs, resultando em radicais lipidicos que
reagem com o oxigénio molecular, formando hidroperdxido de lipidios (JENEY et al.,
2002).

Na gestacdo, em situacdes fisioldgicas, os mecanismos de defesa antioxidante
aumentam de maneira proporcional aos produtos da peroxidacdo. Porém, a gestacdo
associada a condicdo diabética pode exacerbar o estresse oxidativo, uma vez que ha
decréscimo nos componentes antioxidantes (MYATT & CUI 2004; SOUZA et al.,
2009). Assim, ha evidéncias de inimeras alteracdes no organismo materno, o que
contribuem para as complicagdes diabéticas associadas (AMARAL et al., 2008).

A concentracdo sérica de hidroperdxido de lipidios em ratas prenhez diabéticas
ndo tratadas aumentou (Tabela 8; Figura 32). Desde que a peroxidagdo lipidica,
frequentemente observada no diabetes mellitus, é marcada pelo elevado nivel de
hidroperoxido de lipidio (RAMESH & PUGALENDI, 2005), estes resultados
comprovam, de certa forma, o estabelecimento do estresse oxidativo no diabetes
experimental.

O nivel de malonaldeido também esteve aumentado em animais diabéticos,
refletindo alta producéo do radical superdxido, que se reduz completamente e torna-se
estavel na presenca de antioxiodantes (HAIDARA et al., 2009).

Johansen et al. (2005) e Fakher et al. (2007) descreveram a associacdo entre o
controle glicémico inadequado com elevados niveis de hidroperoxido de lipidio no
diabetes mellitus.

A quercetina administrada em animais diabéticos (G4) normalizou a

concentracdo sérica de hidroperoxido de lipidio, porém com concentragdo acima
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daqueles obtidos para G1. De certa forma, pode-se observar que a quercetina exerceu
controle sobre o estresse oxidativo, uma vez que hidroperdxido de lipidio sdo
considerados biomarcadores do estresse oxidativo.

Segundo Sarkhail et al. (2007) a atividade das enzimas antioxidantes, glutationa
peroxidase e superdxido dismutase tem mostrado importante papel na manutencdo dos
niveis fisioldgicos de perdxido de hidrogénio, decorrente da dismutacdo do radical
superoxido, gerados durante a exposicao a estreptozotocina.

Estudos revelaram que ha& deplecdo no mecanismo enddgeno das defesas
antioxidantes no diabetes, com alteracdes na atividade das enzimas antioxidantes
(SINDHU et al., 2004; AKSQY et al., 2005).

A atividade sérica da GSH-Px reduziu-se em ratas prenhez diabéticos (G3).
Estes resultados séo respaldados com aqueles verificados por Kiss et al. (2009) ao
observarem diminuicdo na atividade desta enzima, o que comprova possivel alteracdo
sobre o sistema o sistema enddgeno antioxidante, que seria importante para conter a
producéo excessiva de ERO em ratas diabéticas no periodo gestacional.

Majithiya & Balaraman (2005) associaram o decréscimo do sistema antioxidante
a hiperglicemia, devido a glicacdo das enzimas antioxidantes, podendo alterar a
estrutura e a fungdo enzimatica, favorecendo, desta forma o estresse oxidativo.

A administracdo da quercetina em ratas diabéticas aumentou a atividade
enzimatica de GSH-Px; demonstrando sua atuacdo como antioxidante.

A observacdo de que animais pertencentes a G4 apresentem valores superiores
para a atividade da glutationa peroxidase, comparativamente a G3, permite avaliar a
capacidade antioxidante da quercetina. Considerando a importancia da glutationa
peroxidase ao catalisar a reducdo do perdxido de hidrogénio, estes animais estariam

protegidos do estresse oxidativo.
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Embora a atividade de SOD tenha apresentado relevancia para manutencao dos
niveis fisioldgicos de peroxido de hidrogénio, devido a dismutacdo do radical
superdxido, gerado durante a exposicdo a estreptozotocina (SARKHAIL et al., 2007), e
com baixa expressdo génica no diabetes mellitus (FORBES et al., 2008), sua atividade
néo foi alterada entre 0s grupos experimentais.

Estudos descrevem a acgdo da quercetina como antioxidante agindo na reducéo
da formacdo de ERO por inibicdo enzimatica ou quelando metais envolvidos na
producdo de radicais livres, aumentando ou até mesmo protegendo as defesas
antioxidantes (COTELLE, 2001).

A acdo antioxidante da quercetina também pode ser explicada pela sua
participagdo em inibir enzimas como a ciclooxigenase, lipoxigenase e xantina oxidase
que estdo envolvidas na citotoxicidade oxidativa (ROBASZKIEWICZ et al., 2007).

Contudo, Kahraman et al. (2003), Anjaneyulu & Chopra (2004), Dias et al.
(2005) e Shukla et al (2006) verificaram diminuigdo do estresse oxidativo na presenca da
quercetina em animais diabéticos através da elevada atividade das enzimas catalase e
superoxido dismutase.

A classificacdo do peso da prole em adequado (AIP), pequeno (PIP) e grande
(GIP) para a idade de prenhez, pode contribuir para confirmar os resultados atribuidos a
hiperglicemia no meio intra-uterino (CALDERON et al., 1999). A prole de maes
diabéticas tratadas e ndo tratadas com a quercetina (G3 e G4) obtiveram maior
porcentagem de filhotes classificados como PIP, comparativamente aos grupos G1 e
G2. Esses resultados séo respaldados por outros autores como England et al., 2001;
Jaakkola et al., 2001, Kiss et al., 2009 e Souza et al., 2009. Vale ressaltar que, no grupo
diabético tratado, ndo houve filhotes classificados como GIP. E a incidéncia de PIP foi

reduzida de 35,7% (diabética ndo-tratada) para 34,2% (diabética tratada).
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Em trabalhos experimentais essas alteracdes também foram observadas em prole
de maes diabéticas, com pesos diferenciados de acordo com a fase em que o diabetes se
manifestava, ou seja, quando a doenca ocorria ja no inicio da prenhez, os recém-
nascidos eram classificados em maior porcentagem como PIP. E quando o
estabelecimento do diabetes ocorria no final do periodo gestacional, frequentemente os
animais nasciam acima do peso esperado (AERTS, 1990).

A gestacdo complicada pelo diabetes e pela elevada demanda metabdlica exigida
pelos tecidos fetais, placenta e anexos, exige mecanismos compensatorios que,
possivelmente se ndo forem adequados podem levar ao comprometimento materno e
fetal (LOTGERING et al., 1999). Em ratas, o diabetes induz a restricdo do crescimento
intra-uterino, aumentando o numero de recém-nascidos classificados como pequenos
para a idade de prenhez (PIP). Estas desordens podem estar relacionadas com a
hiperglicemia no meio intra-uterino (RUGE et al., 2007).

Além disso, foi demonstrado que em mulheres diabéticas, ocorre o0 espessamento
das membranas e restricdo do espacgo interviloso (CALDERON et al, 1999), com
consequente reducdo da circulacdo sanguinea e nas trocas materno-fetais; com isso o
fluxo de sangue total para a placenta em ratas diabéticas é reduzida em 50% no final da
gravidez (DAMASCENO et al., 2002), restringindo os niveis de oxigénio e nutrientes
para o feto, o que pode ocasionar maior porcentagem em PIP.

Embora a quercetina tenha reduzido a concentracdo sérica de glicose em ratas
diabéticas, ndo foi efetiva em melhorar o desenvolvimento da prole, pois em G4

observa-se alta porcentagem de filhotes classificados em PIP.
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VI. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

L)

X/
£ %4

>

>

7/
A X4

7/
L X4

A quercetina apresentou efeito antidiabetogénico ao aumentar o peso corporal,
e diminuir a ingestdo alimentar e de 4gua, bem como a glicemia;

A quercetina foi capaz de melhorar os parametros nutricionais analisados;

O diabetes mellitus tipo 1 causou dislipidemia, com elevacgdes na concentracdo
de colesterol total, LDL-colesterol, VLDL-colesterol e de triacilglicerois, e baixa
concentragéo de HDL-colesterol;

A dislipidemia foi controlada pela quercetina, contribuindo para diminuir o
fator de risco para a aterosclerose fortemente observada em condicOes
diabéticas;

A exposicdo das ratas prenhez a estreptozotocina, na auséncia da quercetina,
causou danos hepaticos e cardiacos, evidenciados pela elevacdo na atividade das
enzimas ALT e LDH, respectivamente;

A quercetina foi eficiente em diminuir as alteraces enzimaticas (ALT e LDH)
séricas, hepaticas e cardiacas, e demonstrou efeito protetor sobre estes tecidos
em ratas sob os efeitos toxicos da estreptozotocina;

A administracdo de quercetina em ratas com diabetes mellitus tipo 1 reduziu a
concentracdo sérica tanto de uréia como de creatinina;

Ratas prenhez diabéticas ndo tratadas apresentaram queda no contelido
hepatico e cardiaco de proteinas e glicogénio, enquanto aquelas que receberam a
quercetina tiveram aumento nestes parametros, bem como no nivel de proteinas
totais no soro sanguineo;

A quercetina controlou o estresse oxidativo através da reducdo na geracdo de

hidroperdxido de lipidio e da elevacdo na atividade da GSH-PXx;
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s A prole de ratas prenhez expostas ao diabetes mellitus tipo 1 apresentou
diminuicdo no peso corporal e maior porcentagem de PIP, no entanto a

quercetina ndo apresentou qualquer efeito sobre a classificacdo da prole.
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