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Resumo

Fitoterapicos sdo uma opg¢do terapéutica benéfica para doencas cronicas como
Diabetes mellitus, doenga que resulta da destruicdo das células . Modelos experimentais de
diabetes mellitus, como o induzido com aloxano, provocam dano oxidativo que causa
destrui¢do das células produtoras de insulina. A capacidade das plantas em reduzirem a taxa
de glicose do sangue ¢ atribuida entre outros fatores, ao seu potencial antioxidante.
Considerando a diversidade de compostos quimicos ativos de Handroanthus heptaphyllus
(Mart.) Mattos, se investigou neste trabalho, o efeito do extrato aquoso desta planta no perfil
lipidico de animais saudaveis e diabéticos. Foram utilizados 32 ratos Wistar, distribuidos de
forma aleatoria em quatro grupos, destes, dois diabéticos (DT e D) e dois ndo diabéticos
(NDT e ND). O extrato aquoso da planta foi preparado e administrado diariamente, por via
oral, durante o periodo de 32 dias, nos animais dos grupos NDT e DT. Ao término do
experimento os animais foram sacrificados por decapitagdo para coleta do plasma e tecidos.
Os resultados obtidos mostram que extrato aquoso de Handroanthus heptaphyllus (Mart.)
Mattos foi eficaz em reduzir os niveis de triglicerideos nos animais diabéticos, mas ndo foi
capaz de impedir a hiperlipidemia, nos pardmetros de colesterol e triglicerideos, associada ao
diabetes mellitus induzido. O tratamento com extrato aquoso de H. heptaphyllus melhora o
indice de LDL, o que reduz o potencial para o desenvolvimento de aterosclerose.

Palavras chave: diabetes mellitus, triglicérides, colesterol, antioxidantes e ipé-roxo

Introducéo
O aumento da incidéncia de diabetes mellitus vem estimulando a realizagdo de

pesquisas para o tratamento desta doenca, numa escala mundial (KUMARAPPAN et al.,
2007). Em 1985 estimava-se que existissem cerca de 30 milhdes de adultos com diabetes
mellitus (DM) no mundo, esse nimero cresceu para 173 milhdes em 2002, com projecdo de




! o5 enhl'lcu - T
ce Inovagto e Tecnclagid’
: o x

M odalidade do trabalho: Relatério técnico-cientifico
Evento: 2011 SIC - XIX Seminario de Iniciacdo Cientifica

chegar a 300 milhdes até 2030. Cerca de dois tergos desses individuos com DM vivem nos
paises em desenvolvimento como o Brasil (Diretrizes SBD, 2006).

No mundo, o numero de mortes atribuidas ao DM esta em torno de 800 mil;
entretanto, este numero ¢ consideravelmente subestimado, pois freqlientemente sao
mencionadas como causas da morte apenas suas complicagdes, particularmente as
cardiovasculares e cerebrovasculares (Diretrizes SBD, 2006).

O diabetes mellitus caracteriza-se por hiperglicemia, a qual resulta de defeitos na
secrecdo de insulina, na acdo da insulina ou ambos e produz sintomas que incluem poliuria,
polidipsia, perda de peso e concentracao plasmatica de glicose >200mg/dl (DEJKHAMRON
et al., 2007). O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) ¢ a forma presente em 90%-95% dos casos e
caracteriza-se por resisténcia na ag¢do da insulina. A maioria destes individuos também
apresenta obesidade, hipertensao arterial e dislipidemia (Diretrizes SBD, 2006). A resisténcia
a insulina pode desempenhar um papel fundamental no desenvolvimento da dislipidemia
diabética influenciado por vérios fatores. O aumento do efluxo de acidos graxos livres do
tecido adiposo e a deficiéncia da insulina na captagdo muscular de acidos graxos livres
aumentam o fluxo de 4cidos graxos para o figado, e conseqiientemente para a circulagao
sanguinea, o que também aumenta o risco de doencas cardiovasculares (KELLEY e
SIMONEAU, 1994).

As dislipidemias caracterizam-se pelo aumento dos lipidios no sangue, principalmente
colesterol e triglicerideos (Diretrizes SBD, 2006), sendo estas um dos principais fatores de
risco para desenvolvimento da aterosclerose. Niveis elevados de triglicerideos circulante sao
responsaveis por doengas cardiovasculares (infarto), cerebrovasculares (derrame) e doencgas
digestivas (pancreatite) (KRAUSS, 2004). Siqueira et al. (2006), salienta a importancia do
perfil lipidico na caracterizagdo de sindromes metabolicas, onde se evidencia a
hipertrigliceridemia.

De contra partida, o uso de plantas com fins medicinais vem sendo desenvolvido desde
as civilizagdes mais antigas e constituem um vasto campo de pesquisa, fornecendo subsidios
na busca por tratamentos alternativos e de baixo custo para populagio (SIMOES, 1999;
GONCALVES et al., 2006). Os fitoterapicos podem ser uma opgao terapéutica benéfica para
o tratamento alternativo ou coadjuvante de doengas cronicas como diabetes mellitus (DM) e
dislipidemias (SIMOES et al., 1998).

Atualmente, mais de 200 compostos foram obtidos a partir de plantas, sendo
distribuidos em diferentes classes quimicas como alcaldides (38), carboidratos (66),
cumarinas (4), flavonoides (7), glicopeptideos (20), 4cidos graxos (6), peptideos e aminas
(15), fendlicos (4), esterdides (7), terpendides (17) e vitaminas (2) (MARLES,
FARNSWORTH, 1995), entre os quais, muitos apresentam efeitos hipoglicemiantes e
hipolipidémicos em ensaios farmacoldgicos (CARVALHO, 2005; NEGRI, 2005).

A capacidade das plantas em reduzir a glicemia e lipideos ¢ atribuida a vérios fatores
entre os quais o aumento da liberacdo de insulina através da estimulacdo das células -
pancreaticas; aumento da resisténcia aos hormonios hiperglicemiantes; aumento do nimero e
da sensibilidade do sitio receptor de insulina; diminui¢do da perda de glicogénio; aumento do
consumo de glicose nos tecidos e 6rgaos; resisténcia a peroxidacdo de lipideos; corre¢do da
desordem metabdlica causada em lipideos e/ou proteinas; estimulo ao aumento da
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microcirculagdo do sangue no organismo e eliminacdo de radicais livres por meio de
compostos antioxidantes (MARLES, FARNSWORTH,1995; HUO et al., 2003; SAID et al.,
2002, L1 et al., 2004; PEREIRA, 1997).

Estudos fitoquimicos com Handroanthus heptaphyllus (Mart.) Mattos (sinénimo
Tabebuia heptaphylla (Vell.) Toledo) (GROSE e OLMSTEAD, 2007; MORI, 2010)
descrevem para esta planta inimeros compostos como acetaldeidos, flavonoides, benzenos,
carboxaldeidos, naftoquinonas, tabebuina (GARCEZ et al., 2007; JACOME et al., 2001).

A principal a¢do farmacologica desta planta se deve a inibi¢ao da resposta inflamatoria
mediada por macrofagos pela supressao de prostaglandina 2. Além disso, estudos preliminares
demonstraram que a presencga dos flavondides pode inibir fortemente a peroxidagdo lipidica
induzida por H202 e FeSO4. Este efeito pode explicar a indicagdo do uso na prevengao de
aterosclerose, relatadas na medicina popular (PIZZIOLO et al., 2011).

Segundo os autores, as plantas com atividade antioxidante comprovadas, como a H.
heptaphyllus, podem ser direcionadas para estudos farmacologicos e clinicos para
hiperlipidemia, hipercolesterolemia e aterosclerose tornando-se alvos potenciais para
desenvolvimento de novas drogas ou como terapia adjuvante no tratamento e prevencao de
doengas, principalmente relacionadas ao Diabetes mellitus. O principal fator de risco
associado a progressdo de lesdes da aterosclerose sdo os elevados niveis de colesterol e
triglicérides no soro, portanto terapias considerando o tratamento de hiperlipidemia podem ser
uma das  principais  abordagens para a  desaceleragdo do  risco de
aterogénese (SCHOENHAGEN e TUZCU, 2008), vez que a hiperlipidemia representa
importante fator de risco para o desenvolvimento prematuro de aterosclerose e complica¢des
cardiovasculares (KAUR et al., 2002).

Considerando a grande incidéncia de diabetes mellitus e a associagdo desta patologia
com as dislipidemias, causa de doengas cardiovasculaes, e, por outro lado, a diversidade de
compostos quimicos ativos de Handroanthus heptaphyllus (Mart.) Mattos, se avaliou neste
trabalho, o efeito do extrato aquoso desta planta no perfil lipidico de animais saudaveis e
diabéticos.

M etodologia

Coleta da planta: As entrecascas de Handroanthus heptaphyllus (Mart.) Mattos foram
coletadas em abril de 2011, no campus da UNIJUI-RS, secas a temperatura ambiente em
estufa de secagem, fragmentadas em processador e acondicionadas em recipiente fechado
protegido da luz. Relata-se para esta planta o sindbnimo Tabebuia heptaphylla (Velloso)
Toledo, sendo que recentes revisdes taxondmicas consideram esta espécie pertencente ao
género Handroanthus (MORI, 2010; GROSE, OLMSTEAD, 2007).

Animais. Foram utilizados 32 ratos adultos da linhagem Wistar provenientes do
Biotério da UNIJUI, com idade de 2,5 meses e peso aproximado de 300g, mantidos em
gaiolas semi-metabolicas forradas com maravalha, em ambiente com temperatura controlada
(22+2°C), umidade relativa do ar entre 50% e 60% e iluminagdo artificial, com ciclos de
12/12 horas de claro/escuro. Os animais receberam ragdo padronizada para animais de
laboratorio (Nuvilab CR-1) 22% de proteina e dgua ad libidum. O peso corporal dos animais
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foi monitorado semanalmente com o intuito de corrigir o volume de extrato aquoso
administrado.

Modelo experimental de diabetes: O quadro de DM1 foi induzido em 26 animais, por
meio da administragdo de Aloxano monohidrato, por via intraperitoneal (IP), na dose de
150mg/Kg, apds 12 horas de jejum (SRINIVASAN e RAMARAO, 2007). A droga foi
solubilizada em solugdo de HC1 0,01N, pH 2,0 em temperatura 5+2°C (Patterson et al.,1948) e
diluida em solugdo de PBS, pH 7,4, em temperatura 5+2°C. Nas primeiras 24 horas pos-
inducdo os animais receberam agua glicosada 10% (SZKUDELSKI, 2001; LENZEN, 2008).
ap6s 72 horas desde a inducdo do diabetes verificou-se a glicemia sendo considerados
diabéticos os animais que apresentavam niveis glicémicos >200mg/dL.

Grupos experimentais: 18 animais participaram efetivamente do estudo, sendo que,
um animal de cada grupo diabético foi excluido da analise bioquimica por ter apresentado
hemolise plasmatica para evitar o erro na determinagdo das analises espectrofotométricas. Os
animais foram distribuidos nos grupos experimentais conforme Tabela 1.

ND NDT D DT
Nio Diabético Nao Diabético Diabético Diabético
Nao Tratado Dose Terapéutica Nao Tratado Dose Terapéutica
Ratos (s) n=3 n=3 n=6 n=6
Tratamento Agua Extrato aquoso Agua Extrato aquoso
Concentragio - 150mg/Kg - 150mg/Kg

Tabela 1. Caracterizagdo dos grupos experimentais.

Materiais: PBS- Phosphate-buffered salin (NaCl 136,8 mM, KCl1 2,7 mM, KH>POy4
0,9 mM e NapHPO4 6,4 mM em éagua destilada, pH 7,4); Aloxano Monohidrato Sigma-

Aldrich; Heparina s6dica-HEPAMAX-S Laboratorio Blatisiegel, 5.000 U.I/ml; Solucao acida
HCI-Synth 0,01N; agua glicosada 10%; Kits Colesterol-PP (Gold Analisa Diagnostica Ltda,
2008); Triglicérides-PP (Gold Analisa Diagnostica Ltda, 2010); Colesterol HDL-PP (Gold
Analisa Diagnostica Ltda, 2008).

Dosagem da concentracdo plasmatica de glicose: A taxa de glicose sanguinea foi
monitorada trés vezes por semana, aferida com Glicosimetro Optium Xceed da Abbott, em
puncdo da parte distal da cauda dos ratos apds jejum de 12 horas.

Tratamento com extrato aquoso: o tratamento foi desenvolvido baseado no estudo
piloto e nos estudos de Peglow e Velloso (2002). Calculou-se o valor da dose humana
correspondente ao peso do animal, utilizando-se como dose terapéutica o valor aproximado de
150mg/Kg. As entrecascas de H. heptaphyllus foram submetidas ao processo de decocgdo por
5 minutos, diariamente durante 32 dias, administrado imediatamente apds o preparo.

Coleta de material: Os animais foram mortos por decaptagdo para a obtencdo do
plasma, utilizando heparina como anticoagulante na dose de 40U.I/ml. O plasma foi
separado do sangue total em centrifuga clinica de rotina (Centribio), em temperatura ambiente
durante 10min a 3500 rpm e, em seguida, mantidos a temperatura de -20°C, até serem
analisados.

Analise Bioquimica: Para determinagdo do perfil lipidico foram analisados os
parametros bioquimicos referentes ao colesterol total (CT), triglicérides (TG) e colesterol da
lipoproteina de alta densidade (HDL-C), através de andlise enzimatica colorimétrica, pelos
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Kits Colesterol-PP, Triglicérides-PP, Colesterol HDL-PP. A leitura foi realizada por
espectrofotometria através do espectrofotdmetro UV Vis (Metrolab 1700) em comprimentos
de onda indicado segundo protocolo de procedimento de analise dos kits. O Indice de LDL
(indLDL), o qual prediz a presenca das LDL pequenas e densas no sangue e relaciona o nivel
desta lipoproteina ao risco do desenvolvimento de doengas aterosclerdticas e
cardiovasculares, foi calculado pela divisdo entre niveis de TG/HDL (TERRA e COSTA,
2008).

indice LDL Risco de desenvolvi mento de doenca
ater oscler 6tica
>5,0 grande probabilidade
Entre 3,5 ¢ 5,0 potencial intermediario
<35 baixa probabilidade

Tabela 2. indices de LDL e relagio ao risco do desenvolvimento de doenca aterosclerética. Fonte: TERRA e
COSTA, 2008.

Andlise estatistica: o tratamento estatistico foi desenvolvido com ANOVA de uma via
seguido pelo teste de Student Newman Keuls, no programa estatistico GraphPad Instat DTCG
para as variaveis CT, TG e HDL-C. Os resultados serdo expressos como média * erro padrao
da média. As diferengas serdo consideradas significativas para um nivel de significancia de,
pelo menos, 5%.

Resultados e Discusséo

Os niveis de colesterol, triglicérides e HDL dos animais saudaveis condizem com os
valores estabelecidos para esta espécie (SANTOS et al., 2010, DANTAS et al., 2006;
COBEA, 2004) e ndo diferem entre os animais dos grupos saudaveis tratados (NDT) e nao-
tratado (ND) com extrato aquoso de H. heptaphyllus, em dose terapéutica (Tabela 3).

Grupo N Triglicérides Colesterol HDL
D 5 167,17+£12,8 99,47+7,47  37,924+2,34
DT 5 113,26+8,66  85,17+£3,21 43,62+2.87
ND 3 72,03+1,17  63,1342,07  45,63+4,23
NDT 3 53,13+4,20  50,74+0,34  40,17+3,82

Tabela 3. Pardmetros Lipidicos (mg/dL) dos animais tratados com extrato aquoso de H. heptaphyllus
(150mg/kg), apos periodo de 32 dias.

A dislipidemia associada a resisténcia a insulina € caracterizada por niveis elevados de
triglicerideos (KRAUSS, 2004). Neste estudo com modelo experimental de diabetes induzido
por aloxano, é possivel observar-se a relacdo entre o diabetes e as alteragdes lipidémicas ao
analisarmos os niveis de colesterol e triglicerideos nos animais diabéticos e nos animais
saudaveis (ndo diabéticos). Os dados obtidos mostram que os niveis de colesterol e
triglicerideos estdo significativamente mais elevados nos animais diabéticos em relacdo aos
animais saudaveis. O tratamento com o extrato aquoso de H. heptaphyllus, neste caso, ndo foi
capaz de impedir a hiperlipidemia, nos pardmetros de colesterol e triglicerideos, associada ao
diabetes mellitus (Tabela 3).
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Figura 1. Niveis lipidicos de CT, TG, HDL-C apresentados em médiat+erro padrdo, dos animais tratados e néo
tratados com extrato aquoso de H. heptaphyllus (150mg/kg), apds periodo de 32 dias.

a-Dvs DT, ND, NDT; b - DT vs D; ¢- D e DT vs ND e NDT. Diferen¢a significativa para COL, p<0,01, por
ANOVA.

Por outro lado, a andlise dos dados obtidos a partir da dosagem de triglicerideos
plasmaticos dos animais do grupo diabético (D) revela que o extrato aquoso de H.
heptaphyllus é eficaz em reduzir os niveis circulantes destes lipidios, neste grupo. As plantas
com atividade antioxidante, como a H. heptaphyllus, podem ser utilizadas no tratamento de
hiperlipidemia, hipercolesterolemia e aterosclerose, no tratamento e preven¢do de doengcas,
principalmente relacionadas ao Diabetes mellitus (PIZZIOLO et al., 2011).

Risco de desenvolvimento

Grupo N Indice L DL de doenca ater oscler 6tica
D 5 4,47+0,47 potencial intermediario
DT 5 2,68+0,36 baixa probabilidade
ND 3 1,33+0,02 baixa probabilidade
NDT 3 1,61+0,17 baixa probabilidade

Tabela 4. indices de LDL apresentados em média+erro padrio, dos animais tratados e nio tratados com extrato
aquoso de H. heptaphyllus (150mg/kg), apos periodo de 32 dias.

Considerando os valores do indice de LDL (Tabela 4), pode-se sugerir que os animais
diabéticos ndo tratados (D) apresentam potencial intermedidrio para o desenvolvimento de
doenga aterosclerotica (indLDL=4,47) e os diabéticos tratados (DT) apresentam baixo
potencial para o desenvolvimento de aterosclerose (ind LDL=2,68), bem como os nao
diabéticos (indLDL ND=1,33; indLDL NDT=1,61).
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Segundo a American Heart Association o principal fator de risco associado a
progressdo de lesdes da aterosclerose sdo os altos niveis de colesterol e triglicerideos, portanto
terapias relacionadas ao tratamento de hiperlipidemia podem ser uma das principais
abordagens para a desaceleracdo do risco de aterogénese (SCHOENHAGEN e TUZCU,
2008).

Concluséo

O extrato aquoso de Handroanthus heptaphyllus (Mart.) Mattos foi eficaz em reduzir
os niveis de triglicerideos nos animais diabéticos, mas nao foi capaz de impedir a
hiperlipidemia, nos pardmetros de colesterol e triglicerideos, associada ao diabetes mellitus
induzido. O tratamento com extrato aquoso de H. heptaphyllus melhora o indice de LDL,
reduzindo o potencial para o risco de desenvolvimento de aterosclerose.
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