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A histéria do Menino Arqueiro

O Sol e a Lua, em pleno fim de inverno, se enamoraram frutificando dois seres

irm&os: o Menino com Pés de Vento e o Menino Arqueiro.

Durante a sua jornada, o Menino Arqueiro punha em pratica todos os
ensinamentos de Sol e Lua, dia apos dia, lancando suas flechas cada vez mais

longe, mais proximas ao horizonte.

Numa bela manh& de primavera, sua tutora na arte de lancar flechas, a Fada
Mestra, Ihe apresentou o Menino do Arco, que havia lancado uma flechada para
muito longe e estava iniciando sua jornada em busca de sua flecha. A mestra olhou
o Menino Arqueiro e falou, com sua voz suntuosa e inebriada de encanto: -Vocé ja
esta pronto Menino Arqueiro, lance sua melhor flecha! E ele, mesmo estando um
pouco temeroso, preparou-se o melhor que pdde, esforcou-se até a exaustdo
puxando a corda do arco e lancou a sua melhor flecha, uma flecha dourada que
havia recebido de Sol e Lua, chamada Vida. Seus bracos pareciam nao tolerar todo
aguele esforgo, seus dedos tremiam como se fossem romper-se, mas ele lancou, e a
flecha voou tdo alta e tdo rapida que se perdeu no horizonte, por detrds de imensas

montanhas, rumo a algum lugar desconhecido. Junto ao Menino existiam outros e



outras, todos aprendendo e tentando lancar suas flechas, cada qual a sua maneira,

mas todos juntos aprendendo mutuamente a arte dos arqueiros.

A Fada Mestra olhou sorridente para o Menino Arqueiro, vendo todo o seu
esforco, e Ihe disse: - Agora que lancastes sua flecha, siga o caminho e va encontra-

la.

Mas que caminho era este? Quantas dificuldades teria ele que enfrentar para
buscar a sua flecha? Mas, ele ndo estaria sozinho no caminho, Sol e Lua sempre a

vela-lo, Fada Mestra e sua corte também.

E o Menino Arqueiro, de peito aberto, comecou a andar, meio sem jeito a
percorrer o caminho chamado Destino, até as grandes montanhas onde acreditava
gue sua Flecha Vida estava a |lhe esperar. Olhava para os lados e via muitos outros
percorrendo seus caminhos, até a Menina de Cabelo de Ouro, que teve seu ventre

preenchido de esperanca, ao caminhar pela perigosa estrada.

Ao chegar a uma grande curva do Destino, em lugar com muito vento e frio,
costeando um grande despenhadeiro, o Menino Arqueiro j& cansado, indeciso, foi
alvo de um dos perigos do caminho. Ele foi alvejado por uma lanca negra, sem saber
de onde ela tinha vindo, s6 sabia que ela o havia atravessado e acertado seu
coracao. Desfalecido, o Menino Arqueiro que estava em busca de sua flecha Vida,
caiu ao solo e, como num pesadelo, ndo conseguia se mexer, ndo via mais nada, s6
sentia muita dor. Deitado na terra negra e quase sem vida, ouve a aproximacao de
alguns seres. Sente uma mao tocando em sua cabeca e em seu peito. Era a Fada
dos Sonhos com seu grupo de Anjos de Uma S6 Asa. O Menino Arqueiro, desde
entdo, ndo sentia mais dor, s6 permaneceu uma cicatriz que se tornava menor a
cada instante. A Fada com seus olhos negros e sorriso largo o fez levantar e o

langcou novamente a caminho em busca da flecha Vida.

Caminhando, mesmo um pouco perdido e com a sua cicatriz, ele encontra a Fada
Mestra sentada numa grande arvore. A fada o mirou e Ihe disse que nao poderia
mais percorrer o caminho por esta estrada. Ordenou que ele migrasse para o Terra
dos Ledbes e se apresentasse aos Mestres Leoneses. A Unica instrugéo era: - Siga o
caminho das Conchas Douradas.



E o Menino, buscando o Caminho das Conchas, encontrou o Novo Velho Mundo,
onde 0s meninos e as meninas, que se chamavam de Ticos e Ticas, falavam de uma
maneira diferente, hablavam de una forma rara y muy hermosa, dancavam pelas
pequenas calles, com uma maturidade ingénua e bonita de se ver, deixando o
Menino muito feliz. Havia uma fonte de agua que lancava jatos para todos os lados,
e ai estava a Menina Arqueira, irma de alma do Menino, a lhe esperar. Ela precisava
leva-lo aos Mestres Leoneses, que o esperavam. Eles partiram pelas conchas
chegando a um enorme templo de pedras também douradas com uma enorme
mandala azul brilhante no topo. L4 estavam os Mestres da Terra dos Ledes, que o

preparam para seguir novamente o caminho em busca de sua Vida.

O Menino Arqueiro, que agora ja ndo era mais apenas um menino, estava mais
forte, mais rapido e mais experiente quanto aos perigos do trajeto, vislumbrou suas
montanhas ao longe, como quem se prepara para acertar um alvo. E la ele foi, dias
andando até chegar nas altas Montanhas de Strictus Sensus, onde sua flecha Vida o
aguardava. La, também estava a Fada Mestra Ihe aguardando. Ele, ansioso, correu
para encontra-la pois estava muito proximo de Vida. A Fada o acolheu, mirou em
seu olhos e disse: - Homem Arqgueiro, vocé usou toda a sua técnica e forca para
lancar sua flecha, ela ndo esta aqui. Vocé precisa continuar a caminhar, pois a sua

flecha Ihe espera mais além...!
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RESUMO

O Diabetes Mellitus (DM) € uma doenca enddcrino-metabdlica frequente, com
expectativa de alcancar 350 milhdes de pessoas no mundo em 2025, segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Estudos experimentais e clinicos sugerem
que o estresse oxidativo esteja envolvido na patogénese e na progressao desta
doenca. A espécie Croton cajucara BENTH (CcB) € uma planta da regido amazénica
que tem suas folhas e casca do caule utilizadas pela populacédo na forma de ché ou
capsulas, para tratar varias doencas, dentre elas, o DM. Este estudo tem como
objetivo observar o efeito do extrato aquoso da casca do Croton cajucara BENTH em
relacdo ao estresse oxidativo, avaliando o seu potencial antioxidante, in vitro, pelo
sistema enzimatico da Xantina Oxidase (XO) e, in vivo, pelo potencial de
sobrevivéncia da levedura Saccharomyces cerevisiae e pelo tratamento de ratos
diabéticos, induzidos por estreptozotocina (STZ). Foram avaliados os niveis de
glicemia, colesterol e triglicerideos e as enzimas indicadoras de funcédo hepatica
Aspartato-aminotransferase (AST), Alanina- aminotransferase (ALT) e Fosfatase
alcalina (FA). Estando o DM envolvido com os niveis de lipoperoxidacao,
padronizou-se e validou-se uma metodologia para determinacdo de Malondialdeido
(MDA) através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC ou CLAE). Avaliou-
se também, a atividade da enzima antioxidante enddgena glutationa peroxidase
(GPx). Utilizou-se ratos machos Wistar, pesando entre 250 e 350 gramas, que foram
divididos nos grupos: controle (CO); controle com tratamento de 5 dias com CcB
(CO5d); controle com tratamento de 20 dias com CcB (C0O20d); diabéticos (DM);
diabéticos com tratamento de 5 dias com CcB (DM5d); e diabéticos com tratamento
de 20 dias com CcB (DM20d). O DM foi induzido por administracdo intraperitonial de
STZ na dose de 70mg/Kg. Os resultados obtidos demonstraram uma capacidade
antioxidante dependente de volume e dose através do teste enzimatico da XO e pelo
ensaio in vivo com a levedura de S. cerevisiae. O CcB, no modelo experimental de
DM, ndo apresentou variacdes sobre o peso corporal dos animais mas, apresentou
uma tendéncia mais forte na reducdo dos niveis de glicemia, colesterol e
triglicerideos nos diabéticos tratados por 5 dias, bem como, a reducdo dos niveis de
ALT e FA. E, através das medidas realizadas pela metodologia implantada e
validada, demonstrou-se uma queda nos niveis de MDA nos grupos diabéticos
tratados com CcB. Porém, ndo foram observadas alteragfes significativas na GPx.
Com base nestes resultados, acredita-se que a planta Croton cajucara BENTH
possua agao antioxidante sobre os modelos estudados.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus, Croton cajucara BENTH, Estresse Oxidativo e
HPLC.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is a endocrine-metabolic frequent disease, with, according to
the expectations of the World Health Organization (WHO), may reach 350 million
people worldwide in 2025. Experimental and clinical studies suggest that the
oxidative stress is involved in the pathogenesis and progression of this disease. The
species Croton cajucara BENTH (CcB) is a plant from the Amazon region and its
leaves and stem-bark are used by the population in the form of tea or capsules for
treating different diseases, including DM. The aim of the present study is to observe
the effect of the aqueous extract of the bark of Croton cajucara BENTH in relation to
oxidative stress, assessing its potential in vitro antioxidant activity, using the Xantina
Oxidase (XO) enzyme-based system and, its in vivo activity, using the a survival
assay in yeast Saccharomyces cerevisiae cells, and by treating diabetic rats, which
are induced with streptozotocyne (STZ). We evaluated the glucose-, cholesterol- as
well as triglycerides levels, and enzyme indicators Aspartate aminotransferase (AST),
Alanine aminotransferase (ALT) and Alkaline Phosphatase (FA) for evaluation of liver
function. Due to the relation of DM and levels of lipoperoxidation, we standardized
and validated a methodology for determination of Malonedialdehyde (MDA) by high
performance liquid chromatography (HPLC). Also the activity of the endogenous
antioxidant enzyme glutathione peroxidase (GPx) was evaluated. Male Wistar rats,
weighing between 250 and 350 grams, were used, which were divided in the
following groups: control group (CO); control group with 5 days of CcB treatment
(CO5d); diabetic group with 20 days of CcB treatment (CO20d); diabetic group (DM);
diabetic group with 5 days of CcB treatment (DM5d); diabetic group with 20 days of
CcB treatment (DM20d). DM was induced by intraperitoneal administration of STZ at
a dose of 70mg/Kg. Results show a dose- and volume-dependent antioxidant
capacity in the XO enzymatic assay, and in vivo with yeast S. cerevisiae. CcB, using
the experimental model of DM, had no effect on variations of the weight, but
presented a stronger trend in reducing levels of blood glucose, cholesterol and
triglycerides in diabetic rats treated for 5 days, and showed also a reduction of ALT
and FA levels. In addition, measuring MDA levels by HPLC, a drop in MDA-levels
could be shown in both diabetic groups treated with CcB. However, no significant
changes were observed in GPx. Based on these results, we believe that the Croton
cajucara BENTH plant have an antioxidant activity in the studied models.

Key-Words: Diabetes Mellitus, Croton cajucara BENTH, Oxidative Stress and HPLC.
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O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca que apresenta elevada incidéncia e
prevaléncia na populacdo em diversas partes do mundo. E uma doenca que
acomete diversos sistemas corporais com complicacfes frequentes, decorrentes das
alteracbes teciduais e vasculares, manifestando-se através de doenga vascular

periférica, doenca isquémica cardiaca e doencas cerebrovasculares!’.

No Brasil, estima-se a existéncia de 6 milhdes de diabéticos, metade dos quais

faz acompanhamento nas Unidades Basicas do Sistema Unico de Satde (SUS)?.

O DM emergiu como uma das principais ameacas a saude mundial. A incidéncia
crescente do diabetes em individuos jovens é particularmente preocupante, pois a
doenca pode evoluir por anost® e, ha evidéncias de que o estresse oxidativo
aumente as complicacfes diabéticas, o que indica o0 seu envolvimento na instalacéo

e desenvolvimento da doencal* ..

O DM é uma doenca metabdlica que se caracteriza pelo aumento da glicose
sangilinea, produzindo sérias conseqiéncias ao organismo, como aumento na
formacéo de Espécies Ativas de Oxigénio (EAO), que causam alteracdes no balancgo
intracelular, razdo pela qual se valoriza a importancia da analise do real papel dos
antioxidantes sobre o DM

Com a dicotomia do metabolismo oxidativo, entre a geracdo e a varredura de
EAO, é intuitivo pensar no estresse oxidativo como uma forma de aumento na
produgdo ou redugdo da clearance de EAOs, devido ao enfraquecimento dos

mecanismos de defesa antioxidante. Enquanto esse paradigma pode ser esclarecido
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em diversas doencas humanas, como na arteriosclerose e na lesdo miocardica da
isquemia-reperfusdo, no DM ainda néo foi avaliado e h& evidéncias que a rota de
defesas antioxidantes permanece ativa, se ndo hiperativa, na resisténcia insulinica e
diabetes!®!.

O envolvimento das EAO como fatores de lesdo da membrana celular, dos acidos
nucléicos e das proteinas constituintes da célula, gerando inumeras doencas, vem
se confirmando através dos recentes estudos!’). As fontes exégenas de geracédo de
EAO incluem radiagdo, fumo, estresse, medicamentos e substancias como

xenobidticos, compostos azo aromaticos e bipiridil'®.

Nas membranas mitocondriais, encontram-se as proteinas transportadoras de
elétrons, principalmente os citocromos, que reduzem uma molécula de oxigénio a
dgua durante o processo da respiracdo celular. Essa reducdo requer quatro
sucessivas transferéncias de elétrons. Esta teoria foi denominada de reducéo
univalente. Dois desses intermediarios sdo chamados de radicais livres. S&o eles: o

anion superoxido (02%) e o radical hidroxil (OH")!.

Para proteger o organismo destas EAO e do estresse oxidativo existem o0s
antioxidantes endogenos, como a catalase, glutationa peroxidase, superoxido
dismutase e, antioxidantes que também podem ser exdgenos como a vitamina A, a
vitamina E e o acido ascorbico. Varios autores descrevem ainda que os fitoterapicos,
entre eles os bioflavonoides, teriam também uma acdo antioxidativa. Alguns
flavonoides, como a rutina e a quercetina, estdo sendo estudados e apresentaram

bons resultados como antioxidantes!® Y,

Estudos mostram que varias doencas sao associadas com danos oxidativos, pela
formacdo de EAO e outros radicais livres, que podem ser produzidos por fontes
exogenas ou enddgenas. Uma forma adequada de amenizar essa situagdo é 0 uso

de substancias antioxidantes.

Muitas plantas sdo citadas quanto aos seus efeitos antioxidativos*?. A espécie
Croton cajucara BENTH (Euphorbiaceae) é encontrada na regido Norte do Brasil e,
na Amazonia, onde é popularmente conhecida como Sacaca, que significa “feitico”
na lingua Tupi, representa um recurso medicinal de grande importancia no

tratamento de varias doencas!*®l.
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A folha e a casca do caule dessa planta séo utilizadas de forma empirica pela
populacdo na forma de cha, para o tratamento do DM, diarréia, maléaria, febre e
disturbios gastrintestinais, renais, hepéticos e no controle de niveis elevados de

colesterol*®,

O Croton cajucara BENTH (CcB) é uma de muitas plantas que séo indicadas em
tratamentos de disfuncdes hepaticas, controle de hiperglicemia e hiperlipidemia
usadas pela populacdo, sem que haja dados precisos quanto as interacdes e
posologia para sua utilizacdo. Mesmo sendo recomendada para tratamento de
alteracdes hepaticas, ndo estéo claros seus provaveis efeitos positivos ou negativos
sobre a funcéo hepética, assim como sua acao anti ou pré-oxidante e sua atividade

mutagénical™.

Os estudos de acgdo do CcB iniciaram a partir da verificagao do seu uso frequente
pela populacdo do Norte do pais, visando a comprovacao dos efeitos relacionados
ao seu uso prolongado e efeitos relacionados com casos de hepatite toxica ocorridos

em Belém!®,

Inimeros métodos sdo aplicados para a determinacdo do potencial antioxidante
de compostos em ensaios laboratoriais!*® e uma tecnologia que esta cada vez mais
incorporada as rotinas cientificas, devido a sua apurada sensibilidade e eficiéncia,
a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE ou, como € internacionalmente

identificada, HPLC — High Perfornance Liquid Chromatography)®™.

Pretende-se, neste estudo, mimetizar o uso terapéutico da planta pela populacao
humana em um modelo animal de ratos Wistar diabéticos e avaliar se a casca do
Croton cajucara BENTH tem atividade antioxidante, através de estudos quimicos e

biolégicos.

Para avaliar a capacidade antioxidante in vitro do extrato aquoso de Croton
cajucara BENTH foi empregada uma metodologia a base da enzima Xantina
Oxidase, através de HPLC e, por meio de ensaios biolégicos in vivo, a levedura
Saccharomyces cerevisiae, previamente tratada com CcB para avaliar o percentual
de sobrevivéncia a exposi¢cdo ao agente oxidante peroxido de hidrogénio (H20,)
determinando assim, o0 potencial antioxidante. Utilizou-se também, um modelo

animal com ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina, para verificar o efeito da
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administracdo do extrato aguoso da casca de Sacaca, avaliando o peso corporal dos
animais; o nivel de glicemia, colesterol e triglicerideos; a atividade das
aminotransferases AST (aspartato-aminotransferase) e da ALT (alanina-
aminotransferase) e da FA (Fosfatase Alcalina) no plasma, como indicadores de
dano hepatico. Objetivou-se ainda, desenvolver, adaptar e implantar uma
metodologia para medir o malondialdeido (MDA) via HPLC em homogeneizados de
figado, um dos principais produtos formados pelo processo oxidativo de
hidroperéxidos lipidicos™*®, empregado para avaliacdo do dano tecidual provocado
pela peroxidacdo lipidica, que esta implicada em diversas doencas, incluindo o
Diabetes Mellitus. Também, a atividade da enzima Glutationa Peroxidase (GPx) foi
avaliada, pois faz parte de um importante sistema de defesa enzimético contra o

aumento de radicais livres*®l.

A natureza nos oferece uma fonte de inimeros produtos naturais, representados
pela flora e fauna brasileira, que apresentam um extraordinario reservatério de
substancias com potencial terapéutico. O CcB é uma planta utilizada empiricamente
pela populagédo no tratamento de diversas enfermidades, o que a torna passivel de

investigacao para verificar suas possiveis propriedades antioxidantes.
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O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tdo antigo quanto a
civilizacdo humana. Ainda hoje nas regifes mais pobres do pais e até mesmo nas
grandes cidades brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres,

mercados populares e encontradas em quintais residenciais™®.

“Observag8es populares sobre o uso e a eficicia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para divulgacao das virtudes terapéuticas
dos vegetais, prescritos com freqiiéncia, pelos efeitos medicinais que

produzem, apesar de ndo terem seus constituintes quimicos

conhecidos”™!.

1.1 Diabetes Mellitus (DM)

As células do organismo necessitam de energia para se manterem vivas e para
realizar inUmeras reagfes intra e extracelulares. O ciclo metabdlico inicia-se na
ingesta e na absor¢do dos nutrientes. A partir dai, a energia serd estocada nos
grandes “reservatorios” corporais: o figado, tecido adiposo e muscular. O tecido
hepatico estoca a glicose absorvida sob a forma de glicogénio hepatico e, com gasto
energético aumentado no metabolismo corporal, o glicogénio hepéatico € degradado
na forma de moléculas de glicose, que séo liberadas na circulacao e utilizadas pelas

células que as necessitam!*?.
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O tecido adiposo contribui na formacéo de energia atraves da liberacdo do acidos
graxos e glicerol, a partir da degradacéo dos triglicerideos. Este processo, a lipolise,

ocorre por intermédio da acdo da enzima lipase!®”

, pelo estimulo hormonal da
insulina, indutora do aumento intracelular do 2° mensageiro, a Adenosina
Monofosfato Ciclico (AMP Ciclico), a qual ativa a proteina quinase A (PKA), que por
sua vez ativa a lipase. Esta hidrolisa os triglicerideos armazenados em glicerol e
acidos graxos liberados na circulacao e utilizados por diferentes tecidos corporais. O
glicerol, depois de fosforilado e oxidado, se isomeriza e ingressa na via glicolitica,
seja para forma glicose (gliconeogénese) ou para se transformar em piruvato e,
participar das reacdes de ciclo de Krebs. Os acidos graxos sdo transportados,
ligados a albumina e, podem ser oxidados em uma série de reacdes, até

participarem da B-oxidacao'®”.

O perfeito funcionamento dessa maquinaria metabdlica, para a glicose entrar na
célula e participar no processo de formacdo de energia celular, depende da insulina
sanglinea, que se liga a um receptor de membrana celular especifico e aumenta o
transporte da glicose sangiinea para o interior da célula. As altera¢des na ligacdo
insulina-receptor, dificultardo a entrada de glicose no interior celular, como nos
diabéticos que, conforme o tipo tem reducéo na secrecéao de insulina ou alteracdo na

sinalizacao intracelular, posterior & ligacéo insulina-receptort?!.

Os primeiros relatos de DM datam da era egipcia. Entre os hebreus ha relatos
com suspeita da ocorréncia do diabetes gestacional. No entanto, somente cerca de
2000 mil anos depois, por volta de 70 d.C, Areteu da Capaddcia, na Grécia,
descreveu o diabetes. Areteu observou que aquele silencioso problema desenvolvia
quatro complicacbes: muita fome (polifagia), muita sede (polidipsia), muita urina
(polidria) e fraqueza (poliastenia) e quase sempre, as pessoas com esses sintomas
entravam em coma antes da morte. Era algo “grave e misterioso”. Afinal, mesmo
com a fartura de alimentos que entravam pela boca, a falta de energia corporal

permanecial??.

Desde Areteu, num periodo de 1600 anos, a Medicina ndo evoluiu no estudo do
diabetes. S6 em 1670 é que o médico inglés Thomas Willis descobriu, provando a
urina de individuos que apresentavam os sintomas descritos anteriormente, que ela

era "muitissimo doce, cheia de acucar". Em 1815 o Dr. M. Chevreul demonstrou que
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0 acucar dos diabéticos era glicose. Por esta razédo, os médicos passaram a provar a
urina das pessoas sob suspeita de diabetes e a doenca passou a chamar-se
"diabetes acucarada" ou "Diabetes Mellitus". A palavra "Mellitus" provém do latim e

quer dizer "mel ou adocicado"??.

O DM, conhecido por afetar seres humanos desde os tempos antigos, foi descrito
como a doenca que culminava em consequéncias calamitosas. Arateus (81-138
d.C.) escreveu sobre a “maravilhosa” natureza da doenga, que consistia em
“desfazer o corpo em urina”, e era acompanhada por uma terrivel sede que néo
podia ser saciada. A concentracdo abundante de glicose carregada pela urina deu a
doenca seu nome. Diabetes refere-se ao fluxo de fluido através do sifdao e mellitus
vem da palavra mel. Na idade média, o DM era conhecido como “a doenca da ma

urina” 2%,

Posteriormente, em 1889, dois cientistas alemées, Von Mering e Minkowski,
descobriram que o pancreas produz uma substancia capaz de controlar o aglicar no
sangue e evitar os sintomas do diabetes. Nao havia o conceito de hormdnio ou
secrecao interna. Em 1849, Arnold Adolph Berthold (1803-1861), fisiologista em
Goettingen, por meio de experiéncias realizadas em galos, demonstrou a existéncia

de vazamento de “alguma substancia interna™??.

Mas foi Claude Bernard, quem usou pela primeira vez o termo “secrecédo interna”.
A denominacdo Endocrinologia entrou em uso no século XX, derivada de endon
(interno) e krino (separar), ambos do grego classico. O termo horménio foi utilizado
pela primeira vez pelo Prof. Ernest H. Starling. Nesta época ja havia relatos de que o

mau funcionamento do pancreas seria o responsavel pelo diabetes!??.

A definicdo do Diabetes Mellitus (DM) estd baseada em critérios descritos por
Harris e Cahill (1978), dividindo-se em duas classes: DM tipo |, que compreende
10% do total de casos, caracterizado pela deficiéncia das células beta das ilhotas de
Langerhans do pancreas em produzir a insulina e DM tipo Il, abrangendo cerca de
90% do total de casos, caracterizando por uma resisténcia na captacao da glicose

sangiiineal®* %!,
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Outra forma atual de classificar o DM é por estagios de desenvolvimento,
incluindo estagios pré-clinicos e clinicos, estando neste ultimo incluidos os estagios

avancados em que a insulina é necessaria para controle ou sobrevivéncial?®.

O DM é um grupo de doencas metabdlicas caracterizadas por hiperglicemia
cronica e associadas a complicacdes, disfuncbes e insuficiéncia de varios 6rgaos,
especialmente olhos, rins, nervos, cérebro, coracdo e vasos sangiiineos®® e
distarbios no metabolismo dos glicidios, lipidios e proteinas, resultantes de
deficiéncias na secrecao ou acdo da insulina, ou ambas. Pode apresentar sintomas
caracteristicos tais como sede, polilria, visdo turva e perda de peso e, em casos
mais graves, pode desenvolver cetoacidose, ou um estado hiperosmolar né&o-

cetbnico que pode conduzir a letargia, coma e, na auséncia de tratamento

adequado, & morte®®.

O DM é uma doenca enddcrino-metabdlica freqlente, de incedéncia crescente,
que afeta mais de 30 milhdes de pessoas em todo o mundo’®” e continua a ser um
desafio terapéutico apesar dos avan¢os no seu tratamento e progndstico no ultimo
século, pois permanece como uma doenca de alta morbidade e mortalidade. A
prevencdo, o tratamento e a cura do Diabetes Mellitus sdo desafios de ordem
mundial, visto que se estima uma cifra 5,4% da populacdo adulta mundial afetada

pela doenca até 2025%% 28,

Dados sobre a incidéncia e prevaléncia do DM, no Brasil e no mundo, n&o séo
muito acurados porém, sabe-se que mais de 18 milh6es de americanos vivem com a
doenca atualmente e aproximadamente 1,3 milhdes de novos casos sé&o

diagnosticados a cada ano'?®.

Em 2000, havia aproximadamente 171 milhGes de diabéticos no mundo e estima-
se que este nimero aumente para 366 milhdes em 2030%°. No Brasil, segundo
estimativas do Ministério da Saude, em 1996 havia aproximadamente 5 milhdes de

diabéticos, sendo 90% destes do tipo Il e 10% do tipo 1.

O “Diabetes Health Economics Study Groups” da Federacdo Internacional de
Diabetes, estima que em 2025, cerca de 300 milhdes de pessoas apresentarao esta
doenca®®. Embora o DM tipo Il seja o mais preocupante devido a sua prevaléncia

crescente nos Ultimos anos, o DM tipo | cresce paralelamente!®Y.
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No Brasil, existem poucos estudos epidemiolégicos sobre o DM tipo IBY. Estudos
em trés cidades do interior paulista, constataram a incidéncia de 7,6/100.000
habitantes naquela populacdo®? e em Londrina, no estado do Parana, a taxa
encontrada foi de 12,7/100.000 habitantes?.

As complicacdes secundarias, segundo componente deste enfoque sobre o DM,
sdo decorrentes da exposicao crénica do organismo a niveis elevados de glicose e,
sdo observadas em 30% a 50% dos pacientes com DMPY. Resultam, também, no
comprometimento da qualidade de vida, na incapacidade para o trabalho e podem
provocar a morte prematura, além de onerarem excessivamente o sistema de

sande!?® 3,

A prevaléncia do diabetes vem crescendo de forma notavel e o advento da
industrializagdo e urbanizacdo populacional ocorrido nos dltimos anos acelera este
processo®Y. As mudancas no estilo de vida reduziram a atividade fisica que,
juntamente com uma alimentacdo mais caldrica, favorecem a ocorréncia de

obesidade, estresse e hipertensao arterial®®.

O DM esta envolvido tradicionalmente com um distarbio metabdlico na geracao e
conservacgao da energia e, mais recentemente, no metabolismo danificado do &cido

graxos e no depdsito de gordura ectépica que conduzem a resisténcia insulinica®.

Esta doenca apresenta uma variedade de alteragcdes bioguimicas, mas a
fundamental € a reducao da entrada de glicose nos tecidos periféricos e o aumento
na liberacdo de glicose circulante pelo figado®”. Antes de 1921, a principal causa de
morte entre os pacientes diabéticos era a cetoacidose diabética. Entretanto, desde a
descoberta da insulina, em 1921, a principal causa de morte entre 0s pacientes

diabéticos envolve as alteracdes dos grandes e pequenos vasos sanguineost®.

Conforme Boundy (2004), as causas do diabetes tipos | e Il ainda ndo sé&o

[39]

totalmente conhecidas e fatores genéticos podem estar influindo no

desenvolvimento desta doenca.

Os disturbios auto-imunes e infec¢Bes virais estdo apontados como fatores de
risco para o DM tipo I. Outros fatores sao:

-A obesidade, que contribui para a resisténcia a insulina endégena.
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-O estresse fisioldégico ou emocional, que pode causar elevagédo prolongada dos
niveis dos horménios do estresse (cortisol, epinefrina, glucagon e horménio do
crescimento) e em seguida aumentar a glicose sanguinea e acentuar as demandas

Impostas ao pancreas.

-A gravidez, que causa ganho ponderal e aumenta os niveis do estrogénio e dos

horménios placentarios.

-Alguns farmacos, incluindo diuréticos tiazidicos, corticoides supra-renais e

anticoncepcionais orais, antagonizadores dos efeitos da insulina.

A exposicao do organismo a niveis séricos elevados de glicemia durante anos é o
fator de risco principal para o desenvolvimento de complicagdes cronicas, como
doencas cardiovasculares e vasculares periféricas, retinopatia, nefropatia,
dermopatia diabética, neuropatia periférica e vasculopatia, sendo o controle rigoroso
da glicose, em niveis normoglicémicos de fundamental importancia para retardar ou

evitar as complicacdes secundarias do DM 39,

Em geral, a neuropatia periférica acomete as maos e os pés e pode causar
parestesia ou dor. A neuropatia autbnoma evidencia-se de varias maneiras,
incluindo-se gastroparesia (que retarda o esvaziamento gastrico e acarreta sensacao
de nauseas e plenitude pos-prandial), diarréia noturna, disfuncdo sexual e

hipotens&o postural®.

A hiperglicemia diminui a resisténcia do hospedeiro a infecgbes, porque a
concentracdo de glicose na epiderme e na urina favorece o crescimento bacteriano.
Por isso, o paciente é suscetivel a infeccdes da pele e do trato urinario®®. Alguns
autores acreditam que as complicacdes determinadas pelo DM em diversos tecidos
podem ser causadas pelo estresse oxidativo, podendo-se incluir a alteracdo da
conducdo nervosa, auto-oxidacdo da glicose sangiinea, formacédo de glicosilacéo

avancada e um aumento da enzima aldose redutase!’.

Diversos fatores podem estar envolvidos nos mecanismos responsaveis pelas
alteracdes metabdlicas decorrentes do DM e, a hiperglicemia se destaca como a
principal alteracdo clinica, pois contribui para o aumento nas ligacdes da glicose

circulante com as proteinas sanguineas (principalmente a albumina), o qual é
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denominada glicosilacdo ndo enzimatica*!, bem como com a auto-oxidacdo da

glicose!** *¥! conforme representado na FIGURA 1.

A contribuicdo do estresse oxidativo para o estabelecimento de um quadro de
neuropatia periférica tem sido bem estabelecida por estudos realizados por Cameron

et al. ¥4

, que determinam que o estresse oxidativo causado pelo DM leva a uma
diminuicao do fluxo de sangue para a regiao endoneural, resultando em hipdxia para
essa regido. Este aumento na formacdo de EAO impede um adequado suporte
neurotréfico e causa alteracdo no balanco intracelular, deficiéncia no aporte

energético, culminando na diminuicdo do mecanismo de transporte ibnico.
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Figura 1. Efeito da hiperglicemia na formacéo da proteina glicosilada e da auto-oxidacao da glicose,
bem como a formacao das espécies ativas de oxigénio (EAO) e o aumento da via do sorbitol. GSH-
glutationa reduzida (adaptado de Van Dan'*).

A importancia do DM do ponto de vista social e econémico é inegavel, devido as
altas taxas de morbidade, mortalidade e de incapacitacdo para o trabalho. Assim,
fica evidente que tal doenca merece atencdo e cuidados especiais no sentido de
uma deteccdo precoce dos individuos susceptiveis para que haja possibilidade de

intervencao profilatica nos mesmos*®.

Desta forma, a utilizacdo de modelos animais experimentais torna-se de grande

valia para que o estudo no campo das doencas se difunda e possa colaborar
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principalmente na prevencdo do processo auto-imunolégicol”. A utilizacdo de
modelos animais, que expressam a doenca de forma similar ao verificado em
humanos, proporciona um melhor entendimento da fisiopatologia, oferecendo

oportunidades de pesquisa na formulacdo de novas modalidades terapéuticas.

1.2 Diabetes Mellitus Experimental

Grande parte dos conhecimentos cientificos que o homem adquiriu na area da
biomedicina visando, primordialmente, a saide humana e a dos animais domésticos
foi possivel, em grande parte, gracas ao uso dos animais de laboratorio em suas
pesquisas. Esta intima relacdo entre pesquisa biomédica e uso de animais de
laboratorio se deve, principalmente, ao conhecimento cientifico adquirido a respeito

destes animais!*®l.

Animais de laboratério sdo definidos como aqueles criados e produzidos sob
condi¢cdes ideais e mantidos em ambiente controlado, com conhecimento e
acompanhamento microbiolégico e genético seguros, obtidos por monitoracao

regular®®,

Apos varios anos de pesquisa, foram criadas numerosas linhagens de animais co-
sanguineos e hibridos capazes de reproduzir as varidveis causadas por diferencas
genéticas e, mais recentemente, os animais foram classificados quanto ao “status”
sanitario ou ecoldgico, visando a prevencdo de erros induzidos por diferencas
ambientais*®!. A padronizacdo dos animais utilizados em pesquisa é indispensavel,
pois diminui 0 numero de animais necessarios para atingir a exatiddo ou
reprodutibilidade do experimento. Assim, o ambiente onde os animais sao mantidos
e/ou criados deve prevenir erros induzidos por diferencas ambientais, denominados
padrdo sanitario e, consequentemente, este deve ser definido conforme a relacao

dos animais com o seu ambiente’.

Diversos modelos animais foram utilizados no estudo do DM experimental e
contribuiram para um melhor entendimento das causas, consequéncias e
tratamentos da doenca. No primeiro estudo, envolvendo animais e alteracdes

metabdlicas, foi removido o pancreas de um céo e produzida uma condicao clinica
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semelhante a apresentada por humanos. O mesmo modelo foi empregado por
Frederick Banting e Charles Best na Universidade de Toronto no ano de 1921, a
partir do qual descobriram a insulina e realizaram os primeiros estudos em busca de

uma terapéutica apropriada para tratar o DMPY.

Considerando o DM pode ser transmitido geneticamente e pela demora na
instalacdo das alteracBes fisiologicas, 0os modelos experimentais podem ser
utilizados para aumentar a rapidez no desenvolvimento da doenca™®. Atualmente é
aceito que o DM tipo | se caracteriza pela destruicdo auto-imune das células beta
pancreaticas, responsaveis pela producédo da insulina. A utilizacdo de animais com
DM auto-imune e, mais recentemente, o aparecimento de modelos experimentais
transgénicos, que possuem a expressao imune para o desenvolvimento da doenca,
tem ajudado a esclarecer as condiges moleculares favoraveis a ocorréncia em

humanos®.

Um dos principais problemas na geracdo do diabetes experimental em roedores
foi resolvido ha alguns anos com a utilizacdo da estreptozotocina, atuante direto na

inducdo da morte das células beta do pancreas®®?.

A droga chamada estreptozotocina (STZ), € uma nitrosuréia isolada derivada da
bactéria Streptomyces griseus. Essa, quando utilizada em animais, determina uma
severa deficiéncia de insulina, verificando-se uma instalacéo imediata do quadro de
hiperglicemia. As experiéncias evidenciaram que as doses de STZ (podendo variar
de 50 a 100mg/kg de peso corporal) causam necrose das células beta e, o DM tipo |

se desenvolve em um ou dois dias, apés a aplicacdo da droga®?.

Este achado foi confirmado em estudo experimental realizado por Melo®¥, que
utiizou a STZ na indu¢cdo do DM e ficou demonstrado que, 18 horas apls a
aplicacdo da droga, houve a inducdo do DM. O mecanismo de acdo da STZ é
semelhante ao de outra droga também utilizada para desenvolver o DM, o aloxano.
Apoés a administracdo do aloxano ou da STZ, ocorre destruicio das membranas
celulares e inducdo de quebra no DNA, levando a ativagdo da enzima poli (ADP-
ribose) sintase e & deplecdo da nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD)®¥. Esta
enzima esta localizada no ndcleo das células beta do pancreas e necessita de NAD

para realizar o reparo do DNA nuclear. Um aumento na sua atividade pode levar a
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deplecdo do NAD intracelular, sendo impossivel produzir insulina nas células beta do

pancreas.

Os fenbmenos citados anteriormente podem ser prevenidos através da
administracdo de nicotinamida e picolinamida, pois sdo substancias que inibem a
acao da poli (ADP-ribose) sintase, ocorrendo assim uma homeostase nos niveis de

NAD intracelular e na producéo de insulina®.

A formacdo de radicais livres parece ter implicagcdo na destruicdo das células
beta, pois enzimas que conseguem neutralizar a formacdo destes radicais, como a
enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD), ao serem administradas em
animais que receberam a estreptozotocina diminuiam os efeitos diabetogénicos

determinados pela administracéo da droga®® , conforme ilustrado na FIGURA 2.
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Figura 2. Atuacdo da estreptozotocina nas células pancreéticas beta (produtoras de insulina).
Adaptado de Pickup e Williams?.

Like e Rossini desenvolveram o DM em camundongos apés a aplicacdo de
repetidas doses subdiabetogénicas de STZ (5mg/kg de peso corporal). As alteracdes

decorrentes foram semelhantes as observadas em humanos, com grande
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quantidade de células inflamatérias nas ilhotas pancreaticas, sugerindo uma
resposta auto-imune, que influenciaria danos no DNA dos animais. A partir desses
achados, iniciaram-se os estudos com as linhagens de animais geneticamente

modificados para desenvolver o DMP7.

Como o DM ¢é considerado uma doenca auto-imune, estudos recentes sugerem

que as EAO podem participar na sua patogénesel®®.

1.3 Espécies Ativas de Oxigénio e Estresse Oxidativo

O elemento oxigénio (simbolo quimico O) existe como uma molécula diatémica,
O,. Acima de 99% do O, na atmosfera é composta por is6topos de oxigénio-16, mas
ha tracos de oxigénio-17 e oxigénio-185°%.

Nos primérdios da Terra, 0s primeiros animais eram classificados como seres
anaerobicos, pois existia uma quantidade restrita de oxigénio na atmosfera. Os
microorganismos anaerobios ainda sobrevivem nos dias atuais, mas 0 seu
crescimento é inibido e podem ser freqiientemente destruidos quando expostos ao
oxigénio (O,) existente no ambiente (21%)*. Os descendentes desses seres
anaerobios sdo aqueles que conseguiram se "adaptar® ao aumento nos niveis
atmosféricos de O,. Entretanto, outros organismos tiveram seu processo de
evolucéo envolvido com defesas antioxidantes para se protegerem da toxicidade do
0,%7,

Exceto por algumas espécies anaerbbicas e aerotolerantes, todos 0s organismos
requerem O, para producéao eficiente de energia pelo uso da cadeia de transporte de
elétrons que, por fim, doam elétrons para o O,, como nas mitocondrias de células

eucaridticas e nas membranas celulares de muitas bactérias®.

Todos os seres vivos necessitam de energia para continuar vivos e manter um
ambiente adequado para as células dos diversos tipos de tecido, mas, para que isso
ocorra, deve existir uma adequada cadeia de reacBes quimicas. O termo
metabolismo se refere ao conjunto das reagfes quimicas existentes dentro do corpo
humano, cujos produtos sdo continuamente degradados e sintetizados para manter

a célula viva B,
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Para que o metabolismo celular ocorra, faz-se necessario o uso de energia
derivada da oxidacéo dos nutrientes, a qual é dirigida para a formacéo de compostos
fosfatados de alta energia, dentre eles o mais importante é o adenosina trifosfato
(ATP). Assim, quando ha necessidade de energia para a realizagdo de exercicios,
ela é fornecida quimicamente, em forma de ATP, através da hidrélise de ATPIY.
Todavia, o0 metabolismo do oxigénio também gera uma série de subprodutos reativos

e potencialmente téxicos, conhecidos como radicais livres!®*.

No organismo, os radicais livres encontram-se envolvidos nos processos de
producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacao
intercelular e sintese de substancias bioldgicas importantes. No entanto, seu
excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacdo dos lipidios de
membrana e agressao as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas,
carboidratos e DNA. Dessa forma, encontram-se relacionados com varias doencas,
tais como artrite, choque hemorragico, doencas do coracdo, diabetes mellitus,
catarata, disfungcbes cognitivas, cancer e AIDS, podendo ser a causa ou o fator

agravante do quadro geral 1% ¢3!,

As EAO se formam durante a reducao do oxigénio a agua na cadeia de transporte
de elétrons mitocondriais. O termo denominado de radical livre & determinado
gquando uma espécie quimica, que pode ser um atomo, como o hidrogénio ou um
atomo de cloro, um metal de transicdo ou uma molécula, possui um elétron ndo

pareado no seu Ultimo orbital®®*

. O elétron ndo pareado neste orbital confere uma
alta reatividade a molécula, a qual apresenta forte tendéncia a adquirir um segundo
elétron para este orbital. Essas espécies altamente reativas tém o potencial de
oxidar moléculas bioldgicas, incluindo proteinas, lipidios, glicidios e acidos nucléicos.
Quantidades aumentadas de metabdlitos oxidados destas moléculas tém sido
detectadas em pacientes com uma variedade de doencas . A estabilidade do
radical livre é adquirida por remocédo de elétrons de moléculas vizinhas, produzindo

um par eletronico.

A reatividade quimica dos radicais livres € determinada pela molécula que
apresenta o elétron ndo pareado, podendo apresentar grande variedade nos
diferentes tipos de radicais. A forma que expressa e compara a reatividade quimica

é determinada pelo tempo de meia vida (t12) da espécie quimica, ou seja, um curto
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tempo de meia vida indica uma alta reatividade, sendo que o radical hidroxil parece

ser o mais reativo .

Nas membranas mitocondriais se encontram as proteinas transportadoras de
elétrons, principalmente os citocromos, que reduzem uma molécula de oxigénio a
agua durante o processo de respiracdo. A reducdo completa de uma molécula de
oxigénio a agua requer quatro sucessivas transferéncias de elétron, duas dessas,
denominadas de reducao univalente (FIGURA 3). Dois desses intermediarios séo
chamados de radicais livres, sao eles o radical superéxido (O,") e o radical hidroxil
(OH®). A maior parte do oxigénio (aproximadamente 95%) recebe os quatro elétrons
de uma s6 vez, através do sistema oxidativo citocromo-oxidase, reducdo
tetravalente. Porém, em cerca de 5% dos casos, a reducdo € monovalente, ou seja,
a molécula de oxigénio recebe apenas um elétron de cada vez, proporcionando a
formacdo de intermediarios reativos e toxicos, denominados espécies ativas de

oxigénio [©°,
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Figura 3. Reducao do oxigénio molecular (O,) na mitocondria até a formacao de 4gua ﬁHZO).
Varias espécies ativas de O, sdo formadas no processo. (Adaptado de Cohen, MV.) 67l

O radical OH* é o mais deletério ao organismo, pois devido a sua meia-vida muito
curta, dificilmente pode ser sequestrado in vivo. Estes radicais freqientemente
atacam as moléculas por abstracdo de hidrogénio e por adicdo a insaturacdes®.
Essa espécie pode levar a injaria celular e de componentes estruturais do espaco

extracelular.

O radical OH® é formado no organismo principalmente por dois mecanismos:
reacdo de H,O, com metais de transicdo e homolise da agua por exposicdo a
radiacdo ionizante’®®. O ferro reduzido (Fe?") desenvolve uma importante rota na
geracdo de radicais toxicos, particularmente quando reage com peroxido de
hidrogénio (H,0.) . O radical hidroxil é formado quando o H,O, reage com o anion
superoéxido (O2%), com catdlise de ions divalentes de metais de transicdo como ferro

e cobre, através da reacdo descrita por Haber-Weiss no ano de 1934“. E



Referencial Tebrico 42

usualmente aceito que os efeitos toxicos dos ions ferro sdo consequéncias da
decomposicéo catalitica pelos fons Fe?* do peréxido de hidrogénio ou hidroperéxidos

para a forma ativa do radical hidroxil, conforme reacéao (FIGURA 4):

Fe** +H,0, > Fe’*+HO +HO

Fe’* + ROOH > Fe* + RO + HO

Figura 4. Decomposic¢édo catalitica pelos ions Fe®* do peréxido de hidrogénio ou hidroperdxidos, com
conseqiiente formac&o de radicais hidroxil (OH®) "%,

Acredita-se que essas reacdes sejam 0 passo inicial de muitos processos de
danos causados por radicais livres, como lipoperoxidacdo, modificacdo oxidativa de

proteinas e lipoproteinas, e aumento de anomalias em cromossomos "%,

A lipoperoxidacdo (LPO) é um processo natural de renovacdo das membranas
celulares. Entretanto, o estresse oxidativo aumenta a LPO e provoca severo dano
nas membranas celulares, promovendo aumento na fluidez da membrana e quebra
das funcdes secretdrias e dos gradientes idnicos. A reacdo de oxidacdo pode ser

iniciada pelo radical hidroxil (OH®) ou pelo H,0O,l"™* 2,

Ao iniciar a lipoperoxidacéo, o radical livre remove um atomo de hidrogénio de um
acido graxo poliinsaturado (FIGURA 5). Como o atomo de hidrogénio possui um
elétron, resta um elétron desemparelhado no atomo de carbono. Na fase de
propagacdo, acontecem duas outras reacdes: 1) o carbono radical do lipidio
poliinsaturado tende a se estabilizar por rearranjo molecular, produzindo dienos
conjugados, 0s quais, por sua vez, rapidamente reagem com o oxigénio formando
um radical peroxil; 2) o radical peroxil formado capta um préton de outra molécula de
lipidio formando um hidroperéxido. Esta Ultima reacéo torna a se repetir inGmeras
vezes num processo de reacdo em cadeia. Na etapa final, dois radicais peroxil
reagem entre si, formando um tetroxido instavel que se decompde, dando origem ao
oxigénio singlete e a carbonilas excitadas, os quais podem emitir luz e serem

medidos em detectores de quimiluminescéncia.



Referencial Tebrico 43

Uma etapa importante na degradacdo das membranas celulares é a reacdo das
EAO com a dupla camada de acidos graxos insaturados gerando hidroperoxidos
lipidicos. Na quebra de tais hidroperdxidos, uma grande variedade de aldeidos pode

ser formadal”™

. O malondialdeido (MDA), um tri-carbono composto pela cisdo de
acidos graxos insaturados peroxidados, principalmente acido aracdoénico, é um dos

principais produtos da peroxidacao lipidica (lipoperoxidacao)’.

Desde que o MDA em niveis elevados foi descoberto presente em varias
doencas, também o foi relacionado aos danos por radical livre e usado
extensamente como um indice de lipoperoxidacdo em ciéncias biolégicas e

médicas!’™.

O mais frequente método usado para determinar essa formacdo de MDA em
amostras bioldgicas é a espectrofotometria, apds a reacdo com acido tiobarbitarico
(TBA)[76]. Entretanto, o TBA nédo reage somente com o MDA, mas com muitos outros
compostos de origem biolégica, porém, a derivatizacdo do MDA com 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) esta sendo empregada para permitir uma determinacéo
mais especifica deste composto, especialmente se combinado com sua separacao,

usando cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)"" "9,

Os efeitos da lipoperoxidacdo sobre as biomembranas podem ser classificadas

em quatro grupos:

-mudancgas no micro ambiente lipidico de enzimas ligadas a membrana e nos

canais ibnicos e receptores, ativando ou inibindo a atividade dessas proteinas;
-formacao de novos canais de permeabilidade;

-formacdo de ligacBes cruzadas entre proteinas e fosfolipidios, inativando-os

irreversivelmente;

-oxidacdo dos grupos -SH nos sitios ativos de enzimas ligadas a membrana,

ocasionando perda de suas funcgdes.

Halliwell e Gutteridge definem a lipoperoxidacdo (LPO) como sendo uma
deterioracdo oxidativa dos lipidios poliinsaturados, ou seja, lipidios que contém, no
minimo, dois carbonos unidos por ligacdes covalentes duplas . As membranas das
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células e das organelas sdo mais suscetiveis a LPO, pois contém grande quantidade
de acidos graxos poli-insaturados. Assim, o processo de lipoperoxidacdo envolve a
formacao e propagacao de radicais lipidicos, o consumo de oxigénio e determina um
rearranjo das duplas ligagBes nos lipidios. A eventual destruicdo dos lipidios da

membrana, produz uma variedade de produtos de degradacéo, incluindo alcoois,

cetonas, aldeidos e ésteres (FIGURA 5)87.
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Figura 5. Representacao esquemética da reagdo da LPO (modificado de HaIIiweII,1999)["]

Junto com as alteragcbes de permeabilidade da membrana pode haver um
acumulo de calcio intracelular, 0 que ativaria outras enzimas célcio-dependentes,
como a fosfolipase, ocasionando um ciclo vicioso. Além de ativar outras enzimas, ha
um aumento na sintese de prostaglandinas, leucotrienos e fagocitose, o que pode

gerar aumento na destruicdo das membranas celulares®Y.

Como mecanismo compensador do processo oxidativo, 0 organismo possui um
sistema antioxidante, constituido por componentes enzimaticos e ndo enzimaticos,
gue atuam conjuntamente na protecao celular. O sistema enzimatico € considerado
a linha de defesa primaria, uma vez que evita o acumulo do anion radical superéxido

e do peroxido de hidrogénio. Existem, também, as defesas secundérias que
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impedem a propagacao da LPO e as terciarias, enzimas responsaveis pelo reparo

de danos ja instalados!* 82,

Quando a substancia age neutralizando as EAO, na fase de iniciagdo ou
propagacdo da LPO, levando a formagdo de um composto menos reativo, é
chamada de "scavenger'. Ao passo que, se a substancia antioxidante tiver a
propriedade de absorver a energia de excitacdo dos radicais, neutralizando- os, &

denominada de "quencher" * 8% 8,

A distribuicdo das enzimas antioxidantes esta intimamente relacionada com as
fontes de EAO, sendo assim, podemos notar a importancia da existéncia das
defesas antioxidantes enzimaticas e nao enzimaticas. Sem elas, o equilibrio celular
seria alterado e facilitaria 0 surgimento de varias disfungdes que poderiam levar a

serios processos de doenga.

A regulacdo das enzimas antioxidantes, necessaria para manutencdo da
homeostase celular em condi¢cdes adversas ao organismo, depende de varios
fatores, como especificidade do 6rgao, idade, estdgio de desenvolvimento, perfil

hormonal e disponibilidade de cofatores 4.

O sistema enzimético encarregado da detoxificacdo das EAO € formado por
varias enzimas, das quais se podem destacar: superdxido dismutase (SOD),

catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx).

A SOD forma um grupo de enzimas, que catalisa a reacdo de dois &nions
superéxido (0,%), com conseqiiente formacdo de perdxido de hidrogénio, sendo

menos reativo e podendo ser degradado por outras enzimas .
Reacdo 1: O," + O, +2H" —>P 5 H,O, + O,
A SOD ¢é classificada em trés tipos distintos: SOD cobre e zinco (CuzZnSOD),

presente no citoplasma das células de eucariontes; SOD manganés (MnSOD),

localizada na matriz mitocondrial e SOD ferro (FeSOD), que ocorre em bactérias &,
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Outra enzima importante € a CAT. O peroxido de hidrogénio, formado na
dismutacdo do anion superéxido, é transformado em agua e oxigénio por acao
dessa enzima. Esta, por sua vez, tem uma acdo muito especifica, ja que atua em

reacdes com peréxidos de hidrogénio, metila e etila ©°!.

Reagdo 2: 2H,0, — AT 5 0, +2H,0

Entre as peroxidases, que geralmente usam o grupo heme, se sobressai a
atividade da glutationa peroxidase (GPx), localizada no citosol e na matriz
mitocondrial. Ela catalisa a reducdo do perdxido de hidrogénio e do hidroperoxidos
organicos, através da oxidacéo da glutationa reduzida (GSH), que sera por sua vez,
regenerada por acdo da glutationa redutase com consumo de NADPH. Neste
processo de oxirredugdo, os grupamentos sulfidrilas doam dois hidrogénios para os
peroxidos, transformando-os em &lcool e/ou agua, formando glutationa dissulfeto
(GSSG) 8,

Reacdo 3: R-OOH +2GSH — S y R_OH + GSSG + H,0

GSSG + 2NADPH — SR 5 2GSH + 2NADP?

Muitas plantas sao citadas quanto aos seus efeitos antioxidativos, ou seja, sao
capazes de proteger a célula ou tecidos de danos decorrentes de radicais livres ou
de lipoperoxidacdo. Entre os grupos de compostos vegetais que apresentam essa
capacidade estdo os flavonoides, que séo representados pela rutina e quercetina,
entre outras'?. Esses flavondides atuam em atividades antilipoperoxidativas,
antitumorais, antiinflamatéria e antiplaquetéria, assim como podem atuar como um
pré-oxidante’® 8. Existem indicios que a forma como um flavonéide responde ora
como um antioxidante ou como pré-oxidante, esta intimamente ligada a

concentracéo e a fonte do radical livre!*”.

Assim como alguns trabalhos experimentais, utilizando quercetina, obtiveram
reducdo das lesdes em tecidos, diminuicdo da peroxidacdo lipidica e menor
quantidade de colageno, amenizando a fibrose™, outros demonstram atividade pré-
oxidativa quando o metal de transicdo era avaliado. Esses mesmos autores
questionam: se o comportamento ambiguo ocorreria em outras formas de

antioxidantes, ou seja esse fato € exclusivo para flavondides. Nos ultimos anos,



Referencial Tebrico 47

varios fitoterapicos estdo sendo investigados quanto a sua capacidade anti ou pro-
oxidativa, acdo protetora ao dano da membrana lipidica celular e a atividade

mutagénical®®.

Essas investigacdes sdo necessarias para discutir os mecanismos dos efeitos dos
antioxidantes e sua capacidade de interagdo com as membranas, esclarecendo

pontos ainda obscuros para a interface clinico-terapéutica.

1.4 Diabetes Mellitus e o Estresse Oxidativo

No Diabetes Mellitus existem consideraveis evidéncias de que o dano oxidativo
esta aumentado, embora seu mecanismo ainda n&o esteja muito claro®”. Uma das
teorias é a de que o aumento da concentracao de agucares no organismo causaria a
glicosilacdo de macromoléculas, o qual leva a uma modificacdo ndo enzimatica
destas, diminuindo sua funcéo bioldgica. Nesse processo sdo gerados EAO que

agiréo por todo organismo promovendo o dano oxidativo®®.

As principais mudancas metabdlicas causadas pela hiperglicemia sdo os
aumentos no fluxo de glicose na via poliol, que leva a formacédo crescente de
radicais livres de oxigénio e a formacédo de produtos finais do processo de glicacao
como a carboximetilisina, uma proteina do cristalino®. Existem também evidéncias
que a glicacdo por si s6 pode induzir a formacdo de radicais livres derivados de

oxigénio em eritrécitos de individuos diabéticos!®?.

Verificam-se relatos de aumento do estresse oxidativo no estdbmago e no figado
dos animais diabéticos, bem como de alteracdo no fluxo sanglineo da artéria
mesentérica superior que é influenciada pelo tempo de instalacdo da doenca e pelo
aumento da glicose sangiiineal®. Foi sugerido que, no DM, o estresse oxidativo é a
chave na patogénese das complicacdes vasculares, tanto microvascularmente como
macrovascularmente, e um marcador desses danos é uma disfuncdo endotelial.
Entretanto, a rota do estresse oxidativo é muito questionada por estudos de

intervencdo com antioxidantes, que sdo em muitos casos mal sucedidos!®.

A perda da atividade dos antioxidantes é realcada sensivelmente pelo estresse

oxidativo associado com EAO intracelulares. A hiperglicemia induzida produz um
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aumento de superéxidos inibindo a glicose-6-fosfatase dehidrogenase, uma enzina
taxa-limitadora da via pentose que é requisito para fornecer reducdes equivalentes
para o sistema de defesa antioxidante e é requisito para formacdo do sistema
glutationa peroxidase — glutationa redutase. Adicionalmente, o sorbitol é
metabolizado em frutose via sorbitol dehidrogenase, aumentando a relacdo
NADH/NAD+. Este, promove o aumento da sintese de Diaglicerol (DAG) que ativa a

proteina quinase C, responsavel por severas complicacées patolégicas do DM

Sendo assim, a hiperglicemia promove um aumento na formacdo de EAO,
presumivelmente derivadas da cadeia respiratéria mitocondrial. A acdo das EAO tem
uma rota central mediada por varios defeitos metabdlicos associados com o estado
diabético. Consequentemente, a inibicdo da producdo de EAO e/ou aumento da
varredura das EAO poderia ser uma forma terapéutica benéfical®.

1.5 Croton cajucara BENTH

Os usuéarios de plantas medicinais de todo o mundo, mantém em voga a prética
do consumo de fitoterapicos, tornando validas informacdes terapéuticas, que foram
sendo acumuladas durante séculos. De maneira indireta, este tipo de cultura
medicinal desperta o interesse de pesquisadores em estudos, envolvendo areas
multidiciplinares, como botanica, farmacologia e fitoquimica, que juntas enriquecem

os conhecimentos sobre a inesgotavel fonte medicinal natural: a flora mundial ™.

O género Croton, pela classificacdo taxondmica, pertence a ordem Euphorbiales
da subfamilia Crotonoideae que € um dos géneros mais numerosos da familia
Euphorbiaceae, possuindo representantes tanto medicinais, quanto téxicos ¢ °1. No
Brasil, hd mais de 300 das 700 espécies existentes desse género, muitas das quais,

tém suas propriedades quimicas e/ou farmacolégicas ja conhecidas ..

O Croton cajucara BENTH distribui-se nas regides Leste e Central da floresta
Amazonica, principalmente no Pard, junto ao estuério do Rio Amazonas, assim como
também no estado do Amapa. J4, no proprio estado do Amazonas, sO € encontrado

em plantacdes cultivadas!®®.
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O CcB, de nome popular Sacaca, € uma planta arbustiva de casca purulenta,
folhas alternas, lanceoladas, olentes. As Euphorbiaceas tém importancia na
medicina como fonte de toxinas e medicamentos. Resinas e diterpenos do croton
sdo usados em estudos experimentais de iniciacdo de tumores e podem ser Uteis na
terapia do cancer. Devido a diversidade bioquimica da familia, parece provavel que
usos medicinais adicionais podem ser descobertos, uma vez que muitas pessoas na
Ameérica, Asia e Africa utilizam essas plantas para diversos males. Algumas espécies
de croton sdo usadas como cicatrizante e antiinflamatoério; para doencas do aparelho

digestivo, como antiviral, como antimicrobiano e antitumoral 1% 0%,

No estado do Para, as folhas e cascas do caule dessa planta sdo utilizados em
forma de ch& ou pilulas no combate a diabetes, diarréia, malaria, febre, distirbios

gastrintestinais, renais, hepaticos e no controle de niveis elevados de colesterol** **

101]

A Sacaca também é comercializada em farmacias de manipulacéo e neste caso o
p6é das cascas do caule € vendido em capsulas (concentracdo aproximada de
250mg). Ja, as folhas séo comercializadas livremente, para distarbios do figado e
auxilio na digestéao de alimentos gordurosos. O p6 das folhas € vendido também em
farmacias de manipulacdo, com indicacdo, além das anteriores, como acgao

hepatoprotetora e para dietas de emagrecimento!*® 192 1031,

A Sacaca é considerada uma planta de crescimento secundario, aparecendo em
clareiras recentes e terras abandonadas. Apesar de ser encontrada nas varzeas
alagadas, parece preferir as varzeas altas, mais protegidas de alagamentos
constantes. E uma arvore resistente a pragas e que nio necessita de solos ricos,
adaptando-se bem até aos solos de argila amarela, de fertilidade muito baixa, perto

de Manaus 1> 103,

E uma arvore de 6 a 10 m de altura, de copa estreita e casca aromatica e
pulverulenta. As folhas sdo simples, subcoriaceas, lisas na superficie superior, de 7
a 16 cm de comprimento (FIGURAS 6, 7 e 8)1*%4,

Sua inflorescéncia, em racemos terminais com 9 cm de comprimento, apresenta-
se com 7 flores femininas na base e 12 masculinas na por¢cdo mediana terminal, de

cor amarelada. Ja os frutos sédo capsulas globosas de um pouco menos de 1 cm de
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comprimento, com uma semente preta em cada carpelo. A planta multiplica-se
g [104]

apenas por semente

A colheita da sacaca consiste na extracdo das folhas da &rvore, normalmente
realizada a cada 3 meses, jA que a planta é sensivel demais ao sol forte para
permitir um periodo maior de desfolhagem. Fazendeiros locais preferem colher as
folnas velhas e mesmo amareladas por acreditarem que possuem melhores
propriedades medicinais (informacédo ndo confirmada cientificamente). Uma planta

de 4 anos produz 10 quilos de folhas por ano 4.

Figura 6. Vista geral da planta Croton cajucara BENTH em seu ambiente natural o8]
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Figura 7. Vista geral das folhas de Croton cajucara BENTH %4,
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[105]

Figura 8. Cascas do caule do Croton cajucara BENTH

Em alguns paises de clima tropical como o Brasil, a abundancia de plantas
medicinais oferece acesso a diversos produtos utilizados, através da automedicacao,
na prevencao e tratamento de doencas. Além disso, a utilizacdo de plantas como
meio curativo, € uma atividade altamente difundida e popular, as vezes, empregada
de maneira equivocada e até mesmo malévola, afinal muitas plantas possuem

principios téxicos e o seu uso indiscriminado pode causar sérios problemas %4,

Inimeros casos de hepatite toxica foram notificados em hospitais publicos da

151 A disseminacéo de

regido Amazénica devido ao uso prolongado dessa planta
uso tem chegado a lugares distantes no pais, como em nosso estado, na cidade de
Caxias do Sul, Rio Grande do Sul, onde também houve relatos de casos de hepatite
fulminante, conforme comunicagdo pessoal do Dr. Milton Bertell, médico
Gastroenterologista Hepatologista e professor da Universidade de Caxias do Sul,

gue nos motivou neste estudo.
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Os extratos de plantas, praticamente todas as que contém bioflavondides,
apresentam uma significativa acdo antioxidante, capaz de diminuir os efeitos nocivos
gerados por radicais livres e, consequentemente, o surgimento das doencas

associadas a eles.

Em estudos fitoquimicos, ao investigarem partes distintas da planta Croton
cajucara BENTH como raiz, casca do caule e folhas, verificaram que: a) a casca
apresentou-se rica em clerodanos do tipo diterpenos: trans-dehidrocrotonina (DCTN)
(FIGURA 9), trans-crotonina (CTN) (FIGURA 9), cis-cajucarina B e sacacarina,;
b) nas plantas jovens (até 18 meses) o triterpeno acido acetil aleuritolico (AAA)
(FIGURA 9) se apresenta em maior concentracao na casca do caule; c) o diterpeno
CTN néo estéa presente, onde o DCTN se encontra em alta concentracdo (1,4% em
casca seca), detectado em plantas adultas com idade de 4 a 6 anos, enquanto

plantas com 3 anos de idade tem somente 0,26% de diterpenos %%,

trans-crotonina trans-dehidrocrotonina Acido acetil aleuritélico

Figura 9. Componentes da raiz, casca e folhas do Croton Cajucara BENTH (8],

A atividade farmacoldgica do maior componente do extrato da casca (DCTN) tem
sido extensivamente estudada sendo que foram detectados efeitos antinflamatorio,
analgésico, antiulcerogénico, hipoglicémico e hipolipidémico *°7. O cha da casca de
CcB produziu reducédo na glicose plasmatica, com diminuicdo de peso corporal,

sugerindo uma atividade hipoglicémica desta espécie %8,

Em estudos realizados com as folhas do CcB foi possivel isolar e caracterizar trés

esteroides (B-sitosterol, estigmasterol e 3,o0-glicopiranosil-p-sitosterol), dois
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flavondides (3,7,4-tri-o-metilcanferol e 3,7-di-o-metilcanferol) e um diterpeno do tipo
19-nor-clerodano (cajucarinolida) (FIGURA 10) 5 193],

beta-sinosterol

HO
HO 0)
Hoﬁwo
OH

sitosterol-3-O-beta-glucosideo

OMe %]/\):o
S
MeO I o) O
OMe

OH O

&

canferol 3,4',7-trimetil eter cajucarinolida

Figura 10. Substancias isoladas da folha do Croton Cajucara BENTH (s,

Essas substancias foram submetidas a avaliacdo de atividade antinflamatéria e
antiadlgica e, para tanto, diversos testes foram feitos, comprovando que os
compostos t-CTN e AAA agem inibindo diferentes compostos inflamatorios,
demonstrando terem afinidade pelos mecanismos das prostaglandinas e da

histaminal'©®l.

Cavalcante e colaboradorest’®™, comprovaram a eficacia hipoglicémica e

5 [110]

hipolipidémica da sacaca em ratos. Em 1995, Oliveira e col , confirmaram o

efeito hipolipidémico em coelhos. Com relacdo aos estudos fitoquimicos, o 6leo



Referencial Tebrico 55

essencial das folhas foi avaliado por Aradjo e cols. em 1971™M% e, mais

recentemente, por Lopes e cols. em 19991112

Outras atividades farmacolégicas do CcB ja foram evidenciadas, das quais pode-
se citar a atividade antinociceptiva dos extratos hexanicos, cloroférmico e metandlico
das folhas'® e o efeito hipolipidémico, correlacionado com a reducédo de indices
elevados de colesterol, foi evidenciado no extrato hidroalcodlico das folhas!**?.
Também foi verificado que o extrato hidroalcodlico das folhas n&o produziu
toxicidade em camundongos tratados oralmente com até 5g/kg (toxicidade

aguda)**?.

Trabalhos demonstram que a administracdo oral de trans-desidrocrotonina é
efetiva em reduzir a hiperlipidemia induzida por uma dieta rica em gordura ou por
tiloxapol em camundongos, como também na hipertrigliceremia induzida por etanol e

(114 1151 Em ratos

sugere seu uso benéfico como um agente antiaterogénico
diabéticos induzidos pelo uso da estreptozotocina (STZ), a t-DCTN demonstrou
atividade antidiabética oral. O efeito hipoglicemiante da t-DCTN é maior quando
administrada uma hora antes da estreptozotocina (efeito preventivo). Quando a t-
DCTN foi administrada 48 horas apds a STZ (efeito curativo), os niveis de glicose

sangiiinea cairam em torno de 49 %%,

Em muitos casos, a pesquisa nasceu da experiéncia tradicional e sabedoria
popular e, a partir dai, 0s mecanismos e vias de a¢do destas plantas, foram sendo
descobertos, confirmando, nos estudos clinicos, a eficacia terapéutica de certas
plantas ou extratos derivados de plantas. Por outro lado, as formulacdes a base de
plantas medicinais também s&o importantes fontes de danos hepaticos in vivo, o que
ndo € surpresa, jA que o figado é predominantemente um local de “clearence”,

biotransformacéo e excrecéo de drogas 7.

A busca por substancias antioxidantes naturais vem aumentando nos ultimos
anos, por isso que cada vez mais 0s grandes centros de pesquisa e industrias
farmacéuticas tém investido neste tipo de pesquisa*®, porém suas acdes
antioxidantes exigem maiores estudos e comprovagées com técnicas apuradas e

confiaveis.



Referencial Tebrico 56

1.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Muitas metodologias podem determinar a concentracao de radicais livres e EAO
em ensaios laboratoriais. Estas sdo empregadas para avaliacdo do dano tecidual
provocado pela peroxidacdo lipidica que esta implicada em diversas doencas,
incluindo o Diabetes Mellitus, arterosclerose, céancer, doengca de Parkinson, entre
outras’®. A quantificacdo de malondialdeido (MDA), um dos principais produtos
formados pelo processo oxidativo de hidroperéxidos lipidicos, por HPLC é
recomendada devido a sua alta sensibilidade analitica e sua especificidade,

especialmente em estudos de lipoperoxidacao™®.

Também, a testagem farmacoldgica, chamada de “screening bioldgico”,
envolvendo a observacdo dos efeitos induzidos pelos extratos de plantas ou pelos
compostos purificados destes extratos em modelos in vitro, seguida por uma analise
mais detalhada da sua atividade™® emprega a cromatografia liquida de alta

eficiéncia como uma de suas metodologias.

A cromatografia € definida como um método fisico-quimico de separacédo, no qual
0s constituintes da amostra a serem separados sao divididos entre duas fases, que
estdo em contato intimo. Uma das fases permanece estacionaria, enquanto a outra
se move através dela. Durante a passagem da fase movel sobre a fase estacionaria,
0s componentes da mistura sédo distribuidos entre as duas fases, de tal forma que
cada um dos componentes € seletivamente retido pela fase estacionaria, resultando

em migracdes diferenciais destes componentes?® 12,

A cromatografia liquida em coluna se divide em dois grupos: 1) a cromatografia
liquida classica, feita em colunas de vidro, sob pressdo atmosférica, com fluxo da
fase movel devido a forca da gravidade e 2) a cromatografia liquida de alta eficiéncia
ou em inglés “high performance liquid chromatography” (HPLC), que usa colunas e
uma pressdo da fase movel elevada, obtida com auxilio de uma bomba de alta

pressdo que pode empurrar a fase mével com vazdo mais rapidal*®?.

A técnica de HPLC utiliza instrumentos muito sofisticados que podem ser

totalmente automatizados. E um tipo de cromatografia liquida que emprega
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pequenas colunas, recheadas de materiais especialmente preparados e uma fase
movel que é eluida sob altas pressdes. Ela tem a capacidade de realizar separacfes
e analises quantitativas de uma grande quantidade de compostos presentes em
varios tipos de amostras, em poucos minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e

sensibilidade*”.

A cromatografia tem cerca de 100 anos e ela tem se mostrado uma técnica
incrivelmente importante para a analise de materiais com as mais variadas
estruturas e propriedades fisicas. Trés cientistas ganharam o Prémio Nobel devido a
seus trabalhos na area de cromatografia (Tiselius em 1948, e Martin e Synge em
1952).

A HPLC é uma técnica que atualmente emprega um conjunto de equipamentos
especiais. Eles se caracterizam por terem o0s seguintes componentes: 1)
Reservatorio e sistemas de bombeamento da fase movel; 2) Sistema de introducéo
de amostra; 3) Sistema analitico (coluna cromatografica); 4) Sistema de deteccéo; 5)
Sistema de registro e tratamento de dados. A fase movel € bombeada por acédo de
uma bomba, do seu reservatério para a coluna cromatografica, passando antes por
uma pré-coluna. A amostra é introduzida no alto da pré-coluna e o eluente é
continuamente observado por um detector, podendo, em seguida, passar para um
coletor de fracBes. Ao sair da coluna, passa por um sistema de deteccdo, onde séo
detectadas alteragbes de alguma propriedade fisica especifica. Esta variacdo €

transformada num sinal elétrico, que é convenientemente registrado e tratado

matematicamente por um processador conveniente!**?!,

A partir dos anos 70 foram desenvolvidos aparelhos mais sofisticados, que
levaram a uma maior resolucédo e mais alta separacdo cromatografica. Assim tornou-
se possivel uma melhor detec¢do da maioria dos compostos e a andlise de tracos
em amostras complexas, como sangue, urina, solo, alimentos, entre outras.
Dificuldades anteriores ou separacfes de compostos como corantes polares,

isdmeros, drogas basicas e seus metabdlitos viraram mera rotinal*??.

A grande reprodutividade na HPLC eleva ambas as andlises (tanto qualitativa,
quanto quantitativa), a um alto nivel de exatiddo e precisdo. As multiplas vantagens

da HPLC fizeram desta técnica analitica uma das mais procuradas atualmente. As
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vantagens mais importantes da HPLC sdo, a sua resolucdo e a rapidez da
analise!®®®. A necessidade de experiéncia no seu manuseio é um fator limitante, pois
para um operador atingir este nivel de vivéncia necessita em geral 6 meses de

treinamentot*”).

A fase mével empregada em HPLC deve ser de alto grau de pureza, normalmente
chamada de *“grau HPLC”. Eles devem circular por tubos que conectam o
reservatério do solvente com a bomba, a bomba ao injetor, este com um ou mais
detectores e, eventualmente, com um coletor de fragBes ou valvulas de distribuicao.
Estes tubos devem ser inertes e de acordo com o sistema cromatografico feito de

aco inoxidavel teflon ou outros polimeros, resistindo assim a altas pressées!*?.

A HPLC pode ser efetuada mantendo-se a composicao da fase mével constante
durante toda a analise cromatografica. Nesse caso fala-se em HPLC isocratico. Em
outras oportunidades, por necessidade do sistema que esta sendo analisado, é
conveniente alterar durante a analise cromatografica, a composicédo da fase mével.

Neste caso fala-se em HPLC com programacéo por gradiente?3!,

As separacgfes cromatogréficas produzem-se por um balanco de afinidades entre
a amostra, a fase movel e a fase estacionaria (coluna cromatogréafica). As
propriedades quimicas da fase mével sdo as que estabelecem o tipo e a forca de
interacdo entre o solvente e a amostra, e em consequéncia, sdo determinantes na

separacdo™??.

O resultado de um ensaio cromatogréfico €, por um lado, a obtencdo de fracdes
separadas dos componentes da amostra, e por outro lado, a de um grafico chamado
cromatograma, de cuja interpretacdo podem extrair-se conclusdes qualitativas e
quantitativas. Este registro e a eventual manipulacdo se obtém a partir do sinal
proveniente do detector por meio de um sistema de aquisicdo e processamento de

dados 24,

Inimeros métodos vém sendo aplicados para determinacdo do potencial
antioxidante de compostos em ensaios laboratoriais!*®, e a tecnologia que esta cada
vez mais incorporada as rotinas cientificas, devido a sua apurada sensibilidade e
eficiéncia, é a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia™”. Bem como, na

quantificacdo de malondialdeido (MDA), um dos principais produtos formados pelo
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7

processo de estresse oxidativo em hidroperéxidos lipidicos*?¥, o HPLC é
recomendada devido a sua alta sensibilidade analitica e sua especificidade,
especialmente em estudos de peroxidacdo lipidica em amostras humanas™®.
Também, na andlise quantitativa de espécies reativas de oxigénio e dos
mecanismos antioxidantes, a HPLC vem demonstrando resultados primorosos e

efetivos.

1.7 Levedura Saccharomyces cerevisiae como Modelo de Estudo

Ensaios microbianos in vitro tém se mostrado muito adequados na triagem
rotineira de varios produtos naturais, sendo testes rapidos, sensiveis, econdmicos,
reprodutiveis e apresentam resultados confidveis na identificacdo da atividade
biolégica. Séo utilizados e recomendados por conceituadas entidades
governamentais e orgaos de pesquisa dos Estados Unidos, Canada e varios paises

da Europa %,

O fato de a levedura Saccharomyces cerevisiae ser um dos microorganismos
mais estudados do ponto de vista genético e metabdlico, levou-a a se tornar um dos

microorganismos mais utilizados em testes biolégicos!*?® 7]

. A capacidade que a
levedura apresenta de crescer em condi¢cdes aerObicas e anaerdbicas permite,
também, o estudo durante diferentes situa¢cdes metabdlicas. Os dados obtidos nesse
tipo de teste apresentam uma correlacdo de aproximadamente 70% em relagéo ao

observado no homem™*?%,

A levedura Saccharomyces cerevisiae é um fungo unicelular, com ciclo eucarioto
tipico e completo, amplamente estudado e notavelmente semelhante as células de
mamiferos no que se referem as macromoléculas, organelas e proteinas com
homologia as proteinas humanas, tornando-a uma ferramenta importante nas
pesquisas sobre mutagénese, reparo de DNA e mecanismos que respondem ao

estresse oxidativo 2% 1281,

As leveduras podem crescer tanto em condigBes anaerdbias quanto aerodbias e,
portanto, sdo expostas continuamente as EAOs geradas como bioprodutos do

metabolismo. A Saccharomyces cerevisiae pertence ao grupo das leveduras
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anaerobias facultativas. Isto significa que fermenta hexoses como a glicose e a
frutose, independente da concentracdo de oxigénio. A glicose € a principal fonte de
carbono da Saccharomyces cerevisiae, uma preferéncia que € mediada por um
complexo processo de repressdo e ativacdo de genes e de proteinas, usualmente

conhecido como repressdo da glicose ou repressdo catabélica 1 3¢

. Quando a
concentracdo de glicose cai para menos de 0,2% no meio, ha a desrepressado das
enzimas que participam da biossintese na mitocbéndria e de outros genes

necessarios para o crescimento respiratériol*?% 3%,

Este crescimento apresenta fases distintas do ponto de vista metabdlico e cinético
(FIGURA 11). Apés um breve periodo de adaptacdo em meio rico (YPD — 2%
glicose), chamado de fase lag, as células iniciam uma divisdo celular a cada hora e
meia (fase exponencial), com energia proveniente da fermentacdo da glicose. Ao
diminuir a disponibilidade de glicose no meio, ocorre a desrepressdo catabolica
(transicdo diauxica), na qual ha uma parada transiente na divisdo celular, enquanto
as células sao preparadas para o metabolismo respiratério. Apos, ela reassume a
divisdo celular em um ritmo mais lento (uma divisdo a cada trés ou quatro horas),
utilizando o etanol como fonte de carbono produzido durante a fermentacao (fase
pos-diduxica). Quando todas as fontes de carbono forem exauridas, as células
entram na fase estacionaria na qual podem sobreviver por muito tempo na auséncia

de nutrientes 3% 32,
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Fase Estaciondria

Fose Pos diquxica
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Figura 11. Fases de crescimento de uma levedura selvagem quando iniciada em meio completo
(Adaptado de Fuge e Werner, 1997) %%,

1.7.1 Defesas antioxidantes da levedura Saccharomyces cerevisiae

A Saccharomyces cererevisiae apresenta uma variedade de mecanismos de
defesas antioxidantes. Possui duas enzimas superoxidos dismutases: SodCuZn,
codificada pelo gene SOD1, localizada no citoplasma; e a SodMn, codificada no

a 1% 134 Ambas as

nacleo pelo gene SOD2 e que é localizada na mitocondri
enzimas fazem a dismutacdo do radical superdxido a peroxido de hidrogénio. Duas
catalases foram identificadas, uma citosolica codificada pelo gene CTT1 e outra
perixossomal codificada pelo gene CTALl. As leveduras mutadas para ambas as

catalases sdo sensiveis a estresse por elevadas concentracdes de H,0, 3%,

Linhagens isogénicas de Saccharomyces cerevisiae deficientes em defesas
antioxidantes tém sido utilizadas para o estudo do mecanismo de acdo de agentes

al*® 37 Um método

fisicos e quimicos que interferem com o estado redox da célul
utiizado para determinacdo da natureza das lesbes induzidas por agentes
oxidantes, consiste em comparar a sensibilidade de mutantes deficientes em
enzimas antioxidantes com uma linhagem selvagem isogénica proficiente naquele
tipo de defesa antioxidante. Pode-se também combinar um oxidante conhecido,
como H,0,, t-BOOH (peréxido de terc-butil) e paraquat, com uma substancia com

potencial antioxidante. O aumento da viabilidade celular ao tratamento estara
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sugerindo atividade protetora (antioxidante) e a diminui¢do da viabilidade a um efeito
) [138-140]

deletério (proé-oxidante
Tendo em vista as consideragbes postuladas com esse trabalho, pretendeu-se
avaliar a acdo do Croton cajucara BENTH em animais diabéticos e avaliar seu

potencial antioxidante por HPLC e sobre a levedura de Saccharomyces cerevisiae.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar o potencial antioxidante e os efeitos
da administracdo do extrato aquoso da casca (EAC) do caule da planta amazonica
Croton cajucara BENTH sobre o estresse oxidativo no modelo experimental de

Diabetes Melittus.

2.2 Objetivos Especificos

-Avaliar o potencial antioxidante in vitro do extrato aquoso da casca do caule de
Croton cajucara BENTH com o método a base da enzima Xantina Oxidase,

empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

-Determinar a atividade antioxidante in vivo do EAC do caule de Croton cajucara
BENTH, utilizando diferentes linhagens da levedura Saccharomyces cerevisiae
selvagens e isogénicas, deficientes em produtos de genes envolvidos na resposta

ao estresse oxidativo.

-Comparar o peso corporal, 0s niveis de glicemia, colesterol e triglicerideos dos
diversos grupos animais com e sem 0 uso de EAC de CcB em diferentes tempos do

tratamento.

-Verificar as funcdes de integridade hepéticas através da atividade das
aminotransferases AST (aspartato-aminotransferase), ALT (alanina-
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aminotransferase) e da FA (Fosfatase Alcalina) no plasma dos animais, indicadores

de dano hepético.

- Desenvolver, adaptando e implantando a metodologia para medir MDA
(malondialdeido), via HPLC, em homogeneizados de figado dos animais estudados,

avaliando esse marcador de estresse oxidativo.

-Quantificar a atividade da enzima antioxidante Glutationa Peroxidase (GPx) no

figado dos animais dos diversos grupos do estudo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento da Pesquisa

Este estudo de carater experimental quantitativo, empregou ratos normais e
diabéticos induzidos por estreptozotocina, tratados com extrato aquoso da casca
(EAC) do caule da planta amazobnica Croton cajucara BENTH.

3.2 Animais

Para realizagdo deste trabalho foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar,
com peso médio no inicio dos experimentos de 250 a 300g, provenientes do Biotério
do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS). Os animais foram mantidos durante o experimento na Unidade de
Experimentacdo Animal do Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre, em caixas plasticas individuais, de 47x34x18cm, forradas com maravalha.

Os animais foram tratados diariamente com agua e racdo Nutripal (Moinhos
Purina, Porto Alegre, RS/Brasil) ad libitum composta por: 15,4% de proteina, 2,9%
de gordura, 60,5% de carboidratos, 3,9% de fibras, 5,3% de minerais e 12% de
agua. As caixas foram limpas de acordo com a rotina do Centro de Pesquisa, sendo
mantidos em uma temperatura de 22 + 4°C, em ciclo de 12 horas claro/escuro (luz

das 7 as 19 horas).
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3.3 Consideracdes Bioéticas

Todos os procedimentos realizados seguiram em consonancia com as normas
estabelecidas pela Comisséo de Pesquisa e Etica em Salde contidas na Pesquisa
em Saude e Direito dos Animais, de autoria do grupo de pesquisa e de Poés-
Graduacdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)™*Y bem como o

preconizado no Principles for Research Involving Animals (NAS).

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre sob o protocolo niumero 04-453.

3.4 Delineamento Experimental

O tempo de duracdo do experimento foi de 60 dias, a partir do dia da inducéo do
DM experimental, onde foram formados 6 grupos de animais. O numero total em

cada grupo no final do estudo foi estabelecido pela sobrevivéncia dos animais.

1) Grupo controle (CO): estes animais normais receberam 1,5mL de agua

destilada intragastricamente, diariamente, durante os ultimos 20 dias (n=10).

2) Grupo controle + CcB 5 dias (CO5d): estes animais normais receberam 1,5mL
de extrato aquoso da casca do caule de Croton cajucara BENTH (concentracdo de

5%, intragastricamente), diariamente, durante os ultimos 5 dias (n=10).

3) Grupo controle + CcB 20 dias (CO20d): estes animais normais receberam
1,5mL de extrato aquoso da casca de Croton cajucara BENTH (concentracao de 5%,

intragastricamente), diariamente, durante os ultimos 20 dias (n=10).

4) Grupo diabético (DM): estes animais diabéticos receberam 1,5mL de &gua
destilada intragastricamente, diariamente, durante os ultimos 20 dias (n=10).

5) Grupo diabético + CcB 5 dias (DM5d): estes animais diabéticos receberam
1,5mL de extrato aquoso da casca do caule de Croton cajucara BENTH
(concentracdo de 5%, intragastricamente), diariamente, durante os ultimos 5 dias
(n=10).
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6) Grupo diabético + CcB 20 dias (DM20d): estes animais diabéticos receberam
1,5mL de extrato aquoso da casca do caule de Croton cajucara BENTH
(concentracdo de 5%, intragastricamente), diariamente, durante os ultimos 20 dias
(n=10), que passaremos a denominar somente EAC de CcB.

3.5 Marcagéo e Pesagem

No inicio do estudo, os animais foram marcados no I6bulo da orelha e pesados
individualmente. Foi registrado o peso corporal inicial (momento da inducédo do DM),
bem como no momento da morte dos animais. Foi utilizada uma balanca da marca

Sartoris®, com peso em gramas para a pesagem dos animais.

3.6 Inducéo do Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus foi induzido por uma Unica inje¢do intraperitoneal (i.p.) de
estreptozotocina (STZ) (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA) na dose de
70 mg/Kg de peso corporal**?.

A estreptozotocina foi dissolvida em tampao citrato de sédio (0,1M, pH 4,5) e
acido citrico (0,1M, pH 4,5) e administrada na regido abdominal esquerda do animal,
cerca de 10 minutos apos a diluicdo em solucdo tampéao.

Os animais do grupo controle receberam somente NaCl 0,9% i.p. no mesmo
volume utilizado para dissolver a STZ. O periodo do estudo foi de sessenta dias, a
contar do dia em que os animais diabéticos apresentaram uma glicemia sangiinea

acima de 250mg/dL, sendo considerado diabéticos.

3.7 Preparacao do Extrato Aquoso da Casca do caule de Croton cajucara BENTH

A casca do caule de Croton cajucara BENTH utilizada no estudo € procedente da

cidade de Santarén no Estado do Para - Brasil.
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Para a preparacdo do extrato aquoso (EA) foi necessério triturar a casca do
Croton cajucara BENTH até virar p6. O cha foi preparado com 5g da casca triturada
do caule do CcB em 100mL de &gua destilada, fervida durante 10 minutos. Foi dado
para cada animal do grupo estudado, 1,5mL do ché intragastricamente (gavagem).
Os animais do grupo CO e DM receberam agua destilada no mesmo volume com o

objetivo de também serem estressados com o procedimento de gavagem.

O cha foi administrado, nos 20 dias e nos 05 dias finais do estudo, aos grupos
C020d, DM20d e CO5d, DM5d, respectivamente. No 60° dia os animais foram

mortos e retirando-se os figados para posteriores analises.

3.8 Avaliagdo do Potencial Antioxidante in vitro do Croton cajucara BENTH pelo
sistema enzimatico Xantina Oxidase por HPLC

Durante o processo de hidroxilagdo da Hipoxantina, que é transformada em
xantina e depois em acido arico, a enzima Xantina Oxidase produz também o ion
superéxido a partir do oxigénio e, peroxido de hidrogénio, a partir de agua. Na
presenca de Fe (lll) e de EDTA, o ion superoxido reduz o Fe (lll) para formar Fe (ll),
que gera, numa segunda etapa, o peroxido de hidrogénio para formar os radicais
hidroxila, que sdo muito reativos (FIGURA 12).

A metodologia para determinar a concentrac@o destes radicais hidroxila no teste é
baseada na reacdo dos radicais hidroxila com o &cido salicilico. Desta maneira, sao
formados dois compostos estaveis: 2,3- e 2,5-dihidroxi-acido-benzoico (2,3-DHBA e
2,5-DHBA) (FIGURAS 12 e 13), mensuraveis via HPLCM? 143,
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Figura 12. Esquema do ensaio para medir atividades antioxidantes utilizando o sistema da
Hipoxantina/Xantina Oxidase (Owen et al., 1996)™*%

A HPLC é uma técnica que atualmente emprega um conjunto de equipamentos
especiais. Eles podem diferir em caracteristicas e grau de automacao, porém, séo
absolutamente necessarios para uma execugcdo conveniente. O reservatorio,
recipiente que contém a fase mével, pode estar integrado ao equipamento ou estar
externamente porém, deve sempre ser colocado alguns centimetros sobre o nivel da
bomba. Pode-se usar como reservatério da fase moével qualquer frasco de
laboratério de boa qualidade, preferencialmente deve ser de teflon ou outro polimero
conveniente, e com uma tampa adequada para prevenir o ataque de particulas

ambientais do sistema e da evaporacédo da fase mével*?!,

0[123], as bombas utilizadas em HPLC tém caracteristicas

Segundo Pompeir
totalmente especiais. As principais sdo de operar a pressfes de até 500 atm com a
mesma precisdo e exatiddo de operacfes a pressao quase ambiente. As bombas

nao devem ser corroidas pelas fases moveis empregadas.
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A injecdo da amostra é feita com o auxilio de uma valvula especial que permite a
introducé@o, com grande precisédo e exatiddo, de quantidades minimas da ordem de
20 microlitros (uL) ou mais. Esta valvula permite introduzir a amostra na coluna
cromatografica sem interromper o fluxo de solvente através do sistema. Ele deve ser
de facil operacéao, inerte ao ataque quimico e capaz de suportar altas pressdes. A
amostra a ser analisada € geralmente dissolvida na fase mével, sendo essa solucéo
aplicada no fluxo da fase mével a sua entrada no inicio da coluna. Os volumes de
solugdes de amostra estdo compreendidos, em geral, entre 0,5 e 20 pL, contendo

uma massa de soluto entre 0,1 e 10 ug**4.

A pré-coluna é uma unidade do equipamento de grande importancia na
cromatografia liquida do tipo HPLC. Ela contém um enchimento com a mesma fase
estacionaria do que a coluna cromatogréfica, e tem a funcao de “saturador” da fase
movel nesta mesma fase, impedindo assim o seu arrastamento na coluna analitica

pela fase mével pura*!,

7

Segundo Ciola™®”, a separacdo na HPLC é efetuada dentro das colunas
cromatograficas que sdo geralmente construidas em metais e projetadas para
trabalhar a pressbes de até 500 atm. Suas dimensdes dependem do processo
escolhido e elas podem ser separadas em colunas analiticas e colunas preparativas.
As colunas analiticas sdo destinadas a separacdo de pequenas quantidades de
materiais, ndo existindo, na maioria dos casos, 0 objetivo de isolar, para fins de
identificagdo dos outros, 0s materiais separados mas, somente a necessidade de
detecta-los para fins quantitativos ou qualitativos. Colunas preparativas sdo de
dimensdes maiores e estdo dirigidas aos processos de preparacao e isolamento de

compostos para fins de identificacéo.

A fase movel, também chamada de solvente tem um papel fundamental, j& que
pode por si mesma modificar completamente a seletividade das separacfes na fase
movel e é, por sua vez, o verdadeiro “motor” das separacfes na fase reversa. Assim
se explica que na HPLC € possivel obter um nimero muito grande de diferentes
separacOes, utilizando a mesma coluna cromatogréfica, variando somente a
composicdo da fase mével. Nem todos os solventes sdo adequados para trabalhar
com HPLC; as fases moveis mais utilizadas na cromatografia liquida sdo misturas de

metanol, acetonitrila e dgua. Um solvente apropriado deve possuir: 1) alto poder
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solubilizante das amostras; 2) baixa reatividade; 3) compatibilidade com o detector
utilizado; 4) adequado ponto de ebulicdo; 5) baixa viscosidade; 6) seguridade; e 7)

alto grau de pureza*?’.

Segundo Quattrocchi et al.l*?

, 0 detector é a parte do equipamento
cromatografico que permite ver ou localizar a posicdo de cada componente de uma
amostra na saida da coluna cromatografica. Ele é o olho do sistema cromatografico,
mede as mudancas de concentracdo ou a massa dos compostos da amostra
injetada que estdo deixando a coluna. Um avango consideravel, aumentando a
sensibilidade, foi o desenvolvimento de novos tipos de detectores como o0s
eletroquimicos, os a base de fluorescéncia, e os fotbmetros UV, que medem as
variagdes na absorbancia da luz na regiao de 190 a 350 nm. Com base numa boa
sensibilidade, consegue-se detectar com estes detectores, compostos na ordem de
nanogramas. O detector UV-VIS é o mais usado em HPLC e possibilita medir
variacfes na absorbancia da luz na regido de 190 a 700 nm. Pode-se, também, usar
com gradientes de solventes e um detector muito pouco sensivel a mudancas de
fluxo e de temperatura, com a Unica limitacdo de que estes sejam transparentes no

comprimento de onda de trabalho.

O resultado de um ensaio cromatografico €, por um lado, a obtencédo de fracdes
separadas dos componentes da amostra, e por outro lado, a de um grafico chamado
cromatograma, de cuja interpretagcdo podem extrair-se conclusdes qualitativas e
quantitativas. Este registro e a eventual manipulacdo se obtém a partir do sinal
proveniente do detector por meio de um sistema de aquisicdo e processamento de
dados, entre os quais pode-se citar: 1) o registrador grafico, que converte o sinal em
um gréfico do tipo X-Y; 2) o integrador, permite obter o registro grafico, chamado de
cromatograma e também o tratamento matematico para o célculo de concentracdes;
e 3) um programa de computacdo muito especifico, que substituiu a acdo do
integrador. Este software apropriado permite, tanto o registro grafico do
cromatograma como os calculos, a manipulacdo de dados, o armazenamento de
ensaios, a geracdo de dados, bem como o manejo global de varios cromatografos.
Como os computadores possuem sinais digitalizados, faz-se necessario uma

interface analdgica-digital que converta o sinal analdgico integrado pelo detector!*?Y,
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Utilizou-se uma coluna de fase reversa yBondapack C18 (300x3,9 mm — 4 um) da
empresa Waters e um equipamento de HPLC Alliance (Waters), constituido pelo
moddulo de separacdo 2695 (Waters) com autosampler e um detector UV-VIS 2487
dual A (Waters). A deteccao do 2,3-DHBA e do 2,5-DHBA foi feita em 325 nm, com
Fase Movel de gradiente a base dos solventes dgua/acido acético (96:4) e metanol,
com fluxo de 1 ml/min durante 30 minutos. Em paralelo foi medido num comprimento
de onda de 278 nm para monitorar e analisar a quantidade de &cido Urico, o que

mostra o funcionamento da enzima.

O ensaio foi feito através da incubacdo de Hipoxantina, da enzima Xantina
Oxidase, na presenca de Fe(lll), EDTA e de acido salicilio, e um banho-maria de
37°C durante 3 horas, na presenga do extrato de CcB. Depois, 30 yL de cada
amostra foi analisada via HPLC. Foram analisadas concentracdes de 1%, 2%, 4%,
5% e 10% e nos volumes de 25, 50, 100, 250 e 400 uL de EAC de CcB.

0 ) 5]
1 - 1]
[/ o A N—C—0H  HO—F “y—C—0H
ol | |
T OH \%\(L—_QH * “‘*a/,-l OH
OH

Salicilato 2.3 DHBA 2,5 DHBA

Figura 13. Reacéo do 4cido salicilico com os radicais hidroxila formando
2,3- e 2,5-DHBA (Owen et al., 1996%),
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3.9 Avaliacdo do Potencial Antioxidante in vivo do Croton cajucara BENTH através
da levedura de Saccharomyces cerevisiae

3.9.1 Meios de cultura e solucdes

O crescimento das células foi feito em meio liquido completo (YEL), contendo
0,5% de extrato de levedura, 2% de bactopeptona e 2% de glicose. Para
determinacdo do numero de células viaveis, ou seja unidades formadoras de
coldnias, foram realizadas semeaduras em meio YEPD solidificado com 2% de
bacto-a4gar. Para ressuspensao das células e diluicbes para posterior semeadura,

utilizou-se solucéo salina (solucdo de NaCl 0,9%).

3.9.2 Deteccéo da atividade antioxidante in vivo em Saccharomyces cerevisiae

Para a analise da atividade antioxidante, linhagens de Saccharomyces cerevisiae
proficiente e deficiente no sistema da defesa antioxidante (SOD, sodlA, sod2A,
sod1Asod2A) foram utilizadas no ensaio de sobrevivéncia. As células, em fase
estacionaria de crescimento, foram submetidas a centrifugacdo e lavadas duas
vezes com solucdo salina. A densidade das células foi determinada usando uma
camara de contagem de Neubauer. Os extratos foram preparados em uma
concentracdo de 2mg/mL em DMSO. Uma suspensao, contendo 2x107céls/mL, foi
inoculada em solugéo salina juntamente com doses crescentes do extrato (50 -
500uL) e H,0, 4mM por 1 hora em estufa a 30°C, sendo posteriormente semeadas
em placas de meio YEPD. Logo apods, as placas foram acondicionadas em estufa a
30°C por 48 ou 72 horas. Apds este tempo, foi feita contagem das colbnias, sendo
os resultados tabelados e submetidos a tratamento estatistico. O ensaio foi repetido

por 3 vezes.
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3.10 Morte dos Animais

Apos o periodo de sessenta dias, os animais foram anestesiados com cloridrato
de Cetamina (Ketalar®) e cloridrato de Xilasina (2,6-xilidina) — 5,6 dihidro-4h-1,3
tiazina (Rompum®), numa proporcdo de 100mg/kg de Cetamina para 50mg/kg de
Xilasina. Os anestésicos foram administrados intraperitonealmente na regido

abdominal esquerda.

A profundidade da anestesia foi controlada pelos reflexos plantares e

oculopalpebrais quando se realizava algum tipo de presséo nas patas dos animais.

Primeiramente o sangue foi retirado do animal através do plexo retro-orbital™* e
colocado num tubo de ensaio com heparina (Liquemine®), para evitar a coagulagao.
Os animais foram colocados em decubito dorsal e permaneceram sob ventilacdo

espontanea, respirando ar ambiente.

Posteriormente, realizou-se tricotomia e desinfeccdo da regido abdominal,
seguida da intervencado cirdrgica, que iniciou com uma laparotomia ventral média
onde foi retirado o figado e, em seguida congelado em nitrogénio liquido, para
posteriores analises estabelecidas. Os animais anestesiados foram mortos por

pneumotérax.

3.11 Obtencéo do Plasma e Determinacéo da Glicemia, Colesterol e Triglicerideos

O sangue foi retirado do animal através do plexo retro-orbital e colocado nhum tubo
de ensaio com heparina (Liquemine®), para evitar a coagulacdo. Apés se realizou a
centrifugacéo do material a 4.000 rpm pelo tempo de 10 minutos.

O precipitado foi desprezado e o plasma retirado com pipeta (Labsystems 4500,
200-100 pL) para ser congelado em freezer a temperatura de —70° C para posterior

determinacao dos indices de glicemia, colesterol e triglicerideos.

Para determinacdo da glicemia foi utilizado o teste enzimatico colorimétrico (Kit
Glicose PAP, LAB TEST), no qual o reagente foi misturado a 40 uL de amostra do
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plasma e lido em espectofotdmetro (CARY 3E — UV- Visible Spectrophotometer
Varian) com comprimento de onda de 500nm. Foram considerados diabéticos para
esse estudo 0s animais que apresentaram a concentracdo de glicose sangiinea
acima de 250 mg/dL™*®!,

Para determinacdo dos niveis de colesterol foi utilizado o teste enzimatico
colorimétrico (Kit Colesterol Liquiform, LAB TEST), no qual o reagente foi misturado
a 40 pyL de amostra do plasma e lido em espectofotémetro (CARY 3E — UV- Visible
Spectrophotometer Varian) com comprimento de onda de 500nm. Os ésteres de
colesterol sdo hidrolisados pelas colesterol esterases a colesterol livres e acidos
graxos. O colesterol livre é oxidado pela colesterol oxidase a colest-4-en-ona e
perdxido de hidrogénio. Na presenca de peroxido de hidrogénio, o fenol e a 4-amino-

antipirilquironimina tera absortividade maxima em 500nmt**7.

Para determinacdo dos niveis de triglicerideos foi utilizado o teste enzimatico
colorimétrico (Kit Triglicerideos Liquiform, LAB TEST), no qual o reagente foi
misturado a 40 pyL de amostra do plasma e lido em espectofotometro (CARY 3E —
UV- Visible Spectrophotometer Varian) com comprimento de onda de 410nm. Os
triglicerideos sdo hidrolisados enzimaticamente por uma lipase especifica,
produzindo glicerol e &cido graxo. O glicerol se oxida com acido perclérico a
formoladeido, que é quantificado colorimetricamente a 410 nm como 3,5-diacetil-1,4-

diideolutidinal**®,

3.12 Atividade das Aminotransferases (AST, ALT e FA) — Provas de Integridade
Hepéatica

Para a determinacdo da AST (aspartato-aminotransferase) e da ALT (alanina-
aminotransferase) no plasma foi utilizado o método enziméatico comercial (Boehringer
Mannheim, Alemanha). Assim, a atividade enzimética do AST e ALT foi obtida

através da medicdo cinética a 567 nm.

A AST catalisa a reacdo do a-cetoglutarato e do acido alanina sulfinico a piruvato
e glutamato. A ALT catalisa a reacdo do a-cetoglutarato e alanina a piruvato e

glutamato. O piruvato se hidrolisa a acetilfosfato, apds a acdo do piruvato oxidase
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(POD), anidrase carbonica e peroxido de hidrogénio (H20,). Em presenca de POD, o

H>0O, oxida a forma reduzida incolor do indicador a forma azul.

Para determinagdo da atividade da FA (Fosfatase Alcalina) no plasma foi
empregado o método enzimatico automatizado. Para isto, utilizou-se como substrato
o para-nitrofenilfosfato mais &gua, que formou para-nitrofenol, composto

intensamente amarelo, com um maximo de absorbancia de 400nm.

3.13 Preparo do Homogeneizado

Foram utilizados dois tipos de homogeneizados: o primeiro para realizar a
quantificacdo de proteinas e a avaliacdo da atividade de enzima GPx
(Homogeneizado 1) e o segundo para realizar a quantificacdo de MDA por HPLC

(Homogeneizado 2).

Para homogeneizar o figado (Homogeneizado 1) dos animais foram colocados
9mL de tampéo fosfato (KCL 140 mM, fosfato 20 mM; pH 7,4) por grama de tecido. A
homogeneizagéo foi realizada em um aparelho Ultra-Turrax (IKA-WERK) durante 40
segundos, a temperatura de 0 a 4°C. Posteriormente, o homogeneizado foi
centrifugado em uma centrifuga refrigerada (SORVALL RC-5B Refrigerated
Superspeed Centrifuge) por 10 min a 3000 rpm (1110 x g)®%. O precipitado foi
desprezado, o sobrenadante retirado e congelado em freezer a uma temperatura de
—70 °C para posteriores dosagens.

Para o homogeneizado de figado utilizado na deteccao e quantificacdo de MDA
por HPLC (Homogeneizado 2), forma misturados 0,5g de figado em 2,5ml (0,25M)
TRIZMA BASE BUFFER (pH 7,4), 0,2 M SUCROSE e 5nM DTT (DL-Dithiotreitol). A
homogeneizagéo foi realizada em um aparelho Ultra-Turrax (IKA-WERK) durante 40
segundos, a temperatura de 0 a 4°C. Posteriormente, centrifugou-se por 30 min em
4°C em 10.000 x g (SORVALL RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge); coletou-

se o sobrenadante e separando-os em tubos eppendorfs!**°,
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3.14 Quantificacdo das Proteinas

A concentracdo das proteinas do homogeneizado hepatico foi determinada

s™% Esse método utiliza como padrédo

através do método de Lowry e colaboradore
uma solucéio de 1 mg/mL de albumina bovina (Sigma®), utilizaram-se volumes de 50,
100 e 150 pL. Colocou-se uma aliquota do homogeneizado (20 uL) em 780 uL de
adgua destilada e 2,0mL de reativo C. Este ultimo foi preparado somente ho momento
que seria utilizado e consistiu na mistura de 50mL de NaHCO3, somado a 0,5mL do
reativo B1 (CuS0O4.H,O 1%) e 0,5mL do reativo B2 (tartarato de sodio e potassio
2%). Apos a adicdo do reativo C, foram aguardados 10 minutos, colocando-se a
seguir 0,2mL do reativo Folin-Ciocalteau 2N (Laborclin), na concentracdo de 1:3 em
agua destilada. Ap6s 30 minutos, a solucao apresentou coloracédo azulada que pbde

ser medida num espectrofotdmetro com comprimento de onda de 625 nm.

3.15 Determinacédo do Estresse Oxidativo
3.15.1 Mensuracéo de Malondialdeido (MDA) por HPLC

Foi avaliada a lipoperoxidacéo atraveés da quantificacdo de MDA, um biomarcador

[149  Realizou-se a

de estresse oxidativo, por HPLC descrita por Mateos et al.
padronizacdo e validacdo da técnica, seguindo preconizacdo da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Resolucdo RE n° 899-29/05/2003). Concentracdes pré-
estabelecidas de MDA (0,033; 0,1; 0,33; 1,0; 3,33 e 10ug/mL) foram medidas 3
vezes cada amostra por 3 dias consecutivos, sendo seus resultados avaliados
estatisticamente e sendo considerados padronizados se ndo houver diferenca

significativa estatisticamente.

A técnica adaptada de Mateus et al.l**®

coletar 250uL de amostra (Homog. 2) e adicionar 50uL NaOH (Hidréxido de Saodio)

(6M). Incuba-se por 30 min a 60°C em banho-maria, para ocorrer a liberacdo do

, padronizada e validada consiste em

MDA ligado a proteinas. Num segundo momento, realiza-se a precipitacdo de
proteinas, adicionando & amostra, 125ul de 35% (v/v) de Acido Perclérico (HCIO,) e
centrifugar por 10 min a 2800 x g. Coleta-se 250uL do sobrenadante e adiciona-se

25ul de DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina), preparado com 5mM de solu¢cdo em 2M



Materiais e Métodos 80

Acido Cloridrico (HCI). Incuba-se por 30 min em temperatura ambiente e protegido
da luz. Injeta-se, entdo, 50uL da amostra incubada, em HPLC Alliance (Waters),
constituido por uma bomba 2695 (Waters) com autosampler e um detector UV-VIS
2487 dual A (Waters).

Para este procedimento, utilizou-se uma coluna de fase reversa pBondapack C18
(300x3,9 mm — 4 ym, Waters) e a analise foi feita utilizando uma Fase Modvel
Isocratica a base de 0,2% (v/v) acido acético, agua deionizada e acetonitrila 8:38
(v/v), com fluxo de 0,6mL/min durante 21 minutos e com deteccdo hum comprimento
de onda de 310 nm. As concentracdes de MDA foram expressas em nmol de
MDA/mg de proteina.

3.15.2 Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx)

A determinacéo da glutationa peroxidase selénio dependente, mediante 0 método
de Guntzler e Flohé!**!, consiste em medir a velocidade de consumo do NADPH em
um sistema que contenha GSH, sendo que a oxidacdo se registra

espectrofotometricamente em comprimento de onda de 340 nm. Entdo:
GPx

ROOH (H,0,) + GSH =------=---- > ROH (H20) + GSSG + H,0

A atividade da GPx pode ser estudada, medindo a velocidade de consumo de

NADPH num sistema que contenha GSH.

GSH + NADPH --------- > GSSG + NADP+ + 2H+

Essa técnica consiste em determinar a atividade da enzima
espectrofotometricamente, medindo a velocidade de oxidacdo do NADPH em uma

reacao.
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Para tal, em uma cubeta de quartzo foram colocados 2,7mL de solucao
reguladora de fosfatos de Na+ e K+ (100 mM, pH 7,0) com 50 uL de NADPH
(10mM), 150 uL de BOOH (10mM) e 50 uL de glutationa redutase (12 U/mL). A
mistura foi lida durante 1 minuto, quando se fez uma linha de base e em seguida
foram adicionados 50 uL de GSH (100mM) e 50 uL do homogeneizado. As amostras
foram incubadas a 25°C durante 5 minutos, e lidas numa absorbancia de 340 nm. A

atividade foi expressa em umol/min.g de tecido.

3.16 Analise Estatistica

ApoOs a determinacdo de todos os parametros experimentais, os resultados foram
expressos como meédia + desvio padrdao da média (DP) para cada grupo

experimental.

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa estatistico Statistical Package
for Sciences, versao 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Os dados de peso corporal, niveis de glicemia, colesterol e triglicerideos foram
testados pela Andlise de Variancia para Medidas Repetidas e aplicado o Teste “t” de

Student para as amostras pareadas.

Para os dados das leveduras, enzimas hepaticas, niveis de MDA e GPx utilizou-
se a analise de variancia simples (ANOVA), a fim de comparar as diferencas
observadas em cada parametro estudado. Foi aplicado também o teste
complementar de Tukey-Kramer para comparac¢des multiplas.

A andlise do potencial antioxidante foi avaliada através de Regressdo Linear

Multipla, definindo-se o coeficiente de correlacao de Pearson.

Considera-se para afirmar no texto que existe diferenca estatisticamente
significativa entre as variaveis estudadas, a utilizacdo do nivel minimo de

significancia de cada uma delas de, em pelo menos, 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

Os resultados apresentados neste estudo, com base nos objetivos propostos,

sao referentes a todos os grupos avaliados e tém a seguinte ordem:
1-Potencial Antioxidante in vitro do EAC de CcB por HPLC.
2-Potencial Antioxidante in vivo do EAC de CcB em leveduras.
3-Peso corporal.
4-Niveis sangiineos de glicose, colesterol e triglicerideos.
5-Provas de funcéo hepatica AST, ALT e FA.
6-Marcador de estresse oxidativo MDA por HPLC.

7-Atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase (GPx).

4.1 Potencial Antioxidante in vitro do Croton cajucara BENTH pelo sistema
enzimatico Xantina Oxidase por HPLC

Através das analises cromatograficas (FIGURA 14) pode-se observar a deteccéo
por HPLC dos compostos estaveis 2,3 e 2,5-DHBA e determinar o potencial
antioxidante do EAC do Croton cajucara BENTH. Na FIGURA 14A, observa-se o
cromatograma padréo da amostra sem enzima e sem o EAC, sendo utilizado para
comprovar a auséncia de picos (relativos as moléculas detectadas) na regido de
interesse, que interfeririam nas analises dos picos de interesse. Da mesma forma,
pode-se visualizar na FIGURA 14B a auséncia de picos na regido de interesse no
cromatograma da amostra de EAC sem a enzima Xantina Oxidase.
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Na andlise cromatografica onde se empregou somente 0 sistema enzimatico,
pode-se observar dois picos independentes (FIGURA 14C), em tempos de retencao
diferentes, que foram respectivamente, os compostos 2,5-DHBA (tempo de retencéo:
11,422 min) e 2,3-DHBA (tempo de retenc¢do: 13,390 min). Para afirmar que 0s picos
apresentados séo relativos aos compostos DHBAs foram realizadas cromatografias
prévias, utilizando-se os compostos 2,3- e 2,5-DHBA padrdo (substancia pura -
Merck®) e definindo de antem&o seus tempos de retencdo, que foram praticamente
invariaveis, tendo apenas variacao de area de grafico devido a acdo das substancias

antioxidantes.

Na FIGURA 14D, observa-se a acdo do EAC de Sacaca numa concentracdo de
10% sobre a formacao dos compostos estaveis 2,3- e 2,5-DHBA, reduzindo as areas
de seus picos em 50% e demonstrando o potencial antioxidante do Croton cajucara
BENTH.
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Figura 14A. Cromatograma do mix sem enzima, sem EAC de CcB (325 nm)
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Figura 14B. Cromatograma do mix sem enzima e com EAC de CcB (10%) (325 nm)
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Figura 14C. Cromatograma do mix com enzima (sem EAC de CcB) (325 nm)
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Figura 14D. Cromatograma do mix com enzima e 100 pl de EAC de CcB (10%) (325 nm)
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Figura 14. Cromatogramas do potencial antioxidante in vitro do CcB.

Analisando todos os resultados das areas dos picos obtidos a partir dos
cromatogramas dos ensaios enzimaticos da Xantina Oxidase, com EAC de Sacaca
nas concentragdes de 1%, 2%, 4%, 5% e 10% e nos volumes de 25, 50, 100, 250 e
400 L, pode-se verificar que o Croton cajucara BENTH apresenta atividade
antioxidante (reducédo da formacédo ou varredura das EAOs) dependente de volume
e concentragdo, conforme sdo observados na TABELA 1 e FIGURA 15. Verifica-se
que na concentragcdo de 10% e volume de 400uL houve a maior redugdo na
formacdo de espécies reativas de oxigénio, aproximadamente 74,2+0,86%,

comprovando assim, sua agao “scavenger” antioxidante.
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Tabela 1. Pontencial antioxidante in vitro de véarias concentracdes e volumes de EAC
de CCB.

Concentragdo de

Dose de EAC CcB

DHBAS (%)

Reducdo das

EAC CcB (%) (uL/mL) EAOs (%)

0 0 100 0

1 50 94,69+ 0,87 5,31+ 0,87
1 100 71,40+ 0,26 28,60+ 0,26
1 250 68,70 + 1,31 31,30+ 1,31
1 400 60,43 + 1,59 39,57+ 1,59
2 50 82,83 + 0,55 17,17+ 0,55
2 100 86,33 + 1,51 13,67+ 1,51
2 250 70,30 + 0,34 29,70+ 0,34
2 400 50,20 + 1,47 49,80+ 1,47
4 50 81,43 + 0,66 18,57+ 0,66
4 100 86,33 + 1,51 13,67+ 1,51
4 250 70,30 +0,34 29,70+ 0,34
4 400 50,20 + 1,47 49,80+ 1,47
5 50 79,70 + 0,34 20,30 0,34
5 100 63,33 + 1,06 36,67+ 1,06
5 250 43,43 + 0,55 56,57+ 0,55
5 400 30,33 +0,05 69,67+ 0,05
10 50 69,80 + 0,87 30,20+ 0,87
10 100 46,83 + 0,23 53,17+ 0,23
10 250 34,96 + 1,27 65,04+ 1,27
10 400 25,80 +0,86 74,20+0,86

Nota: Resultados expressos como média + desvio padrdo da média.
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Figura 15. Pontencial antioxidante in vitro de varias concentracdes e volumes de EAC de CCB.
Resultados expressos como média + desvio padréo.
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Através da Equacdo da Regresséao Linear Multipla [DHBA=99,7-3,5*concentracédo-
0,10*dose], observou-se a relacdo de causa-efeito entre a variavel dependente
“percentagem de DHBA” e as variaveis independentes “dose” e “concentracdo” da
EAC de CcB. Conforme a Equacgao derivada dos dados da TABELA 2, verifica-se
que a cada uma variacdo percentual de concentracdo do EAC de CcB o nivel de
DHBA varia em -3,5% e que a cada uma variacdo de pL/mL de dose o nivel de
DHBA varia em -0,10%. Segundo o Coeficiente de Determinacdo (R? ajustado)
observa-se que as variacdes de dose e concentracédo de Sacaca explicam em 86% o
nivel de DHBA.

Tabela 2. Coeficientes das varidveis de Regressao Linear Mdltipla para o desfecho

DHBA (%).
Variaveis B Ic B p
Concentragcao -3,5 -46a-2/4 <0,001
Dose -0,10 -0,1 a -0,07 <0,001

Nota: Equacdo da Regressédo [DHBA=99,7-3,5*concentracdo-0,10*dose].

Pelos dados obtidos através do Coeficiente de Correlacdo de Pearson constata-
se gue héa relacdo estatisticamente significativa inversa entre a DHBA (%) X
Concentracéo (%) e DHBA (%) x Dose (uL/mL), conforme apresentado na TABELA
3.

Tabela 3. Correlacdo de Pearson para percentagem de DHBA, dose e concentragéo
de EAC de CcB.

DHBA (%)
Concentracgao (%) -0,612*
Dose (uL/mL) -0,759*

*Correlacéo é significativa para p<0,01.

A varredura de radicais livres de oxigénio com as diferentes concentracdes e
volumes de EAC de Sacaca pode ser observada e inter-relacionada nas FIGURAS
16 e 17. Assim:
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Figura 16. Potencial antioxidante in vitro do CcB.
Resultados expressos como média + desvio padréo.
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Figura 17. Dispersao dos Dados do Potencial antioxidante in vitro do CcB correlacionando as
varidveis de DHBA, dose e concentragao.
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4.2 Atividade Antioxidante in vivo do Croton cajucara BENTH através da levedura
Saccharomyces cerevisiae

Na FIGURA 18, estdo expressos resultados do ensaio de sobrevivéncia,
utilizando linhagens da levedura Saccharomyces cerevisiae proficientes e deficientes
no sistema de defesa antioxidante da enzima superoxido dismutase (SOD, sod1A,
sod2A, sod1Asod2A), por meio de um ensaio semi-quantitativo realizado através da
inibicdo de crescimento (teste de sobrevivéncia), utilizando, também, o EAC de CcB
em volumes de 0, 50, 100, 250 e 500 ul em uma concentracdo de 5% . Como pode
ser observado, existe um aumento no percentual de sobrevivéncia celular em todas
as linhagens, sendo significativo em suas doses mais altas, ao demonstrar um

potencial antioxidante do CcB.
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Figura 18. Potencial antioxidante in vivo do CcB.
Resultados expressos como média + desvio padrao. Os sinais referem-se as seguintes significancias:
*Dados significativos em relagdo ao controle positivo (0) com significAncia de p<0,05;
**Dados significativos em relagdo ao controle positivo (0) com significancia de p<0,01.
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4.3 AvaliagOes Basais

Foram coletados e verificados os dados basais (tempo zero dia — t0) para as
variaveis peso corporal, glicemia, colesterol e triglicerideos nos diferentes grupos
experimentais. Estes dados sdo importantes para se observar o comportamento
entre os grupos no t0O e verificar se poderdao haver interferéncias nos dados finais.
Através da TABELA 4, percebe-se diferenca significativa estatisticamente, para a
glicemia, entre os grupos controle e os grupos diabéticos, conforme o esperado,
demonstrando que os animais dos grupos DM, DM 5d e DM 20d séao realmente
diabéticos. O observou-se uma diferenca estatistica para o peso corporal entre os
grupos, porém sem forca para ser detectada pelo teste estatistico post hoc de
Tukey. Esta diferenca de pesos corporais basais ndo tem relevancia clinica, pois as

diferencas entre as médias dos grupos apresentam pouca variabilidade.

Tabela 4. Médias Basais dos grupos experimentais.

cO CO5d co20d DM DM5d DM20d p
n=10 n=10 n=11 n=12 n=10 n=10
P(egs)" 281,00£33,35 262,40£20,13 282,45:2559 277,75:29,89  254,10+20,01  253,80+27,99 | 0,034*"
?,',L‘;%“L'? 177,63+19,80 173,56+2542 187,26:28,66 468,52+80,50° 392,17+94,40° 440,66+64,50° | <0,001*
C(?’Lzslael_')‘" 56,08+16,58  53,86:+11,77  52,41+14.32  62,97+10,78  58,88+7,47  59,00¢1328 | 0,572
T”%L'fge/gﬁ)ef’s 58,50£19,92  66,73+20,88  66,99+32,91  73,831589  65,84+13,77  74,32+19,48 | 0,412

Nota: Resultados expressos como média + desvio padréo.

*Diferenca significativa entre os grupos.

*Mesmo havendo uma significancia estatistica com o teste de Andlise das Variancias (ANOVA), ndo
tivemos poder para detectar o grupo diferente com o teste post hoc de Tukey.

“Diferenca significativa entre o grupo DM comparado aos grupos CO, CO 5d e CO 20d.

bDiferen(;a significativa entre o grupo DM 5d comparado aos grupos CO, CO 5d e CO 20d.
‘Diferenca significativa entre o grupo DM 20d comparado aos grupos CO, CO 5d e CO 20d.

4.4 Peso Corporal

Durante os 60 dias de duracdo do estudo, efetuando mensuracfes dos pesos
corporais dos animais controles e diabéticos, nos diferentes grupos, antes da
indugdo do Diabetes Mellitus e no dia da morte dos animais, pode-se observar
através da Andlise de Variancia para Medidas Repetidas e pelo Teste “t” Student
para Amostras Pareadas, como verificadas na TABELA 5, que houve uma alteracdo

global entre o tempo inicial e o final (Ptempo <0,001). Foi detectada uma diferenca
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no comportamento das médias dos grupos entre si (Pgrupo <0,001) e uma mudanca
dos deltas - A (t60-t0) dos grupos (Pinteracéo). Na FIGURA 19, observa-se que as

diferencas médias entre o tempo 60 dias (t60) e o tempo zero dia (t0) foram

diferentes de zero estatisticamente nos grupos controle, acusando um aumento de

peso corporal nesses grupos.

Tabela 5. Peso Corporal.

CO (n=10) CO5d (n=10) C020d (n=11) DM (n=12) DM5d (n=10) DM20d (n=10) Ptempo Pinteragdo Pgrupo
t0 | 281,00£33,35 262,40£20,13 282,46x25559  277,75£29,89  254,10+20,02  253,80£27,99
<0,001 <0,001 <0,001
t60 | 336,20+56,86 315,40+23,14 349,19+39,14 262,83+26,24*  265,20+4529°  250,60+45,31°
Nota: Resultados expressos em gramas como média + desvio padréo.
“Diferenca significativa entre o grupo DM comparado aos grupos CO, CO 5d e CO 20d.
bDiferen(;a significativa entre o grupo DM 5d comparado aos grupos CO, CO 5d e CO 20d.
‘Diferenca significativa entre o grupo DM 20d comparado aos grupos CO, CO 5d e CO 20d.
Dm+20d - D P=0,839
DM+5d | O P=0,847
DM - —D— P=0,071
Co+20d 0 p<0,001 ¥
Co+5d - : — 00— <0001 ¥
.
Controle - : ] P=0,001
I . . . I . . . I . . . I . . . ]
-100 -50 0 50 100

Figura 19. Diferencas médias dos pesos corporais e Intervalo de Confianca 95%.

*Diferentes de zero estatisticamente significante (p<0,05).
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4.5 Niveis de Glicemia, Colesterol e Triglicerideos

Os niveis glicémicos, colesterolémicos e de triglicerideos foram medidos em dois
momentos, sendo t0 e t60. Observando-se os resultados das diferencas das médias
entre o t60 e t0 para glicemia na FIGURA 20, verifica-se que n&do foram diferentes de
zero estatisticamente em todos o0s grupos, excetuando o grupo CO, o qual
apresentou uma variacdo das diferencas das médias dos niveis glicémicos
diferentes de zero estatisticamente. Porém, observa-se na TABELA 6, que as
médias dos animais do grupo CO no t60 ndo apresentaram niveis glicémicos que 0s

identifique como diabéticos.

Tabela 6. Niveis glicémicos.

CO (n=10) CO5d (n=10) C020d (n=11) DM (n=12) DM5d (n=10) DM20d (n=10y | Ptempo Pinteragdo Pgrupo
t0 177,62+19,80 173,57+£25,42 187,26+28,67 468,52+80,51 392,17+94,41 440,67+64,51 0303 0376 <0.001
t60 215,97+31,17 211,74+48,36 232,09£77,45 444,88+117,5° 372,01i84,72b 440,66+75,41° ’ ’ ’

Nota: Resultados expressos como média + desvio padrdo (mg/dL).

“Diferenca significativa entre o grupo DM comparado aos grupos CO, CO 5d e CO 20d.
bDiferen(;a significativa entre o grupo DM 5d comparado aos grupos CO, CO 5d e CO 20d.
‘Diferenca significativa entre o grupo DM 20d comparado aos grupos CO, CO 5d e CO 20d.

Dm+20d - D P=0999

DiM+5d {0 P=0,505

DM A {1 P=0.595
Co+20d - {1 P=0,112
Co+5d - —D— P=0543
: *
Controle - - —{— P=0024
=200 =150 =100 =50 0 50 100 150 200

Diferencas médias e IC95% para a glicemia

Figura 20. Diferengas médias para os niveis glicémicos e Intervalo de Confianga 95%.
*Diferente de zero estatisticamente significante (p<0,05).
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Através dos resultados das médias entre o t60 e tO para colesterol, conforme a
TABELA 7 e, das diferencas das médias na FIGURA 21, verifica-se que 0s grupos
DM e DM5d foram diferentes de zero estatisticamente, comparando-se com 0S
demais grupos e, que os grupos diabéticos aumentaram seus niveis de colesterol no
T60 (Ptempo<0,01).

Tabela 7. Niveis de colesterol.

CO (n=10) CO5d (n=100 C0O20d (n=11) DM (n=12) DM5d (n=100 DM20d (n=10) | Ptempo  Pinteragéo

Pgrupo

to
t60

56,98+16,58 53,87+11,78 52,41+14,32 62,97+10,77 58,88+7,48 59,01+13,28

<0,001 0,012
51,85+17,99 55,49+13,76 58,31+12,73  80,91+16,99° 74,8349 57° 73,42+18,24°

0,001

Nota: Resultados expressos como média + desvio padrdo (mg/dL).

“Diferenca significativa entre o grupo DM comparado aos grupos CO, CO 5d e CO 20d.
bDiferenga significativa entre o grupo DM 5d comparado aos grupos CO, CO 5d e CO 20d.
‘Diferenca significativa entre o grupo DM 20d comparado aos grupos CO, CO 5d e CO 20d.

Dm+20d 1 0 P=0,076
*
DM+5d 1 —{— P<0.001
DM 0 P=0,016*
Co+20d - — O P=0111
Cot+5d - —{O—P=0,078
Controle - O0— P=0.397
[} T T T | T T T 1
-50 0 50

Diferengas médias e |1C95% para o colesterol

Figura 21. Diferencas médias para os niveis de colesterol e Intervalo de Confianca 95%.
*Diferentes de zero estatisticamente significante (p<0,05).
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Comparando-se os resultados das médias entre o t60 e tO para triglicerideos na
TABELA 8 e as diferencas das médias da FIGURA 22, observa-se que o grupo DM
foi diferente de zero estatisticamente. Os grupos DM5d e DM20d apresentaram
niveis de triglicerideos semelhantes aos grupos controles (pgrupo=0,017).

Tabela 8. Niveis de triglicerideos.

CO (n=10) CO5d (n=10) C020d (n=11) DM (n=12) DM5d (n=10) DM20d (n=10) | Ptempo Pinteracdo

Pgrupo

t0 58,51+19,92 66,73+20,88 66,99+32,92 73,83+15,90 65,84+13,78 74,32+19,48 <0.001 0.050
t60 91,58+39,24 87,90+24,03 89,66+38,35 195,80+171,69° 84,86+25,92 97,49+85,85 ' '

0,017

Nota: Resultados expressos como média + desvio padrdo (mg/dL).

®Diferenca significativa entre o grupo DM comparado aos grupos CO, CO 5d, CO 20d, DM 5d e
DM20d.

Dm+20d - ——F=007
DM+5d — P-0.057
: *
DM {1 P=0,032
Co+20d - —— P=0.085
Co+5d 1 —D— P=0,074
Controle - -—D— P=0,006

-250 200 -150 -100 -50 0 50 100 150 200 250

Diferengas medias e IC95% para os triglicerideos

Figura 22. Diferencas médias para os niveis de triglicerideos e Intervalo de Confian¢a 95%.
*Diferente de zero estatisticamente significante (p<0,05).
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4.6 Provas de Funcdo Hepatica através da atividade das transaminases AST
(aspartato-aminotransferase), ALT (alanina-aminotransferase) e da FA (Fosfatase
Alcalina)

A atividade das transaminases hepéticas foi mensurada no dia da morte dos
animais (t60). Conforme os resultados obtidos através da Andlise da Variancia
seguida de Tukey e na TABELA 9, cosntata-se diferenca significativamente
estatistica entre os grupos para as enzimas ALT e FA. Nao ha diferenca significativa

para a enzima AST entre 0s grupos.

Tabela 9. Atividade das Aminotransferases Hepaticas.

(6{0) CO5d co20d DM DM5d DM20d p
n=10 n=10 n=11 n=12 n=10 n=10
AST 154,90+37,82 149,40+35,72 131,72+39,84 200,83+131,69 127,30+£49,13 143,30+69,41 0,190
ALT 53,20+5,88 66,50+33,62 59,46+16,70 122,92+77,32% 71,30+27,11 99,80+34,22 0,001*
FA 136,10+31,81 170,20+57,36 137,46+31,51 423,75t135,10b 248,50+112,39%¢ 391,201113,35,99d <0,001**

Nota: Resultados expressos como média + desvio padrao (u/L).

*Diferenca significativa entre os grupos com p<0,005.

** Diferenca significativa entre os grupos com p<0,001.

“Diferenca significativa entre o grupo DM comparado aos grupos CO, CO 5d, CO 20d e DM 5d.
bDiferen(;a significativa entre o grupo DM comparado aos grupos CO, CO 5d e CO 20d.
‘Diferenca significativa entre o grupo DM 5d comparado aos grupos CO, CO 5d e CO 20d.
dDiferenga significativa entre o grupo DM 20d comparado aos grupos CO, CO 5d e CO 20d.
®Diferenca significativa entre o grupo DM 5d comparado aos grupos DM e DM 20d.
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Constata-se através dos resultados na FIGURA 23, que ndo houve diferenca
estatisticamente significante detectavel entre os grupos para a enzima AST, o que

confirma os dados anteriores.

250 1

AST

150 [ ]

100 4

S0

Cantrole Co+ad Co+20d ik Oni=5d  DM+20d

Figura 23. Médias e desvios padrdo das médias para os niveis de aspartato-aminotransferase.
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Ja na FIGURA 24, constata-se através dos resultados obtidos, que houve
diferenca significativa estatisticamente (p<0,005) entre o grupo DM e os grupos CO,
CO5d e C0O20d para a enzima ALT. Os animais diabéticos tratados por 5 e 20 dias
demonstraram uma tendéncia de reducgdo dos niveis de ALT comparados ao grupo

DM, porém este dado ndo apresentou significancia estatistica.

300

250

ALT
*

150 4

100 1

T

T T T T T
Controle Cot+5d Co+20d (B0 Dhi+5d  DM+20d

Figura 24. Diferencas médias e desvios padrédo das médias para os niveis de alanina-
aminotransferase.
* Diferenca significativa entre o grupo DM e os grupos CO, CO5d e C0O20d (p<0,005).
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Houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos DM e DM20d para
0S grupos controles, e entre DM5d e os grupos DM e DM20d para a FA, conforme

pode-se constatar nos resultados da FIGURA 25.

700

600 -

500 - T

400 - ®

Kk L J

300 -

200 -

100 ~

0 T T T 1 1 1
Controle  Co+5d Co+20d DM DM+5d DM+20d

Figura 25. Diferengas médias e desvios padréo das médias para os niveis de Fosfatase Alcalina.
*Diferenca significativa dos grupos DM e DM20d para os grupos controles (p<0,001).
**Diferenca significativa entre o grupo DM5d e os grupos DM e DM20d (p<0,001).
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4.7 Determinacdo do Estresse Oxidativo
4.7.1 Mensuracédo de MDA (malondialdeido) via HPLC

As analises para implementacédo da metodologia por cromatografia liquida de alta
eficiéncia para mensurar MDA do figado de animais, partiram de publicacdes

cientificas que detalhavam a técnica, conforme Mateos, et al.**!

Inicialmente, realizou-se a padronizacdo e validagdo da técnica, analisando
diferentes concentracées de malondialdeido (Merck®), 0,033; 0,1; 0,33; 1; 3,33 e 10
pg/mL MDA, em 3 dias consecutivos, medindo 3 vezes cada amostra por dia e
observando sua estabilidade. Assim, com este procedimento, validou-se a
metodologia, conforme preconizado pela ANVISA, que descreve: “A validacéo deve
garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das
aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados” (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA); Resolugcdo RE n° 899, de 29/05/2003.)

Na FIGURA 26, observam-se cromatogramas referente a validacdo da

metodologia de mensuracdo de MDA por HPLC descrita por Mateos, et al.**).

Os picos de MDA encontram-se sempre em um tempo de retencéo préximo de 14
minutos, apresentando areas dos picos crescentes conforme o aumento da

concentracdo de MDA, estavel e reprodutivel durante todos os dias da validacao.
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Figura 26. Cromatogramas de MDA
A)Agua MilliQ + 25uL 2M HCI; B)Agua MilliQ + 25uL 5mM DNPH + 2M HCI; C)0,033ug/mL MDA
(0,11 nmol/mL); D) 0,10 ug/mL MDA (0,32 nmol/mL); E)0,33 ug/mL MDA(1,06nmol/mL); F) 1 ug/mL
MDA (3,19 nmol/mL); G)3,33 ug/mL MDA (10,65 nmol/mL); H) 10 yg/mL MDA (31,95 nmol/mL);
todas as amostras acrescidas de 25uL 5mM DNPH + 2M HCI.
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Foram calculadas as médias das 3 areas de concentracdo nos 3 dias e feitas
comparacoes entre elas (Area 1 vs Area 2 / Area 1 vs Area 3/ Area 2 vs Area 3) pelo
Teste “t” de Student para amostras pareadas. Foi realizado um ajuste dos valores P
pelo fato de se estar realizando comparacdes multiplas (Ajuste de Bonferroni).
Conforme verifica-se na FIGURA 27, ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre as médias das areas, com excecdo do grupo 10ug/mL de MDA,
que apresentou diferenca entre a Area 3 comparativamente com as ocorréncias nas

Areas 1 e 2.

S5e+5

de+5 [X X}

3e+5

2e+5 1

Area (UA)

le+5 4

0 {1 ees ses ses LA

0,033 pgiml 0,1 pgimL 0,33 pgiml 0.1 pg/mL 1 pg/ml 10 ugymL MDA

Figura 27. Diferencas médias e desvios padrdo das médias para as areas cromatograficas de
concentracdo de MDA, tendo sido realizadas 3 mensurac¢des por dia em 3 dias distintos para avaliar o
método.

*Diferenca significativa da area 3 para as areas 1 e 2 da concentracdo de MDA de 10ug/mL.
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Os figados dos animais de todos os grupos, apdés homogeneizacdo (Homog. 2)
foram analisados por HPLC, seguindo a metodologia anteriormente validada, para
deteccdo de MDA. Conforme os resultados contidos na FIGURA 28, verifica-se uma
diferenca estatisticamente significante entre o grupo DM em relacdo aos grupos
controles; o grupo DM em relacédo ao grupo DM tratado por 5 dias; e o grupo DM20d

em relacdo ao CO.

10
- P<0,001
*
g - —_—
8 -
® *2\‘_*
N _
S 6
s ® *
5 -
L
4 - 1
3 -
2
CO CO5d cO20d DM DM5d DM20d

Figura 28. Médias * desvios padréo das médias para os niveis de Malondialdeido
(nmol/mg proteina), para os grupos com n=6.
*Diferenca significativa do grupo DM e CO, CO5d e C0O20d (p<0,001).
**Diferencga significativa do grupo DM e DM 5d (p<0,001).
***Diferenca significativa do grupo DM20d e CO (p<0,001).
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4.7.2 Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da enzima glutationa peroxidase foi mensurada no dia da morte dos

animais (t60). Apurou-se através dos resultados encontrados na FIGURA 29, que

nao houve diferenca estatisticamente significante para a GPx.

Tabela 10. Atividade da enzima Glutationa Peroxidase (GPXx).

CoO CO5d co2od DM

DM5d

DM20d

GPx 102,84+32,40 117,38+16,47 121,27+31,13  128,85+17,39

125,14+22,86 108,98+30,64

0,354

Nota: Resultados expressos como média + desvio padrdo (nmol/mg prot.min).

2560

200 ~

150 A

GPX
—e—

100 A

50 A

0 T

Controle Co+5d Co+20d DM

DM+5d

DM+20d

Figura 29. Médias * desvios padrdo das médias para os niveis de Glutationa Peroxidase, para os

grupos com n=8.
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5 DISCUSSAO

O Diabetes Mellitus configura-se hoje como uma epidemia mundial, traduzindo-se
em grande desafio para os sistemas de salde de todo o mundo®®®. Nas estimativas
da OMS, o numero de portadores da doenca no Brasil € cerca de 6 milhdes e deve
alcancar 10 milhdes de pessoas em 2010%°. Segundo a International Diabetes
Federation, a cada 2 minutos e 18 segundos, um novo caso de diabetes surge no

Brasil*®,

As consequéncias humanas, sociais e econdmicas sao devastadoras: sdo mais
de 4 milhdes de mortes por ano relativas ao diabetes e suas complica¢cdes (com
muitas ocorréncias prematuras), o que representa 9% da mortalidade mundial

totall®® 153,

O maior custo, entretanto recai sobre os portadores, suas familias, seus amigos e
comunidade, com o impacto da reducdo de expectativa de vida consideravel. A
expectativa de vida € reduzida em média em 15 anos para o diabetes tipoleem 5 a
7 anos na do tipo Il; os adultos com diabetes tém risco 2 a 4 vezes maior de doencas
cardiovasculares e acidentes vasculares cerebrais. E a causa mais comum de
amputacdes de membros inferiores ndo traumética, cegueira irreversivel e doenca
renal crénica terminal. Em mulheres, é responsavel por maior nUmero de partos
prematuros e mortalidade materna, segundo dados do Ministério da Saude do

Brasil®®,

A classificagcdo do DM, desde o Consenso Brasileiro sobre diabetes, em 2002, se

da& de acordo com sua etiologia e ndo mais por “insulino dependente” e “ndo insulino

n[154]

dependente . Sendo nomeado DM tipo |, o caracterizado pela deficiéncia das
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células B pancreaticas na producdo ou secrecdo de insulina, com intensa
participacdo de fatores genéticos e ambientais. Geralmente detectado em pessoas
jovens e, se fazendo necessério, uso de insulina. O DM tipo Il é caracterizado por
uma resisténcia a captacédo da glicose no musculo esquelético e no tecido adiposo.
Isso contribui para a hiperglicemia, manifestando-se predominantemente apds os 40

anos e na grande maioria sem a necessidade de utilizacdo de insulina exégena®®.

As dificuldades no tratamento do diabetes (como por exemplo, a necessidade de
varias injecbes diarias de insulina para o controle glicémico), a ocorréncia de
complicacBes crbnicas da doenca e o risco de hipoglicemias severas em pacientes
com DM tipo I, ja justificam, por si sO, a pesquisa por estratégias terapéuticas
alternativas a aplicacdo de insulina exodgena. Além dos varios tipos de pesquisas
que buscam solugBes alternativas para o tratamento desta doenca, atualmente é
dada énfase aos estudos que aprofundam o entendimento da patogenia desta

doencal*”. Os modelos animais tém-se mostrado bastante Uteis para este fim!*>°.

A utilizacdo de modelos experimentais com processo patogénico semelhante ao
humano, pode auxiliar no aprofundamento da compreenséo do desenvolvimento do
DM tipo I, assim como permitir o teste de novas modalidades terapéuticas®. A
estreptozotocina (STZ) é provavelmente a substancia de escolha para estudar o
Diabetes Mellitus tipo | em animais. Ela foi descrita em 1956 como um antibiético de

o™ e em 1960 sua atividade antitumoral foi relatada,

amplo espectro de aca
principalmente para o tratamento de leucemial*®”. Estudos de tumores com modelos
animais (ratos) acabaram por descobrir que a STZ levava a hiperglicemia, e estudos
em cachorros e macacos rhesus evidenciaram o seu potencial diabetogénico*®®.
Desde entdo, esta droga tem sido usada para induzir diabetes em modelos

experimentais.

Muitos estudos realizados em animais puderam demonstrar os variados efeitos
que a STZ pode ocasionar. Em estudos feitos por Dallago et al.l®¥! foram
observadas alteracbes na frequéncia cardiaca e pressao arterial, bem como na
sensibilidade dos baro- e quimioreceptores quando comparados animais diabéticos
com animais do grupo controle. No presente estudo, aplicou-se 70mg/kg de STZ

intraperitonealmente nos animais e a doenca se desenvolveu em trés dias. Eles
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desenvolveram as principais caracteristicas do DM como polidria, polidipsia,

hiperglicemia e perda de peso, semelhante aos achados de Ganong®®” e Leiter!**.

Pacientes diabéticos podem apresentar alteracdes hepaticas, como a esteatose, a

esteatohepatite n&do-alcodlica e a cirrosel*®.

As complicagbes vasculares
representam a principal causa de morbidade e mortalidade em pacientes diabéticos
e ocorrem na micro e na macrovasculatura. A hiperglicemia pode aumentar a
geracdo das espécies ativas de oxigénio através da auto-oxidagcdo da glicose, pela
ativagdo da proteina quinase C ou pelo aumento do metabolismo na via dos
polisisi*®?. Em estudo experimental realizado por Melo®®, utilizando estreptozotocina
(STZ), ficou demonstrado que 18 horas apds a inducdo do DM ocorreu dano nas
células beta pancreaticas, provavelmente causado pelo desequilibrio nos sistemas
pré e antioxidantes. E, distarbios na producédo de oxidante e antioxidante, em favor
do oxidante levam a danos celulares, os quais sdo denominados danos oxidativos

ou estresse oxidativol*®3l,

Os processos oxidativos podem ser evitados através da modificacdo das
condicbes ambientais ou pela utilizacdo de substancias antioxidantes com a
propriedade de impedir ou diminuir o desencadeamento e/ou a propagacao das

reacdes oxidativas'®?.

Sendo assim, antioxidantes sdo substancias capazes de prevenir os efeitos
deletérios da oxidacgéo, inibindo o inicio da lipoperoxidacdo, sequestrando radicais
livres e/ou quelando ions metalicos. Eles protegem organismos aerdbicos do

estresse oxidativo!*®®.

E, a busca por substancias antioxidantes naturais vem
aumentando nos ultimos anos, por isso que cada vez mais 0s grandes centros de
pesquisa e indlstrias farmacéuticas tém investido neste tipo de pesquisa™®. As
plantas assim como 0s animais possuem sistemas antioxidantes. Dentre estes,
destacam-se as substancias como os terpenos oxidados, taninos, fendis, alcaldides,

lignanas, cafeina e aminast®® 7.

A sacaca (Croton cajucara BENTH) € uma planta medicinal e aromatica,
produtora de linalol ,fixador de perfume em industrias dos EUA, Inglaterra, Franca e

Italia®®. Ao efetuar triagem em plantas de rapido crescimento e resistentes a

| [169]

pragas, Araujo et a encontraram na sacaca 66,4% de linalol, e 25% de
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sesquiterpenos, estes Udltimos com efeitos diversos, desde os anti-tumorais,
bacteriostaticos, fungistaticos, bioinseticidas e na profilaxia da esquistossomose
(impedindo a penetracdo das cercarias da Biomphalaria glabrata na pele humana).
Foram isolados terpendides, acido aleuritdrico, triterpendide e flavonoéides*’?.

No presente estudo, avaliou-se 0 potencial antioxidante da casca do caule do
Croton cajucara BENTH, onde se observou, atraves de analises cromatogréaficas por
HPLC, utilizando o teste enzimatico da Xantina Oxidase (FIGURA 14), a presenca de
atividade varredora ou redutora da formacéo de EAOs da planta, sendo dependente
de volume e concentracdo do extrato aquoso utilizado (TABELA 1, FIGURAS 15, 16
e 17). Isso também é comprovado pelo coeficiente de correlacdo de Pearson que
demonstra estatisitcamente uma relacao inversa entre a formacgéo de dihidroxi-acido-
benzoico (DHBA) e a dose ou a concentracdo de EAC de CcB (TABELA 3) descrita
através da Equacao de Regressao Linear Mdltipla com desfecho em DHBA (%) onde
se pode observar que a cada uma variacdo percentual de concentracdo do EAC de
CcB o nivel de DHBA ira variar em -3,5% e que a cada uma variacao de puL/mL de
dose o nivel de DHBA ir4 variar em -0,10% (TABELA 2). Estes resultados sao
semelhantes aos encontrados por Larson, que demonstrando o potencial

[166]  Maciel isolou o flavonéide 3,7-di-

antioxidante de algumas espécies de crotons
O-metilcanferol presente no CcB, demonstrando também, a atividade antioxidante

desse extrato!*®

Os ensaios com células eucaridticas permitem a avaliacdo da atividade
antioxidante de inUmeros compostos de forma rapida, econdmica e reprodutivel e 0os
resultados obtidos podem ser facilmente extrapolados para o homem. Desta forma,
testes em células eucaridticas da levedura Saccharomyces cerevisiae, assumem um
importante papel na verificacdo da capacidade oxidante e antioxidante e na

[138. 171 como

determinacao do possivel mecanismo de acdo dos produtos testados
demonstrado na FIGURA 18, os tratamentos realizados com diferentes volumes do
extrato aquoso da planta Croton cajuca BENTH protegeram as linhagens de
Saccharomyces cerevisiae contra 0s danos oxidativos provocados pelo H,O,, sendo
observada uma forte acdo antioxidante, principalmente para o extrato da planta em
maiores volumes. Este efeito protetor € evidenciado por um aumento na

sobrevivéncia celular da maioria das linhagens, independente de defesa antioxidante
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em falta. A partir disso, a atividade encontrada nestes extratos pode ser atribuida a
presenca de compostos, flavondides, terpendidest®” %% 107 172 i3 descritos na
literatura, que apresentam comprovada capacidade de sequestrar radicais livres com
grande eficiéncia.

Na presenca de ions ferro, o H,O, pode originar um dos intermediarios mais
reativos do oxigénio, o radical OH® através da reacdo de Fenton®®. Em condicdes
aerdbicas de crescimento os mutantes sodl e sod2 apresentam niveis maiores de
ferro (até 5 vezes), assim como a duplo mutante sod1lsod2 (até 9 vezes), detectado
por Ressonancia Paramagnética de Elétron (EPR), em relacédo aos niveis basais da
linhagem selvagem isogénica®®.  Ensaios com as folhas do CcB também
mostraram um aumento da taxa de sobrevivéncia de Saccharomyces cerevisiae
apos a agressdao com paraquat, bem como o tratamento realizado com outros
antioxidantes naturais e sintéticos tais com a vitamina C ou o BTH"" ¥’ portanto,
com base nos resultados obtidos nestes mutantes, pode-se sugerir uma possivel

acao dos compostos CcB sobre o radical OH".

A definicdo de um antioxidante apresenta inUmeros conceitos que vem sendo
atualizados com o passar dos tempos. Em 1974, o Dorland’s Medical Dictionary*’®
apresenta “um antioxidante como uma de muitas substancias sintéticas ou naturais
que adicionadas a um produto para prevenir ou retardar a deteriorizacdo pela agcéo
do oxigénio do ar. Outra definicdo, segundo Parker e colaboradores em 1996, afirma
que sao substancias as quais protegem tecidos biolégicos do dano causado por
radicais livres, 0s quais estdo aptos para serem reciclados ou regenerados por

redutores biolégicos*™®

. Halliwell e Gutteridge, em sua ultima publicagdo (2007),
reafirmam a proposta de uma nova e mais abrangente definicdo sendo “o
antioxidante qualquer substancia que, quando presente em baixas concentracdes
comparadas com aquelas do substrato oxidavel, decai significativamente ou previne

a oxidacao deste substrato™™?.

Ao analisar-se os resultados desta investigacao, verifica-se que na concentragao
de 10% nos maiores volumes tem-se uma reducdo na formacédo das EAOs de até
74,20+0,86% e na de 5% chega-se a quedas de até 69,67+0,05% (TABELA 1).
Sendo assim, e seguindo a definicdo mais atual de antioxidantes e também pelas
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[15, 103]

referéncias do uso popular , definiu-se a concentracdo de 5% como a de

escolha para o tratamento dos animais neste estudo.

Os animais estudados tiveram seus dados basais avaliados para a observagao do
comportamento entre 0s grupos e a existéncia de alguma interferéncia que pudesse
se interpor aos dados finais. Conforme se verifica nos dados registrados na TABELA
4, houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos de animais controles
e 0s grupos diabéticos para os niveis glicémicos. Segundo os estudos com ratos
diabéticos experimentais, os indices de glicemia destes ratos devem se apresentar
acima de 250 mg/dL? sendo que os animais diabéticos aqui investigados
apresentaram média minima no t0 de 392,17+94,40 mg/dL de glicemia. O peso
corporal dos animais neste periodo apresentou uma diferenca estatistica com a
Andlise de Variancias (p=0,34), porém, devido a pequena variacdo de pesos, ndo
houve poder estatistico para detectar qual o grupo apresentava tal diferenca. Esta,
nao apresenta relevancia clinica, pois 0s pesos corporais variaram entre a média
minima de 253,80+27,99 (DM) e 282,45+25,59 (C0O20d) no t0.

Estudos histoquimicos em animais experimentais, como 0s desses grupos
diabéticos investigados, sugerem gque deva existir algum mecanismo de apoptose
celular, pois as células beta pancreaticas sdo destruidas apds a administracdo de
estreptozotocina. Isso se deve, provavelmente, a diminuicdo da concentragdo da
proteina tioredoxina, responsavel pela neutralizagdo dos radicais livres, ocorrendo,
assim, a superproducdo de EAO, que pode determinar a morte das células

pancreaticas®®.

A partir da inducdo do DM, uma quantidade de variaveis podem ser avaliadas no
modelo experimental. Da mesma forma, Leiter!’® afirma que quando os animais
apresentam a glicosuria e hiperglicemia progressiva, ocorre polidipsia e polilria,

além de perda de peso corporal.

Apés 60 dias de duracdo do presente estudo, o peso corporal dos animais dos
grupos DM, DM5d e DM20d apresentaram reducdo em comparagcdo aos grupos
controles (TABELA 5). A perda de peso € um fator que pode ser indicativo da
reducdo da saude dos animais, decorrente do procedimento experimentalt®.

Observou-se uma diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre as
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diferencas das médias dos t60 e t0 para os pesos corporais dos grupos CO, CO5d e
C0O20d (FIGURA 19). Estes animais obtiveram aumento na variacdo de seus pesos,
sendo o grupo CO20d aquele que apresentou maior ganho. Esse comportamento
também foi verificado nos estudos de Dias™ que demonstrou diminuicdo do peso
corporal dos ratos diabéticos comparados com os controles e isso pode ocorrer em
animais que permanecem por periodo prolongado em jejum, pois o glicogénio
hepético esta diminuido, e o glicerol é convertido em glicose. Como esse mecanismo
€ muito limitado, o substrato para a formacdo da glicose sanglinea é composto

pelas proteinas, justificando, assim, a diferenca encontrada.

Estudos suportam a idéia de que hd aumento na formacdo da uréia, quando
instalado o DM, bem como diminuicdo da incorporacdo do aminoacido leucina no
plasma e no figado desses animais. O grau de incorporagdo pode estar reduzido em
torno de 50% quando comparados a animais sem a doenca®®Y. No estudo de
McNurlan e Garlick*™”, a hipétese de que a sintese das proteinas pode estar
diminuida foi confirmada, em aproximadamente, 50% nos animais diabéticos, além
de constatar diminuicdo nos niveis da sintese protéica por unidade de RNA. A
provavel causa da diminuicdo nos niveis da sintese protéica pode estar relacionada

com a degradacéo do reticulo endoplasmatico*Y.

Sendo a hiperglicemia uma das caracteristicas encontradas em portadores do
DM, verificaram-se os indices quando a doenca foi instalada (ap6s a inducéo) e ap6s
0s 60 dias do estudo. Segundo os dados referentes a TABELA 6 e FIGURA 20, néo
foi observada alteracéo significativa entre o tempo zero e o tempo 60 dias dentre os
grupos (Ptempo=0,303). Mesmo nos animais diabéticos tratados, esta constante se
manteve, demonstrando apenas uma tendéncia na reducdo da glicemia. Pode-se
observar somente uma diferenca de zero estatisticamente significante no grupo CO
entre a diferenca das médias do T60 e TO (Delta ou A). Estes dados vao contra aos
relatos dos beneficios do Croton cajucara BENTH, em sua grande maioria derivados
do empirismo e n&o estudos biofitoquimicos!*> *°%. Rosa*”® em seus estudos com
CcB e animais diabéticos, também encontrou resultados semelhantes, sendo o0s
grupos diabéticos e diabéticos tratados com CcB somente diferentes

estatisticamente do grupo controle.
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A hiperglicemia e hipercolesterolemia diabética constituem um processo
responsavel pela elevada morbidade e mortalidade de pacientes diabéticos!*’?.
Pelos resultados analisados na TABELA 7 e FIGURA 21, que dizem respeito a
colesterolemia, verificou-se que houve uma variacao entre as diferencas das médias
do tempo final comparado com o inicial, mostrando um aumento do delta (A) para
todos os grupos diabéticos, sendo significativo para os grupos DM e DM5d.
Analisando as médias dos niveis colesterolémicos, pdde-se ver que mesmo com 0
tratamento com CcB, ndo houve reducdo destes niveis no decorrer do tempo do
estudo. Os relatos do estudo de SOARESM®Y sobre os niveis de colesterol
plasmatico em ratos diabéticos tratados por infusdo de duas plantas usadas na
medicina popular, Syzygium jambolanum e Bauhinia candicans, demonstrou

aumento moderado, ndo sendo observado efeitos no tratamento com as plantas.

A relacdo entre o diabetes e o colesterol se da pelas lipoproteinas, que séo
compostos hidrossoltveis formados por fosfolipideos, colesterol e triglicerideos,
associados a proteinas, as chamadas apolipoproteinas. Quanto maior o componente
protéico das lipoproteinas, maior € a sua densidade. As lipoproteinas séo
transportadoras de gordura pelo sangue. Elas séo classificadas em quilomicrons,
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteina de densidade
intermediaria (IDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de alta
densidade (HDL). A LDL contém a maior densidade do colesterol que é transportado
aos tecidos periféricos, podendo depositar o excedente de colesterol nas artérias. Ja
a HDL, conhecida como fator protetor contra o excesso de colesterol, capta o
colesterol livre periférico, impedindo, assim, o aumento do colesterol total e

exercendo efeito protetor contra doencas cardiovasculares!*8.

Sabe-se que a LDL ao estar elevada em diabéticos, h4 maiores riscos de
desenvolvimento de doenca cardiovascular. O diabetes estd comumente
acompanhado de LDL aumentada'*®* *#2 O aumento da LDL pode estar associado &

resisténcia insulinical*®,

Refere-se também, que niveis elevados de triglicerideos sdo observados em
pacientes com Diabetes Mellitus!*®¥. Segundo os resultados da TABELA 8, todos os
grupos iniciaram com médias de triglicerideos semelhantes, porém ao final do

estudo, o grupo DM apresentou um grande aumento (Ptempo<0,001). Este mesmo
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grupo apresentou uma diferenca entre as suas médias (A) estatisticamente diferente
de zero (FIGURA 22). Os estudos de Nogueira Junior™®* também demonstram que
0s niveis séricos de triglicerideos em ratos induzidos por STZ apresentaram um
aumento significativo para o grupo diabético em relacdo aos demais grupos. Os
grupos DM5d e DM20d apresentaram uma tendéncia de reducdo quando
comparados ao grupo DM (t60), mesmo ndo sendo estatisiticamente significante, e
se aproximando dos valores dos grupos controles. Dados de Gao et al. também
demonstraram reduc¢do nos niveis de triglicerideos em ratos diabéticos tratados com

Cortex Lycii Radici, uma planta utilizada tradicionalmente pela medicina orientalt8®.

Considerando que o Diabetes Mellitus resulta no aumento da lipdlise no tecido
adiposo, aumentando os niveis de acidos graxos sanguineos havera uma maior
producdo de corpos cetdnicos pelo figado. Entretanto, o 4cido graxo em excesso
captado pelo figado ndo serd totalmente oxidado a corpos cetbnicos pela
cetogénese. Assim este excesso de acido graxo sera direcionado para a sintese de
triglicerideos que seréo transformados em VLDL. Ent&o, as VLDLS em excesso n&o
serdo depuradas pela lipase lipoprotéica, havendo a instalacdo de uma
hipertrigliceridemia. Além disso, a quantidade desta enzima € dependente do nivel
de insulina no sangue, o que reforca o quadro de hipertrigliceridemia em condic&o

de Diabetes Mellitus!*®®!,

Outras importantes alteracdes séo detectadas em individuos portadores de DM. E
o casos das enzimas de integridade hepatica (aminotransferases), como: AST
(aspartato-aminotransferase), ALT (alanina-aminotransferase) e da FA (Fosfatase

Alcalina)*®”].

As aminotransferases sdo enzimas que catalisam especificamente a reagdo de
transaminacao (transferéncia de um grupo amina de um aminoacido para um acido
a-ceténico, para formar um novo aminoacido e um novo acido a-ceténico). Exemplos
como a aspartato-aminotransferase (AST, anteriormente designada TGO -
transaminase glutdmica oxalacética) e alanina-aminotransferase (ALT ou TGP -
transaminase glutdmica piravica) estdo amplamente distribuidas nas células,
especialmente no figado e no miocardio, além de estarem presentes nos rins e
muasculo esquelético, mas sua taxa sanguinea é baixa. Esta taxa se eleva

consideravelmente em caso de lesGes celulares!*®8l,
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A ALT € uma enzima presente nos hepatdcitos. Quando uma célula é danificada,
ela libera esta enzima no sangue, onde é medida. A ALT aumenta drasticamente em
lesbes hepéticas agudas, como na hepatite viral ou overdose de paracetamol ou
outras drogas. As elevacdes sdo geralmente medidas em multiplos do limite maximo
do normal (ULN). A AST é similar a ALT de modo que € outra enzima associada as
células parenquimais do figado. Apresenta-se aumentada em numero na leséo
hepatica aguda, mas também esta presente nas hemacias e masculos esqueléticos
e cardiacos, ndo sendo entdo uma enzima especifica do figado. A proporcéo entre a

AST e a ALT é as vezes Util para diferenciar as causas da lesdo hepatical*®®.

Fosfatase Alcalina € uma hidrolase, isto é, € uma enzima capaz de remover
grupos fosfatos de um grande numero de moléculas diferentes, incluindo
nucleotideos, proteinas e alcaléides; como o proprio nome sugere, essa enzima é
mais ativa em solucdes alcalinas. O processo de remocao desses grupos fosfatos &
conhecido como defosforilagdo. A fosfatase alcalina é produzida por diversos 6rgaos
e tecidos, como por exemplo: 0ssos, figado e placenta. E uma enzima presente nas
células que delineiam os ductos biliares do figado. Os niveis de FA no plasma irdo
aumentar com grandes obstru¢cdes do ducto biliar, colestase intra-hepatica ou

doencas infiltrativas do figado!*®®.

Na presente investigagdo se verifica uma diferenga estatisticamente significante
entre 0s grupos, no tempo 60 dias, para as aminotransferases ALT (p=0,001) e FA
(p<0,001), conforme a TABELA 9. O grupo de animais diabéticos (DM) apresentou
diferenca estatistica comparado aos grupos controles e ao grupo DMb5d,
apresentando este, uma reducdo nos valores de ALT porém, ndo retornando aos
niveis de controle. Tal fato também ocorre com os niveis de FA, onde 0s grupos
diabéticos apresentaram-se diferentes estatisticamente dos grupos controles e o
grupo DM5d apresentou uma diferenca estatisticamente significante em relacdo aos
grupos DM e DM20d, porém néo se aproxima aos valores dos grupos controles. Nao
se observou diferenca estatistica para médias dos niveis de AST entre 0s grupos,
somente uma tendéncia de aumento no grupo DM (FIGURA 23). Foi percebida uma
diferenca estatistica significante para as médias de ALT entre o grupo DM
comparado com 0s grupos controles como mostra a FIGURA 24 (p<0,005). Os

grupos diabéticos tratados com CcB apresentaram uma tendencia de queda nos
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seus niveis, principalmente no grupo DM5d comparado ao DM. E, as médias dos
niveis de FA (FIGURA 25), apresentaram uma diferenca significativa
estatisticamente dos grupos DM e DM20d para com o0s grupos controles (p<0,001) e
entre o0 DM5d com os grupos DM e DM20d, apresentando-se aquele reduzido em
comparacao a estes (p<0,001). Em todas as analises das aminotransferases, nédo

foram observadas alteracdes nos grupos controles.

Estes dados se assemelham aos encontrados por Egesie™® em seus estudos
com a administracdo do extrato aquoso da folha Ocimum gratissimum, planta
tradicional da medicina nigeriana, causando uma reducao estatistica significativa no
nivel de glicose do plasma em ratos diabéticos induzidos com estreptozotocina e,
evidenciando niveis altos de AST e ALT no plasma dos ratos diabéticos, com
reducdo apos o tratamento.

Os aumentos das médias das enzimas ALT e FA, detectados no grupo diabético
da presente investigacdo, podem estar relacionados ao acumulo de gordura no
figado destes animais e devido a presenca de vacuolos de gordura no citoplasma
das células hepaticas. Trata-se da esteatose hepética ndo alcodlica, uma doenca
reconhecida cada vez mais como uma das causas principais da doenca de figado
cronical’®”. Estes testes bioquimicos sdo usados para exames complementares para
o diagndstico da doenca*®Y. O risco da doenca cronica de figado é mais elevado
nos diabéticos, e o nivel alanina-aminotranferase no plasma é um indicador sensivel

de mortalidade da doenca de figado!*®?

. Hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia,
hipotireoidismo e Diabetes Mellitus também se associam a niveis aumentados de

ALTH,

Apesar dos relatos de hepatite toxica notificados devido ao uso do CcB!™®, nos
grupos controle tratados com a Sacaca, hdo se observou aumento significativo nos
indices das transaminase, sugerindo através deste teste bioquimico, integridade
hepética. O fator de instalacdo da hepatite tdéxica por CcB, ocorridos em muitos
casos no Brasil e mencionado na introducéo deste trabalho, pode ser devido ao uso
prolongado e em dosagens muito concentradas deste chéa pela populacéo.

Observou-se também uma diminuicdo estatisticamente significativa no grupo DM

tratado por 5 dias com CcB comparado ao grupo DM para a enzima FA e uma
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tendéncia de diminuicdo para as enzimas AST e ALT. Isso pode ser explicado pela
acdo antioxidante do EAC Croton cajucara BENTH, conforme os dados das
TABELAS 1, 2 e 3 e das FIGURAS 15, 16 e 17. Hiruma-Limal*¥, através de seus
estudos, demonstrou que o CcB possui um efeito protetor em diferentes modelos de
Ulcera experimental em ratos, sendo esta atividade desencadeada pela estimulacao

na sintese de prostaglandinas causada por antioxidantes!** 118 194

Os radicais livres, mediando a citotoxicidade e a peroxidagdo lipidica, s&o
associados com o envelhecimento das células e as doencas cronicas tais como o
cancer, Diabetes Mellitus, aterosclerose ou inflamac&o**®’. Um importante passo na
degradacdo das membranas celulares é a reacdo das Espécies Ativas de Oxigénio
com as ligacdes duplas dos &cidos graxos poli-insaturados, gerando hidroperéoxidos
lipidicos. No dano de tais hidroperéxidos, uma variedade de grandes aldeidos pode
ser formada™. O malondialdeido (MDA), um composto formado pela cisdo de
acidos graxos poli-insaturados peroxidados, € um dos principais produtos da
peroxidacdo lipidical™. O MDA é reativo para os grupos amino das proteinas e
acidos nucléicos, ao qual foi inferido ter efeitos mutagénicos e citotdxicos, e
possivelmente participar na geracdo de aterosclerose!”™. Desde que o MDA foi
encontrado em niveis elevados nas doencas relacionadas aos danos dos radicais
livres, ele foi utilizado extensamente como um indice de lipoperoxidacdo nas

ciéncias biolégicas e médicas!™.

O estudo dos mecanismos envolvidos nos danos celulares mediados por
compostos oxidantes € importante, assim como a avaliacdo dos biomarcadores do
estresse celular em tais circunstancias, pois contribui e pode ajudar extremamente a
impedir o surgimento e o desenvolvimento de doencgas relacionadas ao estresse

oxidativo!*®®.

Neste trabalho, foi projetado e implementado uma metodologia, viavel ao nosso
laboratério, para mensurar MDA derivatizado com DNPH por HPLC (FIGURA 26),
com base e referéncia descrita inicialmente por Mateos™®. Foram realizadas a
padronizacdo e a validacdo da técnica, avaliando concentragBes conhecidas de
MDA. Conforme se observa na FIGURA 27, ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre as médias das areas dos picos cromatograficos, referentes as

concentracbes de MDA medidas em triplicatas, um vez por dia, durante trés dias.
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Houve uma diferenca apenas entre a média da Area 3 e as duas outras areas da
concentracdo de MDA de 10ug/mL. Esta variacdo pode ser explicada por um erro
ndo intencional de pipetagem em uma das amostras que compds a média da
concentracdo do 3° dia, resultando no desvio da média. Entretanto, esta variacao
nao interfere na validacdo do método, pois todas as outras médias de concentracao

nos trés dias apresentaram um comportamento constante e esperado.

O homogeneizado de figado dos animais estudados foi avaliado por esta
medotodologia e, conforme a FIGURA 28, foi verificada uma diferenga
estatisticamente significante para o grupo diabético (DM), em comparacdo aos
grupos controles (CO, CO5d e C0O20d). O aumento da glicemia esta diretamente
associado ao aumento de EAO em outros tecidos. Esse excesso de glicose pode
causar a glicacédo (processo que consiste na adicdo de glicose na por¢gdo N-terminal
da cadeia protéica e dos aminoacidos dentro da cadeia’®®) de proteinas, processo

"197] Nesse processo, a molécula de

este conhecido como “Reacdo de Maillard
glicose pode sofrer uma oxidagao por EAOs, formando os produtos avancados da
glicacdo, chamados também de AGEs (Advanced glycation end-products)®?. A
glicacdo de proteinas pode levar a inativacdo de enzimas, incluindo as enzimas do

sistema antioxidante do organismo!®°.

Outra consequéncia do excesso de glicose no sangue é de a molécula sofrer uma
auto-oxidacdo, através da enolizagdo, gerando um radical enediol. Este radical
transfere elétron ndo pareado a uma molécula de O,, gerando um anion superoxido
e uma dicarbonila que ligard duas cadeias protéicas, formando uma ligacdo cruzada

e inativando-as!*® %

. A enolizacdo da molécula de glicose tem como conseqiéncia
0 aumento na geracdo de EAOs, que pode levar a uma peroxidacao lipidica
conduzindo & formac&do de malondialdeido®®. Esta pode ser a justificativa plausivel

que levou ao aumento dos niveis de MDA no grupo DM neste trabalho investigativo.

[149 "em seus estudos, também encontrou niveis semelhantes de MDA em

Mateos
ratos diabéticos. Yokozowa**® registrou niveis entre 3 e 8 nmol/mL de MDA no
plasma de ratos, conforme os niveis também encontrados nas analises da presente

investigacao.
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Segundo ele, a utilizacdo de antioxidantes € considerada benéfica devido ao seu
potencial protetor contra o desenvolvimento de multiplas doencas associadas ao
estresse oxidativo. Um exemplo sdo os flavonoides, presentes nas plantas, que
exibem uma forte atividade bioldgica varredora de radicais livres. Eles podem inibir a
lipoperoxidacdo e a atividade enzimatica de sistemas como o da lipoxigenase e

cicloxigenase, processos associados a doenca cardiovascular™*®.

Os resultados da FIGURA 28 também demonstram uma queda dos niveis de
MDA nos grupos diabéticos tratados, demonstrando a provavel agdo antioxidante do
Croton cajucara BENTH, que foi anteriormente demonstrada in vitro. Rosal*’®
observa aumento das substancias ao acido tiobarbitarico (TBARS) nos grupos
diabético e tratado por um periodo de 20 dias com o CcB, sugerindo uma acgéo proé-
oxidante da planta. Nos resultados encontrados neste presente estudo, verifica-se
um aumento do grupo DM20d em relacdo ao grupo CO, porém registrando-se com
valores inferiores ao grupo DM. Os grupos controles tratados por 5 e 20 dias
apresentaram somente uma tendéncia de aumento das médias de MDA, porém néo

estatisticamente significativa.

Como o estresse oxidativo é o resultado do desequilibrio entre a geracdo das
espécies ativas de oxigénio (e/ou nitrogénio) e a capacidade de defesa corporal,
tanto enddgena quanto exdgena, e sendo o sistema de defesa antioxidante
enzimatico um dos componentes mais ativos deste complexo, foram avaliados os
niveis da enzima glutationa peroxidase (GPx) nos figados dos ratos deste estudo em

apreco.

As peroxidase sdo enzimas que utilizam uma variedade de redutores celulares

para inativar per6xidos!*®.

Em mamiferos, as principais peroxidases sdo as
glutationas dependentes, como por exemplo a GPx, sendo a principal defesa contra
o H,O, na mitocréndria, ja que esta organela, de maneira geral, ndo apresenta a
enzima catalase. H4 um consenso sobre as mudancas nas atividades das enzimas

s!?%9 Embora alguns estudos

antioxidantes de diferentes 6érgaos em ratos diabético
mostrem que a atividade das enzimas SOD, catalase e glutationa peroxidase no
Diabetes Mellitus seja reduzidal®®2°?, outros autores apontam para o aumento da

atividade em ratos diabéticos induzidos por STZ!?%% 2% Essa aparente contradicdo
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pode ser devida a especificidade do tecido, variacbes na severidade ou duracdo da

doenca, ou outras condicdes experimentais?®®.

No presente estudo, conforme se observa na TABELA 10 e na FIGURA 29, nao
se verifica diferenca estatisticamente significante para a atividade da enzima GPx.
As enzimas SOD e catalase, para estes mesmos grupos de animais, ja foram
avaliadas pelo nosso grupo de pesquisa, por Rosal®, demonstrando um aumento
da atividade da superdéxido dismutase no grupo DM comparado ao CO,
provavelmente em decorréncia da dismutacdo do ion superoxido que esta elevado
quando do estresse oxidativo®®®. Houve uma reducéo da atividade nos diabéticos
apos administracdo de CcB nos grupos de 5 e 20 dias, sugerindo uma atividade
antioxidante da planta. Ja na enzima catalase, ndo houve diferencga estatisticamente
significativa, devido, provavelmente, a uma menor formacdo de peroxido de

hidrogénio pela acédo da SOD aumentadal*’®.

A atividade da catalase apresenta-se com um maior espectro do que a da
glutationa peroxidase para o H;O,, implicando na detoxificacdo, quando em
concentracdo elevada, enquanto a GPx atua em baixas concentracbes deste
peréxido. Em 6rgaos que possuem atividade elevada de catalase, como é o caso do
figado, a concentracéo de peréxido de hidrogénio é menor”). Esta, pode servir como
explicacdo para a falta de diferenca estatistica dos niveis de GPx nos nossos grupos
estudados, quando se detecta a existéncia predominante de outras vias na

depuracéo das EAOs, sendo provavel a acédo da superoxido dismutase.

Pelos resultados expostos e discutidos neste trabalho, tendo em vista os objetivos
do estudo dos efeitos do extrato aquoso da casca do caule de Croton cajucara
BENTH em ratos diabéticos e seu provavel potencial antioxidante, podem-se inferir

as conclusdes que seguem.
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Mediante o que foi estudado bibliografica e experimentalmente, tendo como
elementos 0s objetivos propostos, mais uma vez orientados para a conclusao deste

trabalho, registra-se que:

- O extrato aquoso da casca do Croton cajucara BENTH, a partir do ensaio
enzimatico da Xantina Oxidase por HPLC apresentou capacidade antioxidante

dependente de volume e concentracao.

- Na avaliacdo in vivo, utilizando a linhagem de leveduras de Saccharomyces
cerevisiae proeficiente e deficiente no sistema de defesa antioxidante da enzima
superéxido dismutase tratadas com EAC de CcB, existiu um aumento na
sobrevivéncia celular, sendo significante em doses alta do extrato da planta,

demonstrando seu potencial antioxidante.

- Os pesos corporais dos animais diabéticos apresentaram-se reduzidos em
comparacao aos controles e o EAC de CcB nao apresentou nenhum efeito quanto a

este parametro.

- Os niveis glicémicos, colesterolémicos e triglicéricos dos ratos diabéticos
tratados mostraram apenas uma tendéncia de reducgdo, sendo que o grupo DM
tratado por 5 dias apresentou maior reducdo, apontando para um efeito antioxidante

do CcB no uso agudo.

- As provas de integridade hepatica para 0s grupos controles tratados
apresentaram-se inalteradas, mas as dos grupos diabéticos tratados apresentaram

reducdo nos nives de alanina-aminotransferase e fosfatase alcalina, tendo, esta
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altima, uma reducéo significativa no grupo DM 5d em relacdo ao diabético,

demonstrando a acéo antioxidante do CcB em um tratamento de 5 dias.

- A metodologia para medir o marcador de lipoperoxida¢do, malondialdeido, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi implantada, padronizada e validada,
demonstrando uma queda dos niveis de MDA nos grupos diabéticos tratados,
acreditando-se que o CcB esteja agindo com antioxidante e revertendo o quadro

lipoperoxidativo.

- A enzima glutationa peroxidase nédo apresentou alteracdes significativas entre os

grupos estudados.

Tendo em vista os resultados obtidos, neste presente estudo, podemos concluir
que o extrato agquoso da casca do caule de Croton cajucara BENTH possui acéo
antioxidante nos modelos propostos, tanto in vitro, quanto in vivo, em ratos

diabéticos experimentais.
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