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Resumo

Diabetes mellitus (DM) é um sério problema de saude publica global. As complicagdes do DM corroboram
com elevadas taxas de morbimortalidade. Assim, diversas espécies de plantas tém sido estudadas quanto
suas propriedades medicinais com potencial utilizagdo no tratamento do DM e/ou suas complicagdes. Este
estudo avaliou os efeitos dos extratos da folha (EF-OPN) e casca (EC-OPN) de ora-pro-nobis (Pereskia
aculeata) sobre parametros bioquimicos (glicemia, triglicerideos, colesterol total, creatina, ureia, AST e ALT,
e peroxidagao lipidica) e histoldgicos (coracéo, figado e rins) em animais com DM. A indugao de DM tipo 1
(glicemia > 200 mg/dl) em ratos Wistar machos foi feita com Aloxana (150 mg/kg/ml). Os animais foram
distribuidos em 4 grupos: (1) sem DM, (2) com DM, (3) com DM tratados com o EF-OPN e (4) com DM
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Parametros bioquimicos e morfolégicos em ratos diabéticos tratados com extratos Jord3o et al
de Ora-Pro-Nobis (Pereskia aculeata)

tratados com o EC-OPN. O tratamento foi feito por gavagem (300 mg/Kg/dia), durante 4 semanas. Apos
esse periodo, os parametros foram avaliados. O EC-OPN preveniu o aumento de triglicérides, AST, ALT e
ureia, além da peroxidacgéo lipidica (p < 0,05). Os resultados sugerem um potencial para o EC-OPN em
prevenir tipicas complicagdes do DM, melhorando o perfil lipidico, hepatico e renal, bem como atenuando

o estresse oxidativo.

Palavras-chave: Pereskia aculeata. Diabetes mellitus. AST. Ureia. Estresse oxidativo.

Abstract

Diabetes mellitus (DM) is a serious global public health problem. DM complications corroborate with high
morbidity and mortality rates. Thus, several plant species have been studied regarding their medicinal
properties with potential use in the treatment of DM and/or its complications. This study evaluated the effects
of leaf (LE-OPN) and bark (BE-OPN) extracts from ora-pro-noébis (Pereskia aculeata) on biochemical
parameters (glycemia, triglycerides, total cholesterol, creatine, urea, AST and ALT, and lipid peroxidation)
and histology (heart, liver and kidneys) in animals with DM. Induction of type 1 DM (glycemia > 200 mg/dI)
in male Wistar rats was performed with Alloxane (150 mg/kg/ml). The animals were divided into 4 groups:
(1) without DM, (2) with DM, (3) with DM treated with LE-OPN and (4) with DM treated with BE-OPN. The
treatment was done by gavage (300 mg/kg/day) for 4 weeks. After this period the parameters were
evaluated. BE-OPN prevented the increase in triglycerides, AST, ALT, and urea, in addition to lipid
peroxidation (p < 0.05). The results suggest a potential for BE-OPN to prevent typical complications of DM,

improving the lipid profile, liver, and kidney, as well as attenuating oxidative stress.

Keywords: Pereskia aculeata. Diabetes mellitus. AST. Urea. Oxidative stress.

Introducgao

Diabetes mellitus (DM) € mundialmente considerado um problema de saude publica, devido a alta
prevaléncia com ~400 milhdes de pessoas vivendo com DM atualmente, um nimero que vem aumentando
cada vez mais, sendo estimado que ~600 milhdes de pessoas apresentardo a doenga em 2045. No Brasil
é estimado ~12 milhdes de pessoas vivendo com DM (prevaléncia de ~8%), valor que pode variar
consideravelmente seguindo especificos critérios e ferramentas epidemiologicas de mensuragdol'-2l. Esse
aumento esta associado a diversos fatores, como o crescimento populacional em alguns paises, maior
expectativa de vida, habitos alimentares deletérios, sedentarismo, excesso de peso, bem como a transigéo
demografica com consequente envelhecimento populacional, dentre outrosl!l. Além disso, o DM esta entre
as principais causas de mortalidade na maioria dos paises desenvolvidos, apresentando um nimero maior
até mesmo que aqueles de 6bitos causados por algumas doengas infectocontagiosas, tais como AIDS,

tuberculose e malariall.

As complicagdes do DM estdo divididas em microvasculares (retinopatia, cegueira, nefropatia, neuropatia)
e macrovasculares (doenga coronariana, doenga cerebrovascular e doencga arterial periférica), sendo as
doengas cardiovasculares as principais causas de morte entre os pacientes com DMU35l, Diante da
importancia de estudos que envolvam a busca por novas estratégias terapéuticas para pessoas vivendo

com DM, incluindo estratégias que possam atuar na prevengdo de suas complicagdes cronicas, diversas
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espécies de plantas tém sido estudadas e, alguns efeitos sdo destacados além do hipoglicemiante, tais

como os efeitos antioxidante e antidislipidémicol4l,

Pereskia aculeata, popularmente conhecida como ora-pro-nébis (OPN), “carne dos pobres” ou “carne
verde”, € uma planta pertencente a familia Cactaceae da mata atlantica brasileira, e possui propriedades
antioxidantes e antimicrobianal”. A composicéo de sua farinha foi previamente estudadal®l, apresentando
compostos bioativos, tais como B-caroteno, licopeno, compostos fendlicos, vitamina ¢, que possuem
excelente agao antioxidante. Por exemplo, carotenoides (3-caroteno e licopeno) podem proteger os lipidios
de peroxidaco induzida por peroxido de hidrogénio (H202)E. A vitamina C além de atuar como antioxidante
(prevencdo da oxidacdo de proteinas e LDL) pode estimular a vasodilatagdo endotelial e prevenir a
disfungdo endotelial associada a aterosclerose, hipertensao arterial sistémica (HAS), a hipercolesterolemia,
ou ao DM, Os compostos fendlicos também apresentam marcante agéo antioxidante, inclusive tal agéo

se destaca como propicia a prevenir as complicagdes do DM induzidas por danos oxidativost-211,

Neste contexto, este estudo avaliou o impacto do tratamento de ratos diabéticos com o extrato da folha (EF-
OPN) ou da casca (EC-OPN) de OPN, avaliando os parametros bioquimicos [glicemia; perfil lipidico
(triglicerideos e colesterol total); fungbes: renal (creatina e ureia) e hepatica (aspartato aminotransferase e
alanina aminotransferase); e analise de peroxidagdo lipidica] e morfolégicos (andlises histoldgicas do

figado, rins e coragéo), incluindo entre estes, mensuragdes de tipicas complicagbes do DM.

Materiais e Métodos

Aspectos éticos

Todos os experimentos envolvendo animais foram conduzidos de acordo com as recomendagdes do “Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals”, constante no National Institutes of Health [NIH], Washington
DC: The National Academy Press, 2011 [PubMed]. O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa
animal da Universidade José do Rosério Vellano (UNIFENAS-Alfenas), sob parecer #10A/2020. Este estudo
ndo envolve qualquer espécie ameagada de extingdo e/ou protegida e nenhuma permisséo especifica foi

requerida quanto ao uso do material vegetal.
Coleta e identificagao do material vegetal

As folhas e cascas da arvore de Pereskia aculeata Mill. (nomenclatura de acordo com o The International
Plant Names Index [http://www.ipni.org/]) foram coletadas em 15 de outubro de 2020, na cidade de Alfenas,
MG/Brasil, coordenadas: Latitude -21.452589, Longitude -45.945469 e Altitude 2805,12 ft. O clima desta
regido é classificado como humido temperado, com um verdo quente e inverno seco (tipo Cwa na
classificagdo de Koppen). A identificagdo taxondmica do material vegetal foi realizada no Laboratério de
Farmacobotanica e Farmacognosia da Universidade José do Rosario Vellano e a exsicata foi depositada
no Herbario UALF da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), sob nimero 3237.

Preparo dos extratos de Pereskia aculeata

Neste estudo foram utilizados dois tipos de extratos provenientes de P. aculeata (OPN), o extrato da folha

(EF-OPN) e o da casca (EC-OPN). Ambos os extratos hidroetandlicos foram obtidos através do método de
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extragdo por percolagdo exaustival’d, O processo teve inicio com o umedecimento antecipado de 200
gramas da casca ou folhas de P. aculeata durante 2 horas fora do percolador. Em seguida, o percolador foi
preenchido com os respectivos materiais vegetais umedecidos e adicionou-se alcool 70% (v/v), deixando-
0s em maceragao por 7 dias. A vazao do percolado ficou em 1,0 ml/min/Kg. Os extratos hidroetandlicos
obtidos foram levados ao rota-evaporador sob presséo reduzida e temperatura controlada (~45°C) para
concentragdo do extrato liquido. Apds a concentragéo, os extratos foram liofilizados no liofilizador L101
(Liotop). Assim, foram obtidos os extratos secos, sendo, posteriormente, armazenados em frasco ambar
com manutengido no estado dessecados; até o momento de uso quando foram diluidos em agua nas

devidas doses para administragdo por gavagem aos animais, bem como para as triagens fitoquimicas.
Perfil fitoquimico e capacidade antioxidante in vitro

Para avaliar o teor de fenois totais nos extratos de OPN, a partir de 10 mg/ml de cada extrato (EF-OPN ou
EC-OPN), o reagente de Folin-Ciocalteau foi usado, com as leituras realizadas em espectrofotdmetro UV-
Vis no comprimento de onda de 760 nm, com &cido galico como padréo, sendo o resultado expresso em
gramas (g) equivalente em acido galico (EAG)/100 g de extratol'2. A quantificagéo de flavonoides totais foi
realizada pela reacdo dos extratos com cloreto de aluminio 5% (AICI3), avaliados por espectrofotometria no
UV-Vis (420 nm), utilizando como padrédo a quercetina, sendo os resultados expressos em g de quercetina
(EQ)/100 g de extrato. A atividade antioxidante in vitro foi determinada pelo teste da capacidade
sequestrante do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), com as leituras realizadas no comprimento de
ondas de 517 nm em espectrofotdmetro UV-Vis, e os resultados séo apresentados em porcentagem (%) da
atividade antioxidante dos extratos, comparados ao controle di-terc-butil metil fenol ou hidroxitolueno
butilado (BHT)!21,

Parte experimental

Animais

Foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar, machos, de 6 a 9 semanas, com peso corporal inicial proximo
de 250 gramas, fornecidos pelo Biotério da Universidade José do Rosario Vellano. Os animais foram
mantidos em ambiente com controle de temperatura e por um tempo de 12 horas no ciclo claro-escuro.
Todos os animais foram mantidos em gaiolas com cama de maravalha, no total de 2 a 5 animais por gaiola.
Eles foram alimentados com ragéo peletizada e agua filtrada, ad libitum, sendo submetidos a um periodo

de adaptacao de 10 dias.
Indugao do DM tipo 1

Para induzir o DM tipo 1 foi administrado, por via intraperitoneal, o agente diabetogénico Aloxana
monoidratada (Sigma-Aldrich Inc, St Louis, MO, USA) na dose de 150 mg/Kg/ml, dissolvido em salina 0,9%
(pH 4,5). Dez (10) animais receberam injegao intraperitoneal de salina, compondo o grupo controle (animais
sem DM, glicemia abaixo de 200 mg/dl). Os niveis de glicose e peso dos animais foram avaliados uma
semana apods a indugdo da DM, para determinar se os animais estavam diabéticos. Os animais que
apresentaram glicemia acima de 200 mg/dl foram considerados diabéticos®9, totalizando 30. A glicose

sanguinea foi avaliada com um glicosimetro comercial usando sangue total da veia da caudal®9.
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Desenho Experimental

Apds indugao do DM (grupos DM e DM tratados, totalizando 30 animais) ou administracao de salina (grupo
sem DM, 10 animais), todos os grupos foram mantidos sob uma dieta padréao (Ragao comercial) e 4gua ad
libitum. Os grupos foram divididos da seguinte forma: grupos controles, grupos 1. [10 animais sem DM,
recebendo placebo (agua) durante 4 semanas] e 2. [10 animais com DM, recebendo placebo (agua) durante
4 semanas], e; os grupos tratados, 3. [10 animais com DM, que receberam através do processo de
gavagem, uma dose diaria de 300 mg/Kg do extrato das folhas de P. aculeata (EF-OPN), por 4 semanas] e
4. [10 animais com DM, que receberam através do processo de gavagem, uma dose diaria de 300 mg/Kg
do extrato da casca de P. aculeata (EC-OPN), por 4 semanas]. Neste intervalo e no intervalo pré-tratamento
(semana de indugdo do DM e 4 semanas de tratamento, totalizando 5 semanas), os consumos de ragao e
agua foram monitorados, e os pesos também aferidos. Apos as 4 semanas de tratamento os ratos foram
eutanasiados e as amostras bioldgicas coletadas, visando a avaliagdo dos pardmetros bioquimicos
[glicemia; perfil lipidico (triglicerideos e colesterol total); fungdes: renal (creatina e ureia) e hepatica
[aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT)]; e analises da peroxidagao lipidica] e

morfoldgicos (andlises histoldgicas do figado, rins e coragéo).
Eutanasia dos animais e obtengao das amostras bioldgicas

O método de indugéo de morte se deu por aprofundamento anestésico para depressao bulbar, e, apés isso,
os animais foram armazenados em sacos plasticos com capacidade e resisténcia compativeis com o peso,
que foram identificados e mantidos em freezer até a coleta das amostras para analises. Em resumo, apos
4 semanas de tratamento, os animais foram mantidos em jejum por 16 horas e, em seguida anestesiados
usando Tiopental e o sangue foi coletado por pungéo cardiaca. Para obtencdo do soro, as amostras de
sangue coletadas em tubos siliconizados (sem aditivo) foram centrifugadas a 1500 x g por 10 minutos, em
temperatura ambiente, e o soro foi separado, sendo imediatamente utilizado para a determinagdo da
glicemia de jejum, da funcéo renal, da fungdo hepatica e do perfil lipidico. Em seguida, os animais foram

submetidos a eutanasia e os 6rgéos que foram utilizados para analises histologicas retirados®9l,
Determinacao de glicose sanguinea, perfil lipidico, e fungdes hepatica e renal

Através de andlises laboratoriais do soro dos animais, avaliou-se a glicose sanguinea (sem jejum e apos
16 horas de jejum), e o perfil lipidico foi tracado a partir da analise laboratorial de triglicerideos (TG) e
colesterol total (CT). Foram avaliados também marcadores de fung&o renal (creatinina e ureia) e hepatica
(AST e ALT). As analises de TG, CT, creatinina, ureia, AST e ALT no soro foram feitas através do método
enzimatico colorimétrico de ponto final, com os niveis de creatinina determinados pelo método de Jaffé
modificado utilizando kits adquiridos comercialmente, em um procedimento calibrado com o material de
referéncia SRM 914 do National Institute of Standards and Technology (NIST). Os niveis de ALT e AST

foram determinadas no soro, pelo método cinético UVES,
Avaliacao da peroxidacgao lipidica no soro

A peroxidagao lipidica foi determinada pela medida dos produtos de oxidagdo que reagem com o acido
tiobarbiturico (TBARS), conforme previamente descritol®2l. Aliquotas do plasma (150 pl) foram misturadas
com 750 ul de acido fosférico 1,22 M, mais 1350 ul de agua deionizada e 750 pl de acido tiobarbiturico

(TBA, 0,67%). A seguir, as amostras foram aquecidas em banho de agua fervente (95°C), durante 1 hora.
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Apos o resfriamento em banho de gelo (4°C), foi adicionado em cubeta com capacidade de 3 ml, 1800 pl
de metanol, mais 200 yl de NaOH 1M e 1000 pl de amostra. A concentracdo de TBARS foi estimada a partir
da curva padrao de dialdeido maldnico (MDA, da hidrdlise do 1,1,3,3 tetrametoxipropano). Assim o conteddo
de MDA/TBARS foi aferido por fluorimetria usando um Varian Cary Eclipse (Aexcitaggo = 532 Nnm; Aemissao = 563
nm). Os resultados foram expressos em nmoles de MDA/g de proteina, sendo o teor de proteina total na

amostra mensurado pelo método de Bradford, usando albumina como padréo.
Analise Histolégica

Para avaliar as alteragbes morfologicas, o figado, rins e coragcdo foram fixados em formalina 10% em
tampao neutro (48 horas); em seguida, os espécimes fixados foram processados pela técnica convencional
por embebimento em parafina. As séries de secgbes de 3 um de espessura foram tomadas no mesmo plano
e depositadas sobre laminas, e coradas com hematoxilina e eosina (H&E) e analisadas em um MO (Nikon,
TNB-04T-PL)EI,

Analises dos dados

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, e ao teste de homogeneidade de
variancias de Bartlett, considerando o nivel nominal de 5% de significancia. Apds checar os pressupostos
para a utilizagao da analise de variancia (ANAVA), os grupos foram comparados, em relagdo ao consumo
de agua, consumo de ragéo, peso e creatinina. Foi utilizado ensaio fatorial com dois fatores (4 grupos e 5
semanas) em um delineamento inteiramente ao acaso (DIC), sendo os grupos: sem DM, com DM, DM
tratado com EF-OPN ou com EC-OPN; nos tempos: apés confirmar a indugdo do DM, apés uma semana
de tratamento, apds duas semanas de tratamento, apds trés semanas de tratamento e apds quatro
semanas de tratamento, totalizando 20 parcelas experimentais. O teste de comparagdes multiplas de Tukey
foi utilizado ao nivel nominal de 5% de significancia. Para a analise dos dados da creatinina, utilizou-se um
delineamento inteiramente ao acaso, desbalanceado, considerando os quatro grupos supracitados. A
comparacao entre os grupos relativos as variaveis glicose, colesterol, triglicerideos, ALT, AST e ureia, foi
realizada pelo teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis, ao nivel nominal de 5% de significancia. Este teste
foi aplicado visto que os dados ndo se adequam as pressuposi¢cdes da andlise de variancia, sendo mais
robusto nestas condigdes, por utilizar a mediana como medida de tendéncia central. O teste de
comparagbes multiplas de Dunn foi utilizado para mostrar diferengas entre os grupos em relacdo as

variaveis supramencionadas. Para todas as analises estatisticas foi utilizado o software R®.

Resultados e Discussao

O presente estudo avaliou a influéncia dos extratos da folha (EF-OPN) e da casca (EC-OPN) de ora-pro-
nobis (P. aculeata) sobre os parametros bioquimicos, histolégicos e o estresse oxidativo de animais com
DM tipo 1. Primeiramente, analisou-se a influéncia do consumo de agua, ragao e peso nos grupos, como

possiveis interferéncias no desfecho do tratamento.

Com relagdo ao consumo de agua e ragao e, o peso corporal, nos diferentes grupos, o teste de normalidade
de Shapiro-Wilk n&o refutou a hipdtese de que os dados seguem uma distribuigdo normal, para ao consumo
de agua, (p = 0,8371), consumo de ragéo, (p = 0,4682), peso, (p = 0,5701). Com homogeneidade das

variancias (teste de Bartlett) para o consumo de &gua, (p = 0,1040), consumo de ragéo, (p = 0,3468), peso, (p
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=0,9009). Assim, observou-se através da ANAVA que houve diferenca significativa entre os grupos (p < 0,01),
mas nao houve significancia estatistica entre o efeito das semanas no consumo de agua (p = 0,3910),
consumo de ragao, (p = 0,5954) e no peso (p = 0,8169). A TABELA 1 apresenta as médias do consumo de
agua (ml) para cada grupo durante as 5 semanas (semana de indugdo do DM mais 4 semanas de tratamento).
Pode-se observar que os grupos de animais com DM tratados com EF-OPN ou EC-OPN apresentaram as

maiores médias de consumo de agua (ml/), diferindo dos grupos sem e com DM n&o tratados.

TABELA 1: Consumo de agua (ml), ragéo (g) e peso nos diferentes grupos apos 5 semanas e, entre semanas, em todos

0S grupos.

Grupos

Médias"* (EP)

Consumo de agua (ml)

Consumo de ragao (g)

Peso (g)

Animais sem DM

169,00 a (32,05)

106,60 b (4,93)

327,76 b (9,15)

Animais com DM

436,70 b (32,05)

85,81 a (4,93)

255,60 a (9,15)

Animais com DM + EF-OPN

640,30 ¢ (32,05)

128,70 ¢ (4,93)

248,77 a (9,15)

Animais com DM + EC-OPN

563,25 ¢ (32,05)

119,75 ¢ (4,93)

256,12 a (9,15)

Consumo em todos os grupos entre semanas de tratamento

Ap06s indugéo do DM

428,25 a (35,83)

105,14 a (5,51)

281,97 a (10,23)

Com uma semana de tratamento

402,00 a (35,83)

115,00 a (5,51)

270,55 a (10,23)

Com duas semanas de tratamento

454,75 a (35,83)

107,50 a (5,51)

265,91 a (10,23)

Com trés semanas de tratamento

493,87 a (35,83)

115,37 a (5,51)

274,04 a (10,23)

Com quatro semanas de tratamento

482,69 a (35,83)

108,06 a (5,51)

267,84 a (10,23)

"Médias seguidas da mesma letra, minuscula, nas colunas, podem ser consideradas estatisticamente iguais pelo teste
de Tukey. EP: Erro padrao da média; DM: Diabetes mellitus tipo 1; EF-OPN: extrato da folha de ora-pro-nébis; EC-OPN:
extrato da casca de ora-pro-nobis. EF-OPN ou EC-OPN: 300 mg/Kg/dia/4 semanas.

E essencial avaliar o consumo de agua e ragdo, bem como mensurar o peso dos animais ao longo de um
estudo no qual tais variaveis possam influenciar nos desfechos dos tratamentos monitorados®%, evitando-
se assim possiveis associa¢des que confundem as interpretagcdes. Como observado, o consumo de agua
aumentou nos animais com DM, devido a polidipsial®%, bem como o consumo de rag&o, devido a
polifagial®2l. Por outro lado, a ndo congruéncia para um associado aumento de peso entre grupos descarta
a influéncia de tais variaveis no desfecho dos tratamentos com EC-OPN e EF-OPN, além de que n&o houve
influéncia dos tratamentos nos consumos, também corroborado pela homogeneidade nos consumos e peso

ao longo das semanas.

Com relagdo aos parametros bioquimicos aqui avaliados (glicose, colesterol, triglicerideos, ALT, AST,
creatinina e ureia), TABELA 2, ao testar a hipétese de normalidade para estas variaveis, apenas creatinina
apresentou distribuicdo normal, com variancia que atende aos pressupostos para uso de ANAVA, tendo sido
observado por este teste seguido de Tukey que os grupos foram estatisticamente iguais (p = 0,4888). Nao
atendendo as necessidades de distribuicdo normal e/ou homogeneidade das variancias, as demais variaveis
foram consideradas de maneira descritiva através de suas medianas, e o teste ndo paramétrico de Kruskall-

Wallis e o teste de Dunn apontaram quando houve diferengas significativas entre elas (TABELA 2).

O evento bioquimico primério e patognomdnico do DM, a hiperglicemia, n&o foi atenuada pelos tratamentos
aqui efetuados (p > 0,05, TABELA 2). No entanto, com relagao as complicagées do DM associadas ao perfil

lipidico (colesterol, triglicerideos), hepatico (AST e ALT) e renal (creatinina e ureia), pode ser observado
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que o EC-OPN preveniu a hipertrigliceridemia (p < 0,05, TABELA 2), e os aumentos das enzimas
marcadoras de danos hepatico, AST e ALT (p < 0,05, TABELA 2), bem como no marcador de danos renais,
ureia (p < 0,05, TABELA 2). O mesmo desfecho nao foi observado para o EF-OPN (TABELA 2).

TABELA 2: Média e mediana (estatistica descritiva) para os parametros bioquimicos avaliados (glicose, colesterol,
triglicerideos, ALT, AST, creatinina e ureia) nos diferentes grupos.

Variaveis/Grupos Média Mediana Desvio padrao

Glicemia

Glicose (mg/dl)

Animais sem DM 144,24 147,20 a 32,55

Animais com DM 490,15 490,15 b 41,82

Animais com DM + EF-OPN 394,63 439,44 b 136,58

Animais com DM + EC-OPN 384,76 452,71b 150,84
Perfil lipidico

Colesterol (mg/dl)

Animais sem DM 42,51 44,44 a 3,78
Animais com DM 67,25 67,25b 11,69
Animais com DM + EF-OPN 64,74 60,66 b 15,96
Animais com DM + EC-OPN 64,14 57,65b 15,49

Triglicerideos (mg/dI)

Animais sem DM 47,69 47,69 a 10,80
Animais com DM 202,81 202,81 b 31,99
Animais com DM + EF-OPN 178,14 133,84 b, c 166,73
Animais com DM + EC-OPN 98,14 79,99 a 69,09

Marcadores de fungao hepatica

ALT (U/L)
Animais sem DM 47,55 47,55 a 9,88
Animais com DM 140,87 140,87 b 9,39
Animais com DM + EF-OPN 129,96 121,50 b, ¢ 56,73
Animais com DM + EC-OPN 79,25 79,24 a 16,29
AST (U/L)
Animais sem DM 96,19 99,48 a 14,58
Animais com DM 166,40 166,40 b 33,51
Animais com DM + EF-OPN 180,26 125,40 b, c 81,52
Animais com DM + EC-OPN 86,50 83,91a 5,93

Marcadores de funcao renal

Creatinina (mg/dl)

Animais sem DM 2,15 a 2,11 0,20
Animais com DM 2,35a 2,35 0,37
Animais com DM + EF-OPN 245a 2,45 0,45
Animais com DM + EC-OPN 2,51a 2,51 0,27

Ureia (mg/dl)
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Animais sem DM 53,47 53,47 a 3,28

Animais com DM 119,60 119,60 b 7,40
Animais com DM + EF-OPN 116,40 117,69 b, c 103,96
Animais com DM + EC-OPN 98,69 98,70 a 18,24

"Médias (ANAVA/Tukey) ou medianas (Kruskall-Wallis/Dunn) seguidas da mesma letra, minuscula, nas colunas, podem
ser consideradas estatisticamente iguais. DM: Diabetes mellitus tipo 1; EF-OPN: extrato da folha de ora-pro-nébis; EC-
OPN: extrato da casca de ora-pro-nébis. EF-OPN ou EC-OPN: 300 mg/Kg/dia/4 semanas.

Os parametros bioquimicos aqui avaliados estido relacionados aqueles majoritariamente descritos na
literatura quanto aos marcadores de complicacbes do DMESl, sendo fundamental, a prevengéo de
eventos potencialmente deletérios associados as taxas de morbimortalidade na doenga. Por exemplo,
avaliar o perfil lipidico em tais modelos experimentais é fundamental, uma vez que a sindrome metabdlica
em humanos representa um grupo de fatores de risco, dentre eles a obesidade abdominal, hipertenséo,
hiperglicemia e dislipidemial’®!4, ocorrendo em pacientes com DM!4l, Além disso, o DM pode ser um
fator de risco para o desenvolvimento e progressao da complicagdo hepatica crénica, nesse sentido,
havendo necessidade de substancias que possam diminuir tal complicagaol'®l. A doenga também é um
fator preponderante na insuficiéncia renal cronica, exacerbada pela lipoperoxidagdo nos rins,

comprometendo a fungdo renal dos pacientes€l,

De nota, como avaliado no presente estudo, o perfil fitoquimico de OPN evidenciou marcante presenca de
fendis totais, com médias (+ DP) de: EF-OPN = 0,4 (+ 0,12) g EAG/100g de extrato, EC-OPN = 0,02 (+ 0,02)
gEAG/100 g de extrato e; flavonoides, com médias (+ DP) de: EF-OPN = 1,8 (+ 0,5) g EQ/100g extrato e
EC-OPN = 14 (+ 3,5) g EQ/100 g extrato. Consequentemente, marcantes atividades antioxidante in vitro
foram observadas, com médias (+ DP) de: EF-OPN = 45,38% (£ 3,21%) e EC-OPN = 28,58% (+ 6,2%),
comparados ao padrdo BHT = 99,78% (+ 0,09%). Dados da literatura apontam para consideraveis
quantidades desta classe de metabdlitos secundarios em OPNEZ, os quais se relacionam as bioatividades

aqui descritas, quanto a preveng&o de complicagbes do DME58],

Em congruéncia com o perfil fitoquimico e a capacidade antioxidante in vitro exercida pelos extratos de
OPN, o EC-OPN também preveniu a peroxidagcdo lipidica no soro dos animais, um dano oxidativo
normalmente associado ao H202 (FIGURA 1, p < 0,05).

FIGURA 1: Efeito dos extratos da folha (EF-OPN) e da casca (EC-OPN) de ora-pro-nébis (OPN) sobre o estresse
oxidativo nos diferentes grupos de animais.
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"Médias seguidas da mesma letra podem ser consideradas estatisticamente iguais pelo teste de Tukey. EF-OPN ou EC-
OPN: 300 mg/Kg/dia/4 semanas.
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O DM e suas complicagdes apresentam origem multifatorial, mas marcadamente, a hiperglicemia crénica é
um fator que ativa a via dos poliois. Tal via eleva a produgédo do agucar sorbitol, consequentemente, este
aumento, leva a um desequilibrio com marcante diminuicdo na defesa antioxidantel'Z18 o que pode
ocasionar um estresse oxidativo, com possiveis danos a importantes biomoléculas, tais como os danos
induzidos pelo H202 em lipideos, sendo que os flavonoides e outros antioxidantes podem atenuar tais
danosl'22%, Além disso, a prépria hiperglicemia é um estimulo para a produgédo de oxidantes em diferentes
tipos celulares, o que agrava ainda mais um possivel quadro de estresse oxidativol®l. Neste sentido, diversos
trabalhos tém demonstrado que a OPN possui um consideravel teor de compostos fendlicos, corroborando
os achados do presente estudo, especialmente flavonoides®Z, que podem prevenir complicagdes cronicas
do DM induzidas por oxidantes*5l. Ainda, embora ndo observado no presente estudo, os flavonoides podem
prevenir a hiperglicemia em modelos experimentais de DM 2122, g0 atuar inibindo a alfa-glicosidase, uma
enzima que facilita a absorgéo da glicose e aumentando sua concentragéo sanguineal22,

Com relacgéo as caracteristicas morfologicas dos animais, a FIGURA 2 (A, B, C e D) mostram as analises
histolégicas do coragéo; 2 (E, F, G e H) rins; e 2 (I, J, K e L) figado. No coracéo e figado ndo foram
evidenciadas alteragdes significativas entre os grupos de animais com DM e sem DM, bem como entre
estes e os grupos tratados, com todos eles apresentando histologia preservada. Nos rins, os animais
diabéticos n&o tratados apresentaram necrose tubular aguda de leve a moderada (FIGURA 2F), bem como
os tratamentos ndo atenuaram tais alteracdes (FIGURA 2G e 2H). Estes achados para o coragédo e figado
apontam para o fato que danos teciduais extensivos podem requerer maior tempo de complicagbes
funcionais durante o DM nao controlado, desde que o presente estudo avaliou o impacto da doenga apenas

durante 4 semanas, constituindo-se uma limitagdo que deve ser melhor investigada.

Legenda: EF-OPN ou EC-OPN: 300 mg/Kg/dia/4 semanas. Os cortes (A - D) mostram fibras musculares cardiacas com
apresentacao fisioldgica, sem evidéncias de alteragdes nos grupos estudados. Os cortes (E - H) mostram alteragdes nos
rins. Os cortes (I - L) mostram parénquima hepatico dentro dos limites da normalidade em todos os grupos avaliados A:
Coragao nos animais sem DM (200x); B: Coragdo nos animais com DM (200x); C: Corag&o no grupo de animais com
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DM tratados com EF-OPN (200x); D: Coragdo dos animais com DM tratados com EC-OPN (200x). Descrigao
histolégica, coragado: Os cortes histoldgicos evidenciavam tecido cardiaco sem particularidades, apresentando
camadas de tecido conjuntivo, revestindo camada de tecido muscular com espessura regular, presenca de escassas
células inflamatoérias mononucleares, e revestimento endocardico composto por células endoteliais. E: Rim dos animais
sem DM (HE, 120x ) em que foi observado necrose tubular aguda como evidenciado pela seta; F: Rim dos animais com
DM (800x); G: Rim dos animais com DM tratados com EF-OPN (120x) onde se observada também necrose tubular aguda
assinalada pela seta; H: Rim dos animais com DM tratados com EC-OPN (200x) que também apresenta foco de necrose
tubular aguda leve apontado pela seta. Descrigao histolégica, rins: Rim normal: Néfrons constituidos por corpusculo
renal (glomérulo e capsula de Bowman), tubulo contorcido proximal (TCP), alga de Henle e tubulo contorcido distal (TCD).
Os glomérulos apresentem tufos de capilares arteriais fenestrados e a capsula de Bowman com folheto visceral formado
por epitélio plano simples modificado, os poddécitos; um folheto parietal constituido por epitélio plano simples. Os tubulos
contorcidos apresentando epitélio cubico simples, com células altas e aciddfilas (proximais) e células baixas (tubulos
proximais). Rim com necrose tubular aguda: As principais alteragdes observadas sdo necrose de tubulos, com
descamagao de leve a moderada em células necréticas com atividade regenerativa em células remanescentes. I: Figado
dos animais sem DM (160x); J: Figado dos animais com DM (160x); K: Figado dos animais com DM tratados com EF-
OPN (160x); L: Figado dos animais com DM tratados com EC-OPN (200x). Descrigao histologica, figado: Observa-se
tecido conjuntivo que envolve o érgdo e emite septos para o interior, dividindo-o incompletamente em lobos e I6bulos.
Placas de células hepaticas dispdem-se radialmente a partir da veia centro lobular. E os sinuséides situam-se entre as
placas de células hepaticas. Suas paredes, além de células endoteliais, apresentam macréfagos que, no figado, tomam
o nome de células de Kiipffer.

Conclusao

O tratamento dos animais diabéticos com quaisquer dos extratos de OPN nao preveniu a hiperglicemia e,
consequentemente, ndo interferiu com algumas manifestagées tipicas deste evento bioquimico, tais como
poliuria, polidipsia e perda de peso. Por outro lado, embora ndo sendo hipoglicemiante, o EC-OPN
promoveu efeitos positivos sobre complicagdes do DM, uma vez que os animais com DM tratados tiveram
uma melhoria no perfil lipidico (triglicerideos); hepatico (AST e ALT) e renal (ureia). Ainda, tal extrato foi
capaz de atenuar o dano oxidativo, uma outra complicacdo do DM, mensurados pela peroxidagao lipidica.
Estes achados indicam um potencial do EC-OPN, mas é crucial que haja estudos que investiguem mais
detalhadamente estes efeitos, também em outros modelos experimentais, com foco também em possiveis

estudos de toxicidade e ensaios clinicos.
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