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Resumo

Diabetes Mellitus (DM) ainda representa um sério problema de saude publica, carente de novas alternativas
terapéuticas. Plantas estéo entre as possiveis fontes de novos compostos com agao anti-hiperglicémica ou
servindo como fitoterapicos. Neste estudo, avaliou-se o efeito anti-hiperglicémico do extrato etandlico das
folhas de Raphanus sativus (nabo forrageiro) administrado por gavagem (dose oral de 300 mg/kg/dia) em
ratos Wistar com DM tipo 1 induzido por aloxana, durante 90 dias. A efetividade deste tratamento em
prevenir danos oxidativos hepaticos (avaliacdo de oxidacao proteica), e agdo sobre outros biomarcadores
das fungdes hepatica, renal e do perfil lipidico também foram avaliados. Apds trés meses de tratamento, os
ratos diabéticos tratados com R. sativus tiveram uma marcante diminuicdo na glicemia de jejum,
comparados aos ratos diabéticos nio tratados (p < 0,05). Além disso, este tratamento preveniu tanto a
oxidagéo proteica no figado como o aumento dos niveis de triglicérides sérico (p < 0,05). Portanto,

demonstrou-se um marcante efeito anti-hiperglicémico de R. sativus (a uma baixa dose) e as extensivas
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agOes em prevenir tipicas complicagdes do DM, tais como os danos oxidativos e dislipidemia, demonstrando

que esta planta apresenta um potencial terapéutico.

Palavras-chave: Danos oxidativos, Dislipidemia, Plantas.

Abstract

Diabetes mellitus (DM) is still a serious public health problem, lacking new therapeutic alternatives. Plants
are among the possible sources of new compounds with ant hyperglycemic activity or they serve as herbal
medicines. In this study, we evaluated the ant hyperglycemic effect of the ethanolic extract from the leaves
of Raphanus sativus (“nabo forrageiro”), administered by gavage (at an oral dose of 300 mg/kg/day for 90
days) to Wistar rats with alloxan-induced type 1 DM. The effectiveness of this treatment in preventing hepatic
oxidative damage (evaluation of protein oxidation), as well as its action on biomarkers of hepatic and renal
functions, and lipid profile, were also evaluated. Ninety days after treatments, R. sativus-treated diabetic rats
had an outstanding decrease in fasting glycemia, compared to untreated diabetic rats (p < 0.05). Moreover,
this treatment prevented both protein oxidation in the liver and an increase in serum triglyceride levels (p <
0.05). Therefore, we demonstrated a marked ant hyperglycemic effect of R. sativus (at a low dose) and its
extensive actions in preventing typical DM complications, such as oxidative damage and dyslipidemia,

demonstrating that this plant presents a therapeutic potential.

Keywords: Oxidative damage, Dyslipidemia, Plants.

Introducgao

Diabetes mellitus (DM) é um grupo de doengas enddcrinas e metabdlicas, marcadamente caracterizadas
por alteragées no metabolismo da glicose. Atualmente, o DM ainda permanece como um sério problema de
saude publica, sendo mundialmente associado a altas taxas de morbimortalidade. Entre as complicagbes
relacionadas ao DM, a dislipidemia e as alteragdes que envolvem danos oxidativo renais e hepaticos sédo

notorias, agravando as condigdes dos afetados e aumentando as taxas de mortalidade:2),

Diante do exposto, além da instituicdo de habitos de vida saudaveis para o paciente com DM, incluindo uma
alimentagdo adequada e a pratica regular de exercicios fisicos, novas alternativas terapéuticas que possam
controlar a glicemia e paralelamente prevenir as complicagdes associadas a doenga sdo essenciais. Estas
alternativas podem ser pesquisadas em fontes naturais, como as de origem vegetal, que sdo uma notéria fonte

de fitoterapicos e/ou de novos compostos na busca por terapias medicamentosas mais efetivas e seguras@4),

Dentre estas fontes vegetais, Raphanus sativus L. var. oleifera Metzg (familia Brassicaceae) é
popularmente conhecida no Brasil como “nabo forrageiro”, uma planta distribuida ao longo do Brasil e no
mundo, com amplo uso na medicina popular e culinaria. Diversas bioatividades s&o descritas para R.
sativus, principalmente para suas folhas e raiz, incluindo as antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana,
além do extrato da folha apresentar auséncia de toxicidade aguda em camundongos®. Portanto, este
estudo avaliou a atividade anti-hiperglicémica do extrato etandlico das folhas de R. sativus e, a associada
efetividade em prevenir danos oxidativos hepaticos, bem como a agdo desta planta sobre outros

biomarcadores das fungbes hepatica, renal e do perfil lipidico.
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Material e métodos

Aspectos éticos

Todos os experimentos envolvendo animais foram conduzidos de acordo com as recomendacdes do “Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals™®. Este estudo foi previamente aprovado pelo comité de ética
institucional sobre o uso de animais (Parecer N° 28A/2015). Este estudo n&o envolve qualquer espécie
ameacada de extingdo e/ou protegida e nenhuma permissdo especifica foi requerida quanto ao uso do

material vegetal.
Coleta e identificacdo do material vegetal

As folhas de R. sativus foram coletadas na comunidade de Barbaras, Alfenas/MG, Brasil (21°27'10"S
45°56'43"W). A identificagdo taxondmica do material vegetal foi realizada no herbario UALF da Universidade
Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), onde uma amostra foi depositada (#2279).

Preparo do extrato etanodlico das folhas de R. sativus

As folhas de R. sativus foram arranjadas em camadas e submetidas a secagem em estufa com circulagéo
de ar a 45°C até a completa secagem (quando o peso constante de 10 g foi alcangado) e pulverizadas em
moinho de facas. O extrato etandlico foi obtido através do método de maceragdo. Apds o intumescimento
de 500 g do po das folhas com o liquido extrator (alcool: agua 7:3 v/v) durante 30 minutos, fora do percolado,
mais extrator (alcool 70%) foi empacotado com a mistura. O empacotamento foi feito de uma forma mais
homogénea possivel, evitando a formagéo de bolhas ou buracos no conteudo alocado dentro. O alcool 70%
foi gradualmente adicionado até cobrir o p6 e a mistura foi deixada por 21 dias em maceragéo, com agitagdo
diaria. Apds esta etapa, a mistura foi submetida ao processo de rota-evaporagéo sob uma presséo reduzida
(500 mmHg) e temperatura de 50°C para concentrar o extrato (remog¢ao do alcool) e, finalmente, liofilizada
para completa remogéo da agua. O extrato seco obtido foi apropriadamente armazenado e, quando do uso,

solubilizado em agua destilada para administragcdo por gavagem aos animais.

Parte experimental

Animais

Foram utilizados 45 ratos Wistar (Rattus norvegicus), machos, adultos (6—9 semanas), com peso corporal
inicial variando entre 250-300 g, fornecidas pelo Biotério da Unifenas/Alfenas. Os animais foram submetidos
a um periodo de aclimatagédo por 10 dias, alojados em gaiolas coletivas (trés animais por gaiola), em
temperatura controlada (25 £ 1°C) em um ambiente com ciclo claro/escuro de 12 h, recebendo alimentagéo

especifica para espécie (ragdo comercial) e agua potavel ad libitum.
Indugao de DM tipo 1

Para indugédo do DM tipo 1, resumidamente, os animais foram previamente mantidos em jejum por 12 horas,
com agua fornecida ad libitum. A seguir, os animais receberam uma dose Unica (130 mg/kg de peso) de
uma solugéo de aloxana monoidratada (Sigma-Aldrich Inc, St Louis, MO, USA), via intraperitoneal. Uma

hora e meia apds a injecdo, a alimentagéo foi reintroduzida aos animais. Apds 7 dias, foi realizada a
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pesagem e determinagao da glicemia capilar de cada animal. Aqueles animais que obtiveram e sustentaram

uma glicemia superior a 250 mg/d| foram considerados diabéticos?).
Desenho experimental

Ratos sem DM (saudaveis) ndo tratados foram usados como controle, conforme demonstrado no grupo 1
da TABELA 1. Apés indugdo do DM tipo 1, como acima descrito, os ratos diabéticos foram mantidos com
dieta padréo e agua ad libitum, e divididos em mais dois grupos experimentais (TABELA 1), um nao tratado
e outro tratado com uma dose oral de 300 mg/kg/dia do extrato etandlico das folhas de R. sativus,
administrado pelo processo de gavagem, durante 90 dias. Os consumos de agua e ragdo, bem como o

acompanhamento do peso dos ratos, foram avaliados neste intervalo.

TABELA 1: Detalhamento dos grupos experimentais utilizados no presente estudo.

Grupo N° inicial de Inje¢cdo administrada/ TI::;:;:,:)I
. P animais/ N° final de Indugédo do DM Dieta R
experimental L i = Tipo de
animais (Sim/Nao)

Tratamento
1 Ratos sem DM 15/10 Salina/Nao Padrao* 90 dias/Placebo
2 Ratos diabéticos 15/5 Aloxana (130 mg/kg) /Sim Padrao 90 dias/Placebo
Ratos diabéticos + . ~ 90 dias/Extrato
3 Extrato 15/10 Aloxana (130 mg/kg) /Sim Padrao (300 mg/kg/dia)

Legenda: *Ragao comercial + agua ad libitum

Obtencgao das amostras biologicas

Apos os trés meses de tratamento, os animais foram mantidos em jejum por 12 horas e, em seguida
anestesiados usando Isoflurano a 5% e o sangue foi coletado por pungéo cardiaca. Para obtencéo do soro,
as amostras de sangue coletadas em tubos siliconizados (sem aditivo) foram centrifugadas a 1500 g por 10
minutos, em temperatura ambiente, e o soro foi separado, sendo imediatamente utilizado para a determinagéo
da glicemia de jejum, da funcao renal, da funcéo hepatica e do perfil lipidico. Em seguida, os animais foram
submetidos a eutanasia e o figado retirado. Para o preparo do homogeneizado de figado, o érgao foi
homogeneizado a 4 °C em tampéo fosfato (PBS, pH 7,2) 0,1 M na proporgdo 5 mL/g de 6rgdo. O

homogeneizado foi centrifugado a 3000 g, por 10 min a 4 °C, sendo posteriormente utilizado o sobrenadante®.
Avaliacao da glicemia de jejum, do colesterol total e fragoes, de creatinina e AST

As concentragdes de glicose, triglicerideos, colesterol total e fragdes (lipoproteina de alta densidade [HDL])
foram determinados no soro por método enzimatico colorimétrico de ponto final. Os niveis séricos de
creatinina foram determinados pelo método de Jaffé modificado utilizando um kit adquirido comercialmente,
cujo procedimento de medicéo foi calibrado com o material de referéncia SRM 914 do National Institute of
Standards and Technology (NIST), tornando os resultados rastreaveis ao método definitivo (espectrometria
de massas com diluigio isotdpica). As concentragdes da enzima aspartato aminotransferase (AST) foram

determinadas no soro, por método cinético UV,
Determinacgao de carbonilagdo proteica

Para a determinag&o das proteinas carboniladas, o ensaio espectrofotométrico com 2,4-dinitrofenilhidrazina

(DNPH) foi utilizado, baseado na reagdo do DNPH com as proteinas carboniladas'®11), Neste ensaio, 500
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WL das aliquotas do homogeneizado de figado em PBS mais 500 uL da solugdo de DNPH (10 uM) foram
incubadas por 1 h, com gotejamento de 500 pL da solugéo de acido tricloroacético (TCA, 20%), até a
precipitacdo completa. 500 uL da solugao Etanol/Acetato de Etila foram, em seguida, adicionados a mistura
e, esta foi entédo centrifugada a 600g por 10 minutos. Ao pellet resultante foi adicionado novamente 500 pL
da solugdo Etanol/Acetato de Etila e foi feita uma nova centrifugacédo (600 g, 10 minutos). Finalmente, o
pellet foi dissolvido com 1000 pyL de Guanidina 6M. A taxa da variagdo na absorbancia foi medida
espectrofotometricamente a 370 nm. Para comparagao, a concentragdo proteica total foi determinada pelo
método de Bradford (utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) como padréo da curva de calibragao) e os

resultados expressos em nmol proteinas carb./ mg proteinas totais2).
Analises dos dados

Os resultados representam a média + desvio padréo (DP) de, no minimo, trés experimentos independentes,
realizados em ftriplicata. Analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey para comparacdes
multiplas das médias foram realizadas usando o software BioEstat (Versao 5.0, Belém, Para, Brasil, 2007).

As médias foram consideradas significativamente diferentes com valores de p < 0,05 (a = 0,05).

Resultados e Discussao

Neste estudo, verificou-se a principio, o efeito anti-hiperglicémico do extrato etandlico das folhas de R.
sativus em ratos com DM tipo 1 (FIGURA 1). Ap6s 90 dias de tratamento, tempo necessario para o marcante
aparecimento das complicagbes do DM n&o controlado (hiperglicemia ndo controlada), houve uma
significativa (p < 0,05) diminui¢cdo na glicemia de jejum em animas que receberam uma dose diaria de 300
mg/kg deste extrato, durante este intervalo de tempo. Em recente estudo® demonstrou-se que R. sativus
apresenta um perfil fitoquimico com marcante presenga de flavonoides (rutina, quercetina e kaempferol),
uma possivel agédo regenerativa das células  do pancreas exercida por estes antioxidantes, bem como a
promogao de um estimulo para a secregdo de insulina podem ser inferidas(®19, Qutra possivel explicagéo,
seria a agdo de antioxidantes e/ou outros compostos presentes em R. sativus favorecendo a captagao de

glicose pelas células alvo, independente das concentragbes séricas de insulina(®),

FIGURA 1. Efeito anti-hiperglicémico do extrato etandlico das folhas de R. sativus (300 mg/kg/dia) em ratos com DM tipo 1.
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Legenda: Os dados representam a média £ DP de, no minimo, trés aferigdes independentes, realizadas em triplicata. As
letras diferentes acima da coluna indicam que as médias foram significativamente diferentes (p < 0,05), de acordo com
o teste de Tukey a 5% de significancia (a=0,05).
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Com relagédo ao peso dos animais, ratos saudaveis apresentaram, em média, maior peso, como visto na
TABELA 2, ndo havendo diferencgas significativas entre os grupos de ratos diabéticos e aqueles diabéticos
tratados com R. sativus. Isto demonstra que o tratamento com o extrato desta planta nao influenciou o peso
dos animais, apesar de promover um marcante efeito anti-hiperglicémico. O consumo de ragdo também
nao foi influenciado pelo tratamento com R. sativus, sendo que houve apenas um significativo menor
consumo no grupo de ratos ndo diabéticos. O consumo de agua foi significativamente diferente entre os
trés grupos avaliados. A literatura tem demonstrado que tais variaveis podem ser influenciadas pelas

alteragdes induzidas pelo DMU7),

TABELA 2: Efeito do extrato etandlico das folhas de R. sativus (300 mg/kg/dia) sobre o peso dos ratos, e relagdo entre

0s consumos de agua e ragao nos grupos experimentais durante os 90 dias de tratamento.

Ratos sem DM Ratos diabéticos Ratos diabéticos +. Extrato (300
mg/kg/dia)
Peso (9) 321,234+23,112 277,7+56,9° 256,6+51,8°
Consumo de ragéo (g)* 16,17+1,912 29,46+4,47° 27,53+3,33°
Consumo de agua (ml)** 53,3448,152 145,6+16,2° 127,12+16,61°

Legenda: Os dados representam a média + DP de até 10 ratos por grupo experimental, avaliados em 16 diferentes dias.
Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha foram significativamente diferentes (p < 0,05) de acordo com o
teste de Tukey a 5% de significancia (a=0,05). *O consumo de ragdo para um rato adulto saudavel varia de
aproximadamente 15-30 g, mas a polifagia em ratos com DM pode aumentar estes valores; **A polidipsia pode ser notéria
em ratos com DM.

No DM tipo 1 ndo controlado, a hiperglicemia pode induzir um quadro de estresse oxidativo, que é
considerado uma das grandes complicagdes cronicas da doenga, sendo gerado através do acumulo de
espécies reativas do oxigénio (EROs) de origem mitocondrial, em varios tipos de células, e/ou via o burst
oxidativo de fagdcitos, o que pode levar a danos oxidativos em varios 6rgdos, principalmente os rins e
figado. Uma maneira fidedigna de avaliar tais danos é através da mensuragao de proteinas carboniladas,
que s&o biomarcadores de oxidagdo proteica®1819. De acordo com estudos?, produtos avangados de
oxidagao proteica podem ser, também, formados na interacdo de EROs com proteinas plasmaticas. Como
aqui observado, ratos com DM néo tratados apresentaram uma marcante oxidagao proteica no figado apos
90 dias, ao passo que tais danos foram prevenidos/atenuados nos ratos com DM que receberam por
gavagem 300 mg/kg/dia de R. sativus (FIGURA 2). Outros danos oxidativos, como a oxidacéo proteica nos
rins e a peroxidagéo lipidica no figado e rins“? nao foram significativos (p > 0,05) em ratos com DM

comparados aos saudaveis (Dados nao mostrados).
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FIGURA 2: Prevengédo da oxidagao proteica no figado promovida pelo extrato etandlico das folhas de R. sativus (300

mg/kg/dia) apds 90 dias de tratamento dos ratos com DM tipo 1.
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Legenda: Os dados representam a média + DP de, no minimo, trés experimentos independentes realizados em triplicata.
p < 0,05 (diferengas significativas) de acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia (a=0,05). A administragcao por
gavagem de R. sativus (300 mg/dia) aos ratos diabéticos, durante 90 dias, preveniu a oxidagao proteica no figado.

A dislipidemia € uma complicagéo frequente no DM tipo 1 ndo controlado e pode também estar relacionado
aos habitos de vida dos afetados@22), sendo que atenuar mais esta complicagdo crénica ¢ um grande
desafio durante o tratamento do DM. Neste estudo, observou-se um aumento de triglicérides nos ratos com
DM, ao passo que o tratamento oral por trés meses com o extrato de R. sativus promoveu um significativo
efeito preventivo sobre tal aumento (TABELA 3). Nao houve influéncia do tratamento com R. sativus, na

dose usada (300 mg/kg/dia), sobre os niveis de colesterol total nos ratos com DM.

TABELA 3: Efeito do extrato etandlico das folhas de R. sativus (300 mg/kg/dia) sobre o perfil lipidico de ratos com DM

tipo 1, apos trés meses de tratamento.

Lo Colesterol Total HDL colesterol
Grupos Triglicerideos (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
Ratos sem DM 56,5 + 2,122 49,6 + 3,482 48,3 + 2,842
Ratos diabéticos 70,2 + 5,85° 68,7 +3,13° 61,4 +7,25°
Ratos diabéticos +. Extrato (300 57.3 + 6,14° 61,5 + 3,25 60,8 + 3,06°
mg/kg/dia)

Legenda: Os dados representam a média + DP de, no minimo, trés experimentos independentes realizados em triplicata.
Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna foram significativamente diferentes (p < 0,05) de acordo com o

teste de Tukey a 5% de significancia (a=0,05).
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Disfungdes e danos hepaticos (como exemplo, as alteragbes dos niveis de AST) e renais (niveis de
creatinina) em pacientes com DM tipo 1 n&o controlado também s&o complicagbes comuns, advindas de
diferentes danos a estes 6rgaos induzidos pela hiperglicemia. Aqui sdo demonstradas tais alteragdes
(FIGURAS 3 € 4), mas o tratamento com R. sativus ndo promoveu uma melhora em estabilizar os niveis

normais destes biomarcadores.

FIGURA 3: Efeito do extrato etandlico das folhas de R. sativus (300 mg/kg/dia) sobre os niveis séricos de AST em ratos

com DM tipo 1.
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Legenda: As letras diferentes acima da coluna indicam que as médias foram significativamente diferentes (p < 0,05), de
acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia (a=0,05).

FIGURA 4: Efeito do extrato etandlico das folhas de R. sativus (300 mg/kg/dia) sobre os niveis séricos de creatinina em

ratos com DM tipo 1.
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Legenda: As letras diferentes acima da coluna indicam que as médias foram significativamente diferentes (p < 0,05), de
acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia (a=0,05).
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Os efeitos positivos do extrato etandlico das folhas de R. sativus em controlar o DM tipo 1 e suas
complicagdes, como aqui observados em ratos Wistar, sdo também notdrios, visto que a dose administrada
oralmente, para a promogao de tais efeitos (300 mg/kg/dia), é destacada em prévios estudos como ndo
toxica, conforme evidéncias®, de que uma dose diaria de 5 g/Kg/dia de R. sativus administrada durante 7
dias ndo induz toxicidade aguda em camundongos. Ainda, o amplo uso desta planta na medicina popular e
culinaria é destacado. Como sugestdes, sdo essenciais outros estudos que possam investigar o potencial
terapéutico de fitoterapicos desta planta e/ou o isolamento de compostos que apresentem efeitos sobre o
DM, através de um fracionamento bioguiado, com estabelecimento dos mecanismos subjacentes e um foco

maior sobre a seguranga quanto ao uso em humanos.

Conclusao

Neste estudo preliminar, usando um modelo experimental de ratos com DM tipo 1, demonstrou-se um
marcante efeito anti-hiperglicémico do extrato etandlico das folhas de R. sativus e as extensivas agbes em
prevenir tipicas complicagdes do DM, tais como os danos oxidativos e dislipidemia, com uma dose de 300
mg/kg/dia. Estes dados preliminares indicam um potencial terapéutico de R. sativus que deve ser mais
detalhadamente investigado em outros modelos experimentais, visando elucidar os efeitos sobre as fungdes
hepatica e renal e sobre os marcadores lipidicos e de glicémica, além de andlises histopatoldgicas que

possam adicionalmente corroborar nossos achados.
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