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GENERAL ABSTRACT

GENERAL ABSTRACT - PHYSICO-CHEMICAL ANALYSIS OF RATION CONTAINING
STEVIA REBAUDIANA LEAVES AND FUNCTIONAL PROPERTIES EVALUATION IN
DIABETIC RATS.

INTRODUCTION: The diabetes mellitus (DM) is one of the most common chronic
diseases nowadays. A better metabolic control in diabetic ones has been associated with
a lower incidence of chronic complications. Owing to diabetes changes the metabolism of
carbohydrates, proteins and fats, the nutrition performs important role in treatment.
Diabetic patients can benefit from diets which helps in the lipid and glycemic control. The
Stevia rebaudiana, native plant from the border between Brazil and Paraguay, is a source
of natural non-caloric sweeteners and the empirical knowledge of Paraguayan natives
that diabetics who were using stevia tea showed improvement in blood glucose levels,
stimulated investigation of potential hypoglycemic properties. Antidiabetic properties of
the total extract or isolated products of this plant were found in recent decades, but it has
almost studies with the total payroll. In this study, we investigated the hypothesis that
diabetic rats fed with diets supplemented with Stevia rebaudiana leaves could have better

metabolic control.

OBJECTIVE: Formulate a ration containing Stevia rebaudiana leaves, know their

physicochemical properties and test their chronic effects in diabetic rats.

MATERIALS AND METHODS: It was used Stevia rebaudiana leaves (seminal variety
Stevia UEM-13), dryed and milled. This product was added to the ration Nuvilab, in a
proportion of 2%. After being homogenized, the mix was moistened, divided in small
pellets, dehydrated in a greenhouse with air circulation. In the control ration were added
2% of carboxymethylcellulose. It was performed physic-chemical analysis of the reactions
for the obtaining of total proteins, ethereal extract, fixed mineral residues (ashes), total
umidity total acidity values and gross fiber values. Wistar male rats 60 days old suffered

diabetes induction (streptozotocin application; Sigma; 45mg/Kg p.c.;



10

I.v; solved in citrate buffer 0,05M; pH 4,5). It was selected the animals which presented
fast glycemia equal or higher than 200mg/dL. After two days, It was established four
experimental groups, two of normal animals (NC and NT) and two of diabetic animals (DC
and DT). The animals of the groups NC and DC were fed with Nuvilab ration containing
2% of carboxymethylcellulose and the animals from the NT and DT groups received the
same ration containing 2% of stevia rebaudiana leaves. It was recorded the body weight
gain, the food intake and several glycemia values, so as in fast as fed. By the end of the
four weeks treatment, the animals were put in metabolic individual cages for the collect of
urine and glycosuria evaluation. Several biochemical parameters were compared, as the
weight of several organs and tissues and the amount of liver glycogen. The results were
expressed as average + average standart error and submitted to ANOVA test — two way

— Bonferroni or T test, significancy level p < 0.05 ( GraphPad Prism 4.0 program).

RESULTS AND DISCUSSION: This is the first study that has knowledge that investigate
the chronic effects of the ration supplementation with Stevia rebaudiana leaves in the
metabolic control of streptozotocin diabetic rats. The supplemented diet with stevia leaves
(10%) had good acceptability by the rats, not changing the food intake. Didn’t change the
body weight gain in the normal rats even the weight loss in diabetic animals. The diabetic
animals which received the supplemented diet with stevia leaves presented significantly
reduction in glycemia, in the triglycerides concentration and of total cholesterol. The
amount of liver glycogen was significantly bigger in the diabetic animals treated when

compared with the control group.

CONCLUSIONS : The ration supplemented with 2% of Stevia rebaudiana leaves
improved the glycemic control (reduction in fast glycemia and raised in the liver glycogen)
and the lipid control (reduction of tryglicerides and total cholesterol in the blood
concentration) in diabetic rats, without causing effects in the food intake and body weight

gain.

KEYWORDS: Stevia rebaudiana leaves, diabetes, streptozotocin.
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RESUMO GERAL

RESUMO GERAL - ANALISES FiSICO-QUIMICAS DE RACAO CONTENDO FOLHAS
DE STEVIA REBAUDIANA E AVALIACAO DE PROPRIEDADES FUNCIONAIS EM
RATOS DIABETICOS.

INTRODUCAO: O diabetes mellitus (DM) é uma das doencas cronicas mais comuns na
atualidade. Um melhor controle metabolico em diabéticos tem sido associado a uma
menor incidéncia de complicagdes cronicas. Devido o diabetes alterar o metabolismo de
carboidratos, proteinas e gorduras, a nutricdo desempenha importante papel no seu
tratamento. Pessoas diabéticas podem se beneficiar de dietas que auxiliem no controle
glicémico e lipidico. A Stevia rebaudiana, planta nativa da regido limitrofe Brasil e
Paraguai, € uma fonte de edulcorantes naturais ndo caléricos e o conhecimento empirico
de nativos paraguaios de que diabéticos que faziam uso do cha de estévia apresentavam
melhora nos niveis glicémicos, estimulou a investigacdo de possiveis propriedades
hipoglicemiantes. Propriedades antidiabéticas do extrato total ou de produtos isolados
desta planta foram constatadas nas ultimas décadas, mas ndo se tem quase estudos
com a folha total. Neste trabalho foi investigada a hip6tese de que ratos diabéticos
alimentados com racédo suplementada com folhas de Stevia rebaudiana pudessem
apresentar melhor controle metabdlico.

OBJETIVO: Formular uma racdo contendo folhas de Stevia rebaudiana, conhecer suas

propriedades fisico-quimicas e testar seus efeitos crénicos em ratos diabéticos.

MATERIAIS E METODOS: Foram utilizadas folhas de Stevia rebaudiana (variedade
seminal SteviaUEM-13), secas e moidas. Este produto foi acrescentado a racédo
Nuvilab®, numa proporgéo de 2%. Depois de homogeneizada, a mistura foi umedecida,
dividida em pequenos pellets, desidratados numa estufa com circulacdo de ar. Na racéo
controle foram acrescentados 2% de carboximetilcelulose. Foram realizadas analises
fisico-quimicas das racdes para obtencao dos valores de proteinas totais, extrato etéreo,
residuo mineral fixo (cinzas), umidade total, acidez total e fibra bruta. Ratos Wistar
machos com 60 dias de idade sofreram a inducdo do diabetes (aplicagcdo de

estreptozotocina; Sigma; 45mg/Kg p.c.;dissolvida em tampao citrato 0,05M; pH 4,5, via
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I.v.; veia peniana). Foram selecionados os animais que apresentaram glicemia de jejum
igual ou superior a 200mg/dL. Foram estabelecidos quatro grupos experimentais, dois de
animais normais (NC e NT), e dois de animais diabéticos (DC e DT). Os animais dos
grupos NC e DC foram alimentados com ragdo Nuvilab contendo 2% de
carboximetilcelulose e os animais dos grupos NT e DT receberam a mesma racao
contendo 2% de folhas de Stevia rebaudiana. Foram registrados o ganho de peso
corporal, a ingestdo alimentar e diversos valores da glicemia, tanto de jejum como no
estado alimentado. Ao final do tratamento de quatro semanas, 0s animais foram
colocados em gaiolas metabdlicas individuais para coleta de urina e avaliacdo da
glicosuria. Véarios parametros bioquimicos foram comparados, assim como 0 peso de
diversos érgaos e tecido e quantifidade de glicogénio hepatico. Os resultados foram
expressos como meédia + erro padrao da média (epm) e submetidos ao teste ANOVA —
two way — Bonferroni ou teste T, nivel de significancia p<0,05 (programa GraphPad Prism
4.0).

RESULTADOS E DISCUSSAO: Este é o primeiro trabalho que se tem conhecimento
gue investiga os efeitos cronicos da suplementacdo da racdo com folhas de Stevia
rebaudiana no controle metabdlico de ratos com diabetes induzido por estreptozotocina.
A dieta suplementada com folhas de Stevia teve boa aceitabilidade pelos ratos, nédo
modificando a ingestdo alimentar. N&o alterou o ganho de peso corporal nos ratos
normais e nem a perda de peso nos animais diabéticos. Os animais diabéticos que
receberam a dieta suplementada com folhas de stevia apresentaram reducao
significativa na glicemia, na concentracdo de triglicerideos e de colesterol total. A
quantidade de glicogénio hepatico foi significativamente maior nos animais diabéticos

tratados quando comparado com seu controle.

CONCLUSOES: A ragdo suplementada com 2% de folhas de Stevia rebaudiana
melhorou o controle glicémico (reducdo na glicemia de jejum noturno e aumento no
glicogénio hepatico) e o controle lipidico (reducdo na concentracdo sanguinea de
triglicerideos e de colesterol total) nos ratos diabéticos, sem causar efeitos na ingestao

alimentar e no ganho de peso corporal.
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Palavras- chave: folhas de Stevia rebaudiana, diabetes, estreptozotocina, ratos
ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is one of the most common chronic diseases nowadays.
Diabetic people can benefit from diets which helps on the glycemic and lipid control.
The Stevia rebaudiana, native plant from the border region between Brazil and Paraguay
is a source of non-caloric natural sweeteners and the empirical knowledge of native
Paraguayan that diabetic who were making use of stevia tea presented improvement in
glycemic levels, stimulated the investigation about possible hypoglycemic and antidiabetic
properties of the full extract or isolated products of this plant were found in the last few
decades, but has almost no studies with the full leaf. In this work was investigated the
hypothesis that diabetic rats fed with ration supplemented with stevia rebaudiana leaves
could present better metabolic control. Were used streptozotocin diabetic wistar male rats
fed with ration containing 2% of stevia rebaudiana leaves (seminal variety SteviaUEM-13)
dryed and milled for four weeks. The obtained results showed that the supplementation
improved the glycemic control ( fast glycemia reduction and liver glycogen rise ) and lipid
control ( reduction of triglycerides and total cholesterol on the blood concentration) on

diabetic rats, without causing changes in food intake and body weight gain.

KEYWORDS: Stevia rebaudiana leaves, diabetes, streptozotocin.

RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é uma das doencgas cronicas mais comuns na atualidade.
Pessoas diabéticas podem se beneficiar de dietas que auxiliem no controle glicémico e

lipidico. A Stevia rebaudiana, planta nativa da regido limitrofe Brasil e Paraguai, € uma
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fonte de edulcorantes naturais ndo caldricos e o conhecimento empirico de nativos
paraguaios de que diabéticos que faziam uso do cha de estévia apresentavam melhora
nos niveis glicémicos, estimulou a investigacdo de possiveis propriedades
hipoglicemiantes e propriedades antidiabéticas do extrato total ou de produtos isolados
desta planta foram constatadas nas ultimas décadas, mas nao se tem quase estudos
com a folha total. Neste trabalho foi investigada a hip6tese de que ratos diabéticos
alimentados com racdo suplementada com folhas de Stevia rebaudiana pudessem
apresentar melhor controle metabdlico. Foram utilizados ratos Wistar machos, com
diabetes induzido por estreptozotocina, alimentados com racédo contendo 2% de folhas
de Stevia rebaudiana (variedade seminal SteviaUEM-13) secas e moidas por period de
guatro semanas. Os resultados obtidos mostraram que a suplmentacdo melhorou o
controle glicémico (reducdo na glicemia de jejum noturno e aumento no glicogénio
hepatico) e o controle lipidico (redu¢do na concentragdo sanguinea de triglicerideos e de
colesterol total) nos ratos diabéticos, sem causar efeitos na ingestdo alimentar e no

ganho de peso corporal.

Palavras- chave: folhas de Stevia rebaudiana, diabetes, estreptozotocina, ratos.

1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é uma das doencas crénicas mais comuns na atualidade.
O numero de pessoas portadoras dessa doenga cresceu vertiginosamente nas ultimas

décadas, passando de 30 milhdes em 1985 para 135 milhdes em 1995 e atingindo 173
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milhdes em 2002, com projecdo de chegar a 300 milhdes em 2030 4. Dentre as causas
para esta epidemia estdo mudancas de estilo de vida, com reducgéo da atividade fisica,
consumo elevado de dietas ricas em gorduras e carboidratos e obesidade®,

O DM é causado por defeitos na secrecdo ou acdo da insulina, um horménio
secretado pelas células 3 pancreaticas que atua, predominantemente, sobre o figado,
musculo e tecido adiposo, estimulando a sintese de glicogénio, lipidios e proteinas e
inibindo a glicogendlise, a gliconeogénese, a lipdlise e a protedlise. Aléem desses efeitos
metabdlicos, a insulina exerce um papel fundamental na captacdo da glicose pelas

células do tecido muscular e adiposo e na liberacéo de glicose pelo figado @49,

O DM é classificado em DM tipo 1 e 2, sendo que o tipo 1 envolve a destruicdo
das células 3 pancreéticas e os individuos com esta forma de DM se tornam dependentes
da insulinoterapia para a sobrevivéncia. O DM tipo 2 é a forma mais comum e €&
caracterizado por distUrbios da acdo e/ou secre¢do da insulina.

As causas das complicacdes multissistémicas decorrentes da auséncia dos efeitos
insulinicos (ou por falta do hormdnio ou por resisténcia a sua a¢do) nao estao totalmente
esclarecidas, no entanto, tem sido alvo dos tratamentos manterem os niveis normais da
glicose sanguinea, pois a hiperglicemia, além de ocasionar 0s sintomas classicos desta
doenca (polidria, polidipsia, polifagia, perda de peso, glicosuria, etc), pode culminar em
complicacbes metabdlicas agudas, como a cetoacidose diabética e, cronicamente,
contribuir para o surgimento de alteragdes macrovasculares (doengas coronarianas,
vasculares cerebrais e periféricas), microvasculares (faléncia renal e cegueira) e
complicacdes neuropaticas (amputacdes) ©78). Quando néo controlada, a hiperglicemia
prolongada desencadeia uma série de reacdes, tornando-se uma importante fonte de
radicais livres. Estas moléculas, altamente reativas, também s&o geradas durante o
processo oxidativo normal que ocorre nas células. O excesso de radicais livres cria o
estresse oxidativo (uma situacéo de sério desequilibrio entre a producéo de radicais livres
e o potencial defensivo antioxidante), que ocasiona disfungées e danos teciduais . Um
melhor controle metabdlico em diabéticos tem sido associado a uma menor incidéncia de

complicagdes cronicas 12,
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Devido o diabetes alterar o metabolismo de carboidratos, proteinas e gorduras, a
nutricdo desempenha importante papel no seu controle 9. As estratégias nutricionais
incluem reducéo da ingestdo energética e de gorduras e limitar a ingestdo de bebidas
acucaradas V). Os edulcorantes sdo comumente utilizados por pessoas diabéticas e
obesas, em substituicdo ao acucar comum (sacarose), com a finalidade de evitar a
ocorréncia de picos hiperglicémicos e reduzir o teor calérico das dietas 19,

Os alimentos ndo sdo apenas para saciar a fome e suprir as necessidades
funcionais do organism. Atualmente, existe o consenso de que a dieta pode também
prevenir ou ajudar no tratamento de doencas crbnicas ndo transmissiveis, como por
exemplo, o diabetes. Os alimentos funcionais sdo caracterizados pela presenca de
substancias com capacidade de modular processos metabdlicos ou fisiolégicos que
reduzam os riscos de doencas. Pessoas diabéticas podem se beneficiar de dietas que
auxiliem no controle glicémico e lipidico b,

A Stevia rebaudiana, planta nativa da regido limitrofe Brasil e Paraguai, € uma fonte
de edulcorantes naturais ndo caléricos, com potencialidade de substituir a sacarose ou
adocantes artificiais 2. As substancias quimicas responsaveis pelo intenso poder de
edulcorante das folhas da Stevia rebaudiana sdo os glicosideos diterpénicos ou
glicosideos do esteviol 13, Foram isolados e identificados varios glicosideos do esteviol,
todos doces, mas diferem quanto a intensidade e a qualidade de dulgor. O esteviosideo e
o rebaudiosideo A séo os glicosideos de maior importancia comercial. No Japéo, na Korea,
no Brasil e em outros paises da América do Sul os produtos da stevia sao utilizados como
adocantes ha muitos anos 41516) e mais recentemente, o rebaudiosideo A puro também
foi aprovado nos Estados Unidos para que seja utilizado como adocante. Segundo
Shivanna et al 7 aproximadamente 200 fabricantes, incluindo os maiores fabricantes de
alimentos, mostraram interesse em usar stevia na formulacdo de seus produtos. Esta
aprovacdo veio acompanhada de uma série de trabalhos cientificos, que descrevem
estudos fisiolégicos em humanos e em animais experimentais demonstrando a inocuidade
do RebA (8-21) No entanto, Shivanna et al 1" mencionam que as informacd&es toxicoldgicas
disponiveis sobre stevia ainda s&o insuficientes para demonstrar sua seguranca como

aditivo alimentar ou para afirmar o seu status de GRAS (generally recognized as safe).
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O conhecimento empirico de nativos paraguaios de que diabéticos que faziam uso do cha
de estévia apresentavam melhora nos niveis glicémicos, estimulou a investigacdo de
possiveis propriedades hipoglicemiantes. O médico paraguaio Ovidio Miguel foi o primeiro
a constatar efeitos benéficos da Stevia rebaudiana no tratamento de pacientes diabéticos,
utilizando extrato total aguoso (800mg/dia) administrado por via oral, durante um periodo
de 14 meses, verificou que o grau de controle glicémico destes era semelhante ao obtido
quando tratados com clorpropramida ?223), Propriedades antidiabéticas do extrato total ou
de produtos isolados desta planta foram constatadas nas Ultimas décadas. Efeitos
hipoglicemiantes foram observados em estudos realizados com diferentes modelos de
animais experimentais (242526) e também, em humanos @728 Algumas pesquisas
demonstraram que os glicosideos da Stevia rebaudiana

(esteviosideo, rebaudiosideo A e a aglicona esteviol), estimularam a secrecéo de insulina
em ilhotas pancreaticas isoladas de ratos ?°32 sendo que efeitos anti-hiperglicémicos,
insulinotropicos e glucanostaticos foram observados em ratos diabéticos tratados com
esteviosideo (3334), Preparac6es comerciais de Stevia rebaudiana também foram efetivas
em diminuirem a glicemia em camundongos diabéticos ©® e, um estudo em humanos,
comprovou que um grama de esteviosideo acrescentado a dieta de pacientes diabéticos
reduzia a glicemia pds-prandial 9. Diversos outros estudos, no entanto, ndo confirmam
tais propriedades. Tais discrepancias devem ser avaliadas levando em conta os diferentes
protocolos experimentais (modelos de animais, vias de administracdo e doses) e,
principalmente, a qualidade e pureza dos extratos e isolados glicosideos. Dados obtidos
em diversos estudos realizados no Nepron (DPQ/UEM) @745 e, também, compilados da
literatura especializada, demonstram que o extrato de estévia, além dos oito glicosideos
diterpénicos, apresenta uma série de outras substancias, entre as quais os horménios
giberelinicos, diterpenos do grupo labdano, bisterpendides do tipo labdano, monoterpenos,
flavondides, esterdides glicosilados e esterois, além de fibras com uma distribuicdo de
massa molar e composicdo monomérica que poderiam apresentar efeitos bioldgicos

importantes.

Neste trabalho foi investigada a hipétese de que ratos diabéticos alimentados com

racdo suplementada com folhas de Stevia rebaudiana pudessem apresentar melhor
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controle metabdlico, especialmente no que se refere ao quadro hiperglicémico e

hiperlipémico caracteristico desta sindrome.

2. MATERIAL E METODOS

FORMULACAO DA RACAO
Racé&o suplementada

Foram utilizadas folhas de Stevia rebaudiana (variedade seminal SteviaUEM-13),
cultivadas no NEPRON (Nucleo de Produtos Naturais) — UEM, secas e moidas. Este

produto foi acrescentado a racdo Nuvilab® (Colombo-PR), também moida, numa
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proporcao de 2%. Depois de homogeneizada, a mistura foi umedecida (800 mL de agua
para cada quilo de racao), dividida em pequenos pellets, desidratados numa estufa com

circulacao de ar. A racao foi armazenada em local seco e protegida de luz e umidade.
Ragéao controle

Para obtencédo da racdo controle foram realizados os mesmos procedimentos
descritos no item anterior, apenas diferindo que foram acrescentados 2% de

carboximetilcelulose e nao folhas de stevia.

ANALISES FiSICO-QUIMICAS DAS RACOES
Proteinas Totais

A quantificacdo de proteinas totais foi realizada no laboratério de 4gua e alimentos
(CCE/Departamento de Quimica) da Universidade Estadual de Maringa. A andlise foi

determinada segundo metodologia da AOAC 162 Edicéo.
Extrato Etéreo

A quantificacdo do extrato etéreo total foi realizada no laboratério de agua e
alimentos (CCE/Departamento de Quimica) da Universidade Estadual de Maringa. A

analise foi determinada segundo metodologia da AOAC 162 Edicéo.
Residuo Mineral Fixo (Cinzas)

A quantificacéo do residuo mineral fixo foi realizada no laborat6rio do NEPRON da
Universidade Estadual de Maringa. A analise foi determinada segundo metodologia do

Instituto Adolfo Lutz, 2005 de métodos fisico-quimicos para analises de alimentos.
Umidade Total

Todas as anadlises foram feitas em triplicata e seguiu a metodologia segundo
AOAC 162 Edicao. A determinacgéo do teor de umidade total foi realizada no laboratorio
do NEPRON da Universidade Estadual de Maringa.
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Acidez Total

O indice de acidez total titulavel foi determinado no laboratério do NEPRON da

Universidade Estadual de Maringa, segundo metodologia AOAC 162 Edicao.
Fibra Bruta

A matéria fibrosa bruta foi determinada no laboratério de agua e alimentos
(CCE/Departamento de Quimica) da Universidade Estadual de Maringa, segundo
metodologia AOAC 162 Edicéo.

AVALIA(;AO DE PROPRIEDADES FUNCIONAIS
Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 60 dias de idade, provenientes do
Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa (UEM). Os animais foram mantidos
no Biotério do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da UEM nas seguintes condicdes:
temperatura de 24°C, fotoperiodo de 12 horas claro/ 12 horas escuro, agua e ragao
(Nuvilab — Colombo — PR controle e suplementada com folhas de Stevia rebaudiana) a
vontade. Os animais foram acondicionados em gaiolas coletivas (46 x 24x 30 cm), com
trés animais por caixa ou em gaiolas metabdlicas individuais. Os procedimentos
experimentais realizados foram aprovados pelo Comité de Conduta Etica no Uso de

animais em Experimentacao da UEM (Parecer n° 105/2014).
Inducéo do Diabetes

Os animais, com 60 dias de idade, em jejum noturno de 12 horas, receberam uma
Unica aplicacdo de estreptozotocina (Sigma; 45mg/Kg p.c.; i.v.; veia peniana) dissolvida
em tampao citrato (0,05M; pH 4,5) e, apds aplicacdo, permaneceram em jejum alimentar
por mais quatro horas. Apés dois dias, foram selecionados o0s animais que apresentaram

glicemia de jejum igual ou superior a 200mg/dL.
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Grupos Experimentais

Foram estabelecidos quatro grupos experimentais, dois de animais normais (NC e
NT), e dois de animais diabéticos (DC e DT). Os animais dos grupos NC e DC foram
alimentados com ragéo Nuvilab® contendo 2% de carboximetilcelulose e os animais dos
grupos NT e DT receberam a mesma racao contendo 2% de folhas de Stevia rebaudiana.
Os valores da glicemia de jejum, da glicemia no estado alimentado e do peso corporal,
registrados no segundo dia apdés a inducdo do diabetes, foram utilizados para a
separacdo dos animais diabéticos em dois grupos homogéneos com relacédo ao grau de

diabetes instalado.
Parametros avaliados

Semanalmente, foram registrados: o peso corporal, a ingestdo alimentar, a
glicemia de jejum e no estado alimentado. A glicemia no estado alimentado foi obtida
através de amostras sanguineas colhidas as 08:00 horas, tendo os animais livre acesso
ao alimento durante a noite. Apds esse procedimento, os animais ficavam em jejum por
um periodo de 8 horas e novas amostras de sangue eram colhidas as 16:00 horas. As
coletas sanguineas foram realizadas através de puncéo caudal e os valores de glicemia
determinados por meio de um glicosimetro (marca MediSense Optium). ApGs quatro
semanas de tratamento, os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas individuais

para coleta de urina e avaliacao da glicosuria.

Ao final do tratamento de quatro semanas, 0s animais (jejum noturno de 12 horas)
foram anestesiados com tiopental sodico (40mg/Kg de p.c.,via i.p) e submetidos a
laparotomia mediana para coleta de amostras de sangue através da veia cava inferior. O
soro e o plasma obtidos foram armazenados a -20°C e utilizados posteriormente para
dosagens bioquimicas. Em seguida, os animais foram sacrificados com sobrecarga do
mesmo anestésico (120mg/Kg de p.c.,via i.v.) para a retirada e pesagem dos depoésitos
de gordura retroperitoneal e periepididimal, dos musculos gastrocnémio e sdleo, do

figado, dos testiculos, das vesiculas seminais e do bago.
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O figado foi fixado na solucé&o de Bouin por 24 horas, desidratado em uma série
crescente de alcodis (80%, 90%, 100 1,100 Il e 100 IlI), diafanizado em xilol, incluso em
parafina para obtencdo de cortes finos com 6um de espessura. Os cortes foram
distendidos em banho-maria, colocados em laminas, desparafinizados, hidratados,
corados com Reativo de Schiff e montados com permount. Foram confeccionadas duas
laminas por animal com dois cortes semi-seriados em cada, alternando-se de seis em
seis. Foi utilizado um microscépico éptico Olympus América (32-0045C-721, Q Color 3,
RTV- Canadd) e objetiva de 40 vezes. As imagens foram capturadas por meio do
programa Q Capture pro e analisadas através de um programa de andlise de imagem
(Image Pro Plus, version 4.5, Media Cybernetics, Silver Spring, MD). Para a quantificacao
do glicogénio foram selecionadas 20 imagens de cada animal e, de cada imagem, foram
analisadas 10 células. Para cada célula hepatica foi mensurada sua area total (um) e a
area contendo glicogénio, de modo que os resultados foram expressos como

porcentagem de glicogénio celular.

Os valores plasmaticos de glicose, colesterol total, colesterol HDL, triglicerideos e
de frutosamina, assim com os valores séricos de AST (aspartato aminotransferase) e
ALT (alanina aminotransferase) e a glicose na urina foram quantificados através de
técnicas analiticas automatizadas, utilizando o espectrofotdmetro da marca Bioplus 2000

e reagentes especificos da marca Gold Analisa.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média = erro padrdo da média (epm) e
submetidos ao teste ANOVA — two way — Bonferroni ou teste T, nivel de significancia

p<0,05 (programa GraphPad Prism 4.0).
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A tabela 1 apresenta os resultados das analises fisico-quimicas da racédo Nuvilab

contendo 2% de carboximetilcelulose (RCO) e da mesma ragao suplementada com 2%

de folhas de Stevia rebaudiana (RSE). As porcentagens dos constituintes avaliados se

enquadram na categoria de racdo animal®®),

Tabela 1. Andlises fisico-quimicas das rag6es controle (RCO) e suplementada com folhas de

Stevia rebaudiana (RSE).

RCO* RSE**
Extrato Etéreo 5,46 + 0,01 543+0,01
Fibra Bruta 17,33+ 0,01 23,24 £ 0,01#
Proteina Bruta 24,25 +£ 0,01 21,97 £ 0,02
Umidade Total 10,46 £ 0,01 10,44 + 0,01
Acidez Total 1,98 £ 0,02 1,99 £ 0,02
Cinzas(R.M.F.) 6,48 £ 0,01 6,59 + 0,03

Dados representam média médiatepm de trés experimentos independentes e sdo expressos em porcentagens.
*Racdo para roedores da marca Nuvilab® contendo 2% de carboximetilcelulose. ** Rag&o para roedores da marca

Nuvilab® contendo 2% de folhas de Stevia rebaudiana. # p< 0,05 Teste T.

A figura 1 mostra o efeito da dieta suplementada com folhas de Stevia rebaudiana

no ganho de peso corporal de ratos normais e diabéticos, no intervalo de quatro

semanas. Conforme esperado neste modelo experimental, os animais diabéticos
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perderam peso, mas nenhum efeito significativo foi constatado com relagédo a

suplementacao da dieta.
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Figura 1. Efeito da dieta suplementada com folhas de Stevia rebaudiana no ganho
de peso corporal (g) de ratos normais e diabéticos no periodo de quatro
semanas. *p < 0,05 - two-way ANOVA -
Bonferroni. Dados representam médiatepm (n = 5 para grupos de ratos normais
en=12-15 para grupos de ratos diabéticos)

A ingestdo alimentar (g/dia), registrada semanalmente, esta demonstrada na

Figura 2. Observa-se que os animais diabéticos apresentaram hiperfagia em relacédo aos
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animais normais em todas as avaliacOes realizadas. A suplementacdo com folhas de
Stevia rebaudiana nao alterou significativamente a quantidade de racdo ingerida, exceto
na primeira de semana de tratamento, onde a ingestao alimentar de animais normais

tratados foi significativamente maior que os animais normais controle.

Na figura 3 estdo os resultados da glicemia de jejum e no estado alimentado. A
hiperglicemia foi constatada nos dois grupos de animais diabéticos, isto tanto quando os
animais estavam em jejum diurno de 8 horas, como quando no estado alimentado. A
dieta suplementada com folhas de Stevia rebaudiana s6 modificou significativamente a
glicemia de jejum de ratos diabéticos avaliados na segunda semana de tratamento,

causando reducéo de cerca de 30%.
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Figura 2. Efeito da dieta suplementada com folhas da Stevia rebaudiana na ingestéo
alimentar (g/dia) de ratos normais e diabéticos durante o periodo de quatro semanas.

Barras com mesma letra ndo diferem significativamente - p > 0,05 - two-way ANOVA -
Bonferroni. Dados representam média + epm. NC = normais controle; NT = normais tratados; DC =

diabéticos controle; DT = diabéticos tratados (n =5 para grupos normais

e n =13 - 15 para grupos diabéticos).
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Os resultados da glicemia, registrados as 18:00 horas (jejum diurno de 12 horas),
as 22:00 horas e as 06:00 horas da manha (estado alimentado) sdo mostrados na Figura
4. Ratos diabéticos estavam hiperglicémicos nos trés horarios, quando comparados com
ratos normais. A dieta suplementada com Stevia rebaudiana ndo causou efeito

significativo em nenhuma das glicemias avaliadas.
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Figura 3. Efeito de dieta suplementada com folhas de Stevia rebaudiana na

glicemia de jejum (A) e no estado alimentado (B) de ratos normais e
diabéticos durante o periodo de quatro semanas. *p < 0,05 — comparagdo entre ratos
normais e diabéticos; ** p < 0,05 comparacgédo entre DC e DT. - teste two-way ANOVA -
Bonferroni. Dados representam média + epm. NC = normais controle; NT = normais
tratados; DC = diabéticos controle; DT =

diabéticos tratados (n =5 para grupos normais e n =13 - 15 para grupos diabéticos).
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Figura 4. Efeito da dieta suplementada com folhas de Stevia rebaudiana na
glicemia de 12 horas de ratos normais e diabéticos. A -18:00 hs; B - 22 :00 hs;
C - 06:00 hs. * p < 0,05 - two-way ANOVA - Bonferroni. Dados representam
médiatepm (n = 5 para grupos de ratos hormais e n =12 - 15 para grupos de
ratos diabéticos).

Diversos parametros bioquimicos, importantes para a avaliacdo do quadro metabdlico
diabético, foram registrados ao final do tratamento (animais em jejum noturno de 12
horas) e sdo mostrados na tabela 2. Os grupos de animais diabéticos apresentaram
valores de glicemia, frutosamina, triglicerideos, AST e ALT significativamente elevados
quando comparados com ratos normais, além da presenca de glicose na urina
(glicosuria). A suplementacdo da dieta com folhas de Stevia rebaudiana n&o causou
nenhum efeito significativo em ratos normais, mas em ratos diabéticos foi efetiva em

reduzir a glicemia e, também, a concentracao de triglicerideos e de colesterol no sangue.

28
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Tabela 2. Efeito da dieta suplementada com folhas de Stevia rebaudiana em parametros
bioquimicos de ratos normais e diabéticos em jejum noturno de 12 horas.

Parametros NC NT DC DT
Glicemia (mg/dl) 105,00+10,26a* 132,00+7,45a 473,45+41,90b 354,37+30,56¢
Frutosamina 0,64+0,02a 0,64+0,05a 1,35+0,09b 1,34+0,06b
(mmolll)

(Tr:g}'(;i“deos 63,60+10,85a 66,20+9,19a 149,14+20,33b 83,00+7,53c
Colesterol 67,40+9,22a 57,60+5,82ac 69,6+4.06ab 54,86+2,72¢
total(mg/dl)

Colesterol

HDL (e 34,80+7,74ab 21,60+6,59a 39,41+2,76ab 42,63+3,69b
AST (U/ml) 122.40+15,62a 162,30+2.86a 171,97+15,65b 211,25+15 46
ALT (U/ml) 54,00+4,79a 43,60+3,41a 229 45+25.14b 274,09+13,93b
Glicosuria (mg/dl) NA NA 453,16+37,11a 521,63+30,31a

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente (p > 0,05; two-way ANOVA - Bonferroni). Dados
representam média + epm. NC = normais controle; NT = normais tratados; DC = diabéticos controle; DT = diabéticos
tratados (n =5 para grupos normais; n =11 - 16 para grupos diabéticos). NA = ndo avaliado.

A tabela 3 apresenta o peso de diversos 6rgdos e tecidos e a quantidade de
glicogénio hepético. Nos animais diabéticos os depdsitos de gordura retroperitoneal e
periepididimal estavam significativamente reduzidos, assim como o peso das vesiculas
seminais, do musculo gastrocnémio e do baco. Com relacdo ao efeito da suplementacéo
da racdo com folhas de Stevia rebaudiana, nenhuma diferenca estatistica foi verificada
entre os animais normais. Nos animais diabéticos a suplementacao reduziu os depositos

de gordura retroperitoneal e aumentou o glicogénio hepatico.

Tabela 3. Efeito da dieta suplementada com folhas de Stevia rebaudiana no peso (g) de 6rgaos e
tecidos e na quantidade de glicogénio hepatico (%) de ratos normais e diabéticos.
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NC NT DC DT
G. retro 2,46%0,29a 3,66+0,49a 0,29+0,22b 0,03+0,02c
G. peri 2,43+0,09a 2,72+0,45a 0,89+0,20b 0,49+0,08b
M. gastro 1,42+0,18a 1,70+0,03a 1,12+0,06b 0,95+0,06b
M. sé6leo 0,130+0,010a 0,139+0,004a 0,111+0,005a 0,100+0,003a
V. seminal 1,26+0,14a 1,31+0,07a 0,53+0,07b 0,31+0,04b
Testiculos 2,69+0,10a 2,83+0,13a 2,62+0,14a 2,27+0,16a
Baco 0,81+0,04a 0,73+0,03a 0,50+0,03b 0,42+0,03b
Figado 9,62+0,38a 9,82+0,34a 10,9440,37a 9,58+0,33a
Rins 2,15+0,14a 2,27+0,10a 2,54+0,07a 2,32+0,06a
G. hepético NA NA 13,41+0,34 17,25+0,95#

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente (p > 0,05; two-way ANOVA - Bonferroni). # difere
significativamente de DC ( p < 0,05, teste T) Dados representam média + epm. NC = normais controle; NT = normais
tratados; DC = diabéticos controle; DT = diabéticos tratados (n = 5 para grupos normais; n = 11 - 16 para grupos
diabéticos). |. Lee = indice de Lee; G.retro = gordura retroperitoneal; G. peri = gordura periepididimal; M. gastro =
musculo gastrocnémio; M. s6leo = musculo séleo; V. seminal = vesicula seminal; G. hepatico = porcentagem de
glicogénio celular. NA = ndo avaliado.

4. DISCUSSAO

Neste trabalho foram avaliados os efeitos da racdo suplementada com folhas de

Stevia rebaudiana em parametros metabdlicos de ratos com diabetes

estreptozotocina.

induzido por
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A estreptozotocina  (2-deoxy-2-(3-(methyl-3-nitrosoureido)-D-glucopyranose),
sintetizada pela Streptomycetes achromogenes, € uma das principais drogas utilizadas
para o estabelecimento do diabetes em animais experimentais 64", Esta droga, apds
ser administrada ao animal, entra nas células 3 pancreéticas através do transportador de
glicose do tipo 2 (GLUT2), causa alquilacdo do DNA, induzindo a morte celular e
desencadeando alterac6es metabdlicas semelhantes ao verificado no paciente portador

de diabetes mellitus tipo 1(4849),

Os resultados demonstraram que os ratos diabéticos estavam hiperglicémicos e
perderam peso corporal quando comparados com ratos normais. Também apresentaram
hiperfagia, glicosuria, aumento nos niveis plasmaticos de frutosamina e de triglicerideos
e nos niveis séricos de AST e ALT. A avaliacdo dos tecidos e 6rgaos mostraram perda
acentuada de massa adiposa, reducdo de massa muscular e no peso das vesiculas
seminais e do baco nos animais diabéticos. Tais resultados caracterizam bem o

estabelecimento do modelo de diabetes experimental induzido por esta droga.

A dieta suplementada com folhas de Stevia n&o alterou o ganho de peso corporal
nos ratos normais e nem a perda de peso nos animais diabéticos. Nao foram constatadas
diferencas estatisticamente significativas na ingestao alimentar de animais controle e
tratados, tanto normais como diabéticos, havendo, no entanto, uma tendéncia dos
animais normais ingerirem mais ragcdo suplementada do que a ragao controle, fato
importante que mostra que os ratos ndo demonstrarem aversao pela racdo contendo

stevia.

Os registros semanais mostraram que 0s animais normais apresentaram glicemia
de jejum diurno de oito horas inferior a 100 mg/dL, enquanto que nos diabéticos tal
parametro variou de 240 a 350 mg/dL. Na segunda semana de tratamento, 0s animais
diabéticos que receberam a dieta suplementada apresentaram reducdo significativa
(30% menor). Nas demais semanas, a suplementacdo da dieta ndo causou efeitos
significativos, tanto nos ratos normais quanto nos diabéticos. A glicemia no estado
alimentado, mensurada as 8 horas da manha (alimentag&o noturna ad libitum), também

registrada semanalmente, ndo ultrapassou 110 mg/dL nos animais normais, enquanto
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qgue nos diabéticos os valores obtidos ficaram entre 340-450mg/dL. Apesar dos animais
diabéticos tratados apresentarem valores médios menores nas trés primeiras semanas,

nenhum dos resultados diferiu significativamente do grupo de diabéticos controle.

Na quarta semana de tratamento, conforme descrito anteriormente, foram colhidas
amostras de sangue em trés horarios seguidos: as 18 horas (jejum diurno de 8 horas);
as 20 horas (alimentagao ad libitum) e as 06 horas (alimentag&o ad libitum). Os ratos
diabéticos estavam hiperglicémicos nos trés horarios avaliados, mas nenhum efeito da
dieta suplementada foi verificado. Ratos normais permaneceram normoglicémicos sem

diferencas entre os grupos tratado e controle.

Ao final do tratamento, os parametros plasmaticos registrados com o animal em
jejum noturno de 12 horas mostraram que os animais diabéticos que receberam a dieta
suplementada com folhas de Stevia apresentaram reduc¢do significativa na glicemia, na
concentracado de triglicerideos e de colesterol total. A quantidade de glicogénio hepatico
foi significativamente maior nos animais diabéticos tratados quando comparado com seu

controle.

Diversos estudos foram realizados nas Ultimas décadas, investigando propriedade
funcionais da Stevia rebaudiana, tanto de extratos das folhas, como de compostos
isolados, especialmente os glicosideos esteviosideo e rebaudiosideo A. Este, no
entanto, € o primeiro trabalho que se tem conhecimento que investiga os efeitos crénicos
da suplementacéo da racdo com folhas de Stevia rebaudiana no controle metabdlico de
ratos diabéticos estreptozotocina. Shivanna et al @”  também utilizaram racdo
suplementada com folhas de stevia (4%), mas o protocolo utilizado e os objetivos diferem.
Estes autores avaliaram os efeitos de um pré-tratamento de um més, apos este periodo
os ratos foram diabetizados com estreptozotocina e sacrificados. Estes autores

observaram efeitos hipoglicémicos e protetores no figado e nos rins.

Considerando a importancia do controle glicémico na reducéo das complicacdes
cronicas do diabetes, os efeitos da dieta suplementada com folhas de stevia foram
investigados em trés protocolos diferentes, mas efeitos significativos s6 apareceram na

glicemia de jejum noturno de 12 horas, realizada ao final de 30 dias de tratamento. A
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quantidade de glucose no sangue depente de trés eventos principais: da absorgéo
intestinal, da glicogendlise e da gliconeogénese. O fato de nédo se ter observado efeitos
significativos na glicemia de jejum diurno de 8 horas e nem no estado alimentado, assim
como na curva glicémica, sugere que a dieta suplementada com 10% de folhas de Stevia
nao tenha causado efeitos em nenhum destes eventos que interferisse significativamente
no controle glicémico. No entanto, quando os animais foram deixados em jejum noturno
de 12 horas aparecem efeitos benéficos no controle glicEmico, com reducdo no quadro
hiperglicémico e maior quantidade de glicogénio hepatico. Ferreira et al ® observaram
inibicdo na gliconeogénese hepética de ratos tratados com o extrato de stevia. Chen et
al 1 constataram que o esteviosideo causava reducdo na expressao do gene da PEPCK
(fosfoenolpiruvato carboxiquinase), enzima chave da gliconeogénese, no figado de ratos
diabéticos tratados com esteviosideo. Portanto, ha dados que sugerem que um dos
possiveis mecanismos envolvidos na agédo antidiabética da stevia seja sua acao em inibir
a gliconeogénese. A patrticipacado da gliconeogénese na manutencao de glicemia torna-
se mais importante com 0 aumento no tempo de jejum, 0 que poderia explicar que uma
reducdo na hiperglicemia também pode ter resultado da estimulagdo da sintese de
glicogénio e, neste trabalho, animais diabéticos alimentados com racédo contendo folhas
de stevia apresentaram maior quantidade de glicogénio hepéatico quando comparado com
seu controle. Tais resultados estdo em conformidade com os obtidos por Hubler et al &2
que registraram que produtos da stevia (glicosideo esteviosideo) tem acao estimulante
na sintese de glicogénio sob condicbes gliconeogénicas, como ocorre no jejum
prolongado. Tais resultados sugerem que a visualizagcéo dos efeitos hipoglicemiantes da

Stevia rebaudiana podem depender do estado metabdlico em que o animal se encontra.

5. CONCLUSAO

A racao suplementada com 2% de folhas de Stevia rebaudiana melhorou o
controle glicémico (reducdo na glicemia de jejum noturno e aumento no glicogénio

hepatico) e o controle lipidico (reducdo na concentracdo sanguinea de triglicerideos e de
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colesterol total) nos ratos diabéticos, sem causar efeitos na ingestdo alimentar e no

ganho de peso corporal.
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