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RESUMO

Modelos experimentais empregando animais de laboratério tém um importante papel
no desenvolvimento de novos farmacos. Porém, uma escolha apropriada de cada
modelo experimental deve ser executada, ja que n&o existe um modelo animal capaz
de esclarecer todas as hipoteses. Assim, o objetivo deste trabalho foi padronizar
modelos experimentais para investigagcédo de atividade antidiabética e hipolipemiante
de produtos naturais biologicamente ativos (PNBAs) em ratos Wistar. Os modelos
foram constituidos para avaliar o efeito agudo ou cronico de PNBAs. Observamos
que os ratos Wistar responderam a acarbose, insulina, quitosana ou orlistat de modo
semelhante aos humanos, representando modelos para investigacdo de PNBAs com
potencial antidiabético e hipolipemiante. Entretanto a resposta a sinvastatina ou
ciprofibrato foi diferente da observada em humanos, mostrando que ratos Wistar
poderiam ser empregados em “screenings” farmacologicos para avaliar PNBAs com
potencial hipolipemiante desde que se leve em consideracédo esta diferenca. Além
disso, ratos Wistar com diabetes induzida por aloxana, apesar da possivel reversao
parcial do diabetes, poderiam constituir modelos experimentais adequados para
investigacdo de PNBAs com potencial antidiabético. Entretanto, uma tendéncia a
normalizagdo nas concentragbes séricas de lipideos limitam o emprego destes
animais diabéticos para avaliagdo de PNBAs com potencial hipolipemiante.
Finalmente, a Solanum melongena e o Cissus sicyoides, empregados em noOSsos

experimentos, ndo apresentaram efeito antidiabético ou hipolipemiante.

Palavras-chave: Ratos Wistar; Modelo experimental; Atividade antidiabética;

Atividade hipolipemiante; Produtos naturais.



ABSTRACT

Experimental models wusing lab animals have an important role in the
pharmacological studies of new drugs. However, an appropriated choice of each
model must be performed, since a perfect animal model does not exist. Thus, the
objective of this study was to standardize experimental models to investigate natural
products with biological activity (NPBA) by using Wistar rats. The rat models were
constituted to evaluate the acute and chronic antidiabetic and hypolipidemic effect of
some NPBAs. We observed that the Wistar rats showed the expected effect after the
administration of acarbose, chitosan, insulin or orlistat, representing animal models
for investigation of NPBAs with antidiabetic and hypolipidemic potential. However, the
response to sinvastatin or ciprofibrate was different from that observed in humans.
Thus, Wistar rats could be used in pharmacological screenings to evaluate NPBAs
with hypolipemic potential since it is taken into account this difference. In addition,
alloxan-diabetic rats, in spite of partial reversion of diabetes, could be adequate
experimental model to investigate NPBAs with antidiabetic effects. However, a
tendency to restore the normal serum lipids concentrations limits the use of alloxan-
diabetic rats for evaluation of NPBAs with hypolipidemic potential. Finally, the
Solanum melongena and the Cissus sicyoides, used in our experiments did not show

antidiabetic and hypolipidemic effect.

Keywords: Wistar rats; Experimental models; Antidiabetic activity; Hypolipidemic

activity; Natural products.



ABREVIATURAS

DM — Diabetes mellitus

STZ — Estreptozotocina

NOD — nonobese diabetic (camundongos diabéticos ndo obesos)
BB — Bio-Breeding Laboratories

PNBA — Produto natural biologicamente ativo
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LDL — Low-density lipoprotein (Lipoproteina de baixa densidade)
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HMG-CoA redutase — Hidroximetil glutaril Coenzima A redutase
CS - Cissus sicyoides

SM — Solanum melongena

SM-H — Solanum melongena comercializada por Herbarium Laboratério Botanico
IG — intragastrica

IP — intraperitoneal

AM — amilose

CL — Clorpropamida
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DMSO - Dimetilsulféxido

GB — Gordura Batavo®

TTG — Teste de tolerancia a glicose
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1 - INTRODUGAO

1.1 Modelos Experimentais Empregando Animais

Estudos pré-clinicos empregando animais de laboratério (ratos,
camundongos, caes, coelhos etc.) como modelo experimental tem constituido um
precioso instrumento para a compreensdo e tratamento de um grande numero de
patologias humanas.

Investigagbes utilizando animais, provavelmente, tenham se iniciado
com Hipécrates ha mais de dois mil anos. Entretanto o primeiro trabalho cientifico
empregando animais foi realizado por Willian Harvey e publicado em 1638, sob o
titulo: Exercitatio anatomica de motu cordis et sanguinis in animalibus. Neste
trabalho o autor apresentou os resultados obtidos em estudos experimentais sobre a
fisiologia da circulagcdo sanguinea em mais de 80 diferentes espécies animais
(HARVEY, 1638 apud REICH, 1995). Desde entdo inumeros trabalhos, empregando
animais para estudos em favor da saude humana, foram registrados. Assim, em
meados do século XIX, Claude Bernard obteve hiperglicemia aguda em caes apoés
pungao do quarto ventriculo, demonstrando uma participagdo do sistema nervoso
central na regulagédo da glicemia, o que foi posteriormente comprovado pelo grupo
de Takeshi Shimazu da Universidade de Ehime (Japao) em estudos iniciados a partir

dos anos 60 (SHIMAZU, 1983).
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1.2 Etica no Uso do Modelo Experimental Animal

Inicialmente influenciados pelas idéias do filésofo francés René
Descartes (1596-1650) sobre as diferengas entre homens e animais, os cientistas
realizavam seus experimentos utilizando animais sem grandes preocupagdes. De
acordo com este pensador os processos de pensamento e sensibilidade
correspondem a alma, de onde deduziram os cientistas que, por serem desprovidos
de uma “alma racional”, nao havia possibilidade dos animais sentirem dor.

Ja no final do século XVIII e inicio do século XIX apareceram as
primeiras agdes com relagdo a protecao animal. Em 1876, no Reino Unido, foi
proposta a primeira lei requlamentando o uso de animais em pesquisa, através do
British Cruelty to Animal Act e em 1909 surgiu a primeira publicagdo norte-americana
sobre aspectos éticos da utilizagdo de animais em experimentagao, proposta pela
Associagao Médica Americana (RAYMUNDO & GOLDIM, 2000).

Uma proposta precursora dos esforcos em humanizar o emprego de
animais como modelos experimentais, foi publicada no livro de RUSSEL & BURCH
(1959), onde os autores estabeleceram os trés “Rs” da pesquisa em animais:
Replace, Reduce and Refine. Estas medidas visavam substituir, sempre que
possivel, o modelo animal, por técnicas alternativas, reduzir o numero de
exemplares utilizados e minimizar o sofrimento dos animais.

O movimento contra a vivisecgao animal tem crescido desde a década
de 80, principalmente nos EUA e Europa, onde surgiram grupos radicais em defesa
dos direitos animais. Este fato levou a Associacdo Mundial de Medicina a publicar
uma declaragdo especifica sobre o uso de animais em pesquisas biomédicas

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1996).
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No Brasil a primeira lei que estabelece normas para a pratica didatico-
cientifica da vivissecgcao de animais em experimentos cientificos, foi publicada em
1979, lei n°6.638 (BRASIL, 1979), mas nunca foi regulamentada. Ja na Constituicao
da Republica Federativa do Brasil (BRASIL, 1988) a acao contra a crueldade com
animais se tornou norma constitucional. Varios projetos de lei, visando regulamentar
a experimentacao animal, foram apresentados ao Congresso Nacional Brasileiro em
1996, entretanto até o inicio deste século nenhum deles havia sido aprovado.

Mesmo nao havendo leis especificas em nosso pais, existe entre os
pesquisadores uma grande preocupag¢ao quanto aos cuidados com 0s animais
utilizados em pesquisas. O COBEA, Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal,
durante seu congresso em 1991, elaborou um cdédigo de ética que vem sendo
amplamente divulgado entre os profissionais da area. Este cddigo de ética é
composto de diversos artigos que encerram em si trés principios basicos:
sensibilidade, bom senso e boa ciéncia (KLOETZEL et al., 1996; GOLDENBERG,
2000).

Do ponto de vista ético € de consenso entre os pesquisadores que os
animais utilizados em pesquisas cientificas devem ser tratados de forma adequada,

sendo que o investigador tem o dever de evitar a dor e o sofrimento desnecessarios.

1.3 Escolha do Modelo Experimental Animal Adequado

Os modelos experimentais animais sao imprescindiveis na
compreensao da patofisiologia de determinada enfermidade bem como em testes
terapéuticos visando a prevengdo ou reversdao do quadro patolégico. Apesar de

muitos estudos poderem ser conduzidos in vitro, como em linhagens celulares, os
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modelos animais oferecem uma gama de possibilidades de estudos nutricionais e
hormonais (MATHE, 1995).

Cada estudo deve ter o seu modelo experimental definido, ja que nao
existe um modelo animal capaz de satisfazer os requerimentos necessarios para
esclarecer todas as hipoteses. Muitas doencgas tém caracteristicas unicas e o
modelo animal deve representar tais caracteristicas (MOGHADASIAN et al., 2001;
WEIDNER, 2002).

Durante a selecdo de um modelo experimental animal deve-se avaliar a
reprodutibilidade dos resultados, bem como se tal modelo mimetiza a doenca
humana que estd sendo estudada. Em se tratando de ensaios farmacoldgicos é
necessario escolher um modelo que seja sensivel o suficiente para detectar
mudangas significativas sem haver necessidade de se empregar grandes
quantidades do composto a ser testado, principalmente quando este é de dificil
obtencao.

Algumas espécies animais ja foram descritas como sendo o modelo
mais adequado para o estudo de determinadas doengcas. Um exemplo é o
chimpanzé, descrito por BARILE et al. (1987), como sendo o modelo animal
recomendado para avaliagdo da patogenicidade de infecgdes por bactérias do
género Mycoplasma, principalmente M. pneumoniae. O babuino € um outro exemplo
descrito de modelo animal ideal para investigagdes patofisioldgicas, ja que este
animal tem diversas similaridades fisiolégicas com o ser humano (DORMEHL et al.,
1992).

Ao se definir uma determinada espécie animal para empregar como
modelo experimental, deve-se conhecer as caracteristicas relacionadas com a

doenga ou fungao fisioldgica que se pretende estudar. Por exemplo, em estudos
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metabdlicos onde se deseja avaliar alteracbes na concentragdo de determinados
compostos, faz-se necessario conhecer o perfil bioquimico normal destes compostos
na corrente sanguinea deste animal. Dentre os trabalhos onde podemos encontrar
valores séricos referenciais bioquimicos e hematoldgicos para animais de
laboratério, destaca-se o realizado por WOLFORD et al. (1986), que apresenta
valores obtidos com mais de 3000 animais.

Para o desenvolvimento de experimentos com animais existem, ja
referendados na literatura, modelos que desenvolvem espontaneamente a doenca a
ser estudada, como € o caso dos camundongos diabéticos ndo obesos (NOD —
nonobese diabetic mouse) e ratos BB (Bio-Breeding Laboratories), usados em
estudos sobre diabetes (BUSCHARD, 1996; GREINER et al; 2001); Além desses,
existem modelos animais que desenvolvem a doenga a partir de um estimulo
externo, como dieta alterada (KRAUSE et al., 1996; DIXON et al., 1999), uso de
produtos quimicos (CETTO et al., 2000; KAMESWARA et al., 2001) ou infecgéo por
um determinado microrganismo (CRAIG, 1993; O’REILLY et al., 1996; WEIDNER,
2002).

Um terceiro tipo de modelo experimental, atualmente empregado,
utiliza animais modificados geneticamente. Estes modelos, cada vez mais
especificos, vém sendo criados a uma velocidade impressionante (KRAUSE &
PRINCEN, 1998; MOGHADASIAN et al., 2001). Animais transgénicos, diferentes dos
testes in vitro, podem providenciar condi¢des para se avaliar sitios especificos em
vias sinalizadoras hormonais e metabdlicas sob condigbes fisiolégicas
(LEVINGSTON, 1999) ou ainda podem expressar certas moléculas de forma
alterada, estabelecendo modelos de determinadas doengas (EYNON & FLAVELL,

1999).
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1.4 Modelos Experimentais Animais Empregados na Investigacao do Diabetes
Mellitus (DM)

Diabetes mellitus (DM) é um problema de saude publica de
abrangéncia mundial. No Brasil estima-se que existem mais de 5 milhdes de
pessoas com DM (MARCONDES et al., 2001). O mais agravante € a relagédo entre o
diabetes e o risco de desenvolvimento de doenga cardiovascular, ja que este risco é
2 a 6 vezes maior no diabético (DIXON et al., 1999).

Apesar de existirem inumeros estudos em relacdo a doenca, a
complexidade da patologia dificulta o seu completo entendimento. Estudos em
modelos animais tém contribuido grandemente para o entendimento da etiologia,
patogenia e tratamento do diabetes (GOTTLIEB & EISENBARTH, 1996; LEIBOWITZ
et al., 2002; MAUVAIS-JARVIS et al., 2002; NYARKO et al., 2002).

Estabelecer uma correlagdo entre a doenga diabética no animal e no
ser humano constitui outro grande desafio (BUSCHARD, 1998; LOHMANN, 1998;
GREINER et al., 2001), ja que nenhum modelo animal tem caracteristicas similares
aquelas da doenca humana e o exato mecanismo do modelo animal diabético néo é
completamente entendido. Portanto a sele¢cdo cuidadosa do modelo animal a ser
empregado, uma caracterizagdo adequada do animal estudado, uma correta
correlacdo e interpretacdo dos resultados s&o criticos para o investigador (MATHE,
1995; CHATTOPADHYAY et al., 1997).

Os modelos animais para o estudo do DM s&o obtidos através de
linhagens selecionadas, destruicdo quimica das células B pancreaticas, dietas
enriquecidas com carboidratos (CHETA, 1998) ou ainda através da manipulagéo

genética (JOSHI et al., 1997).
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Como o DM tem sido classificado em tipo 1 e tipo 2, existem na
literatura varios modelos descritos e alguns bastante empregados, para diversos

estudos, inclusive farmacoldgicos, em cada tipo desta doenca.

1.4.1 Modelos Experimentais Animais em DM tipo 1

DM tipo 1 é decorrente de uma desordem auto-imune, pouco
entendida, ndo prevenivel e irreversivel, sendo a insulina a base do tratamento
destes pacientes. Segundo BUSCHARD (1998), apesar das questdes de natureza
ética quanto ao uso de animais para estudos relacionados ao DM tipo 1, a gravidade
da doenga justifica este uso.

Um dos modelos animais utilizados para o estudo desta doenca é
obtido através da destruicdo quimica das células B-pancreaticas por aloxana ou
estreptozotocina (STZ). A acdo destas citotoxinas acontece principalmente sobre as
células B devido a analogia estrutural entre estas toxinas e a molécula de glicose, o
que permite o facil transporte destes compostos para dentro das células (MATHE,
1995).

A aloxana modifica a permeabilidade das células B e os efeitos tdxicos
estdo intimamente ligados a formagao de radicais livres. As células B possuem em
suas membranas plasmaticas numerosos grupos SH e tém baixa capacidade para
destruir radicais livres. Entretanto o exato mecanismo de destruicao destas células
ainda nao esta completamente elucidado. A aloxana atua como diabetogénico em
ratos, camundongos, coelhos, caes, hamsters, carneiros e macacos, mas o cobaio é

resistente a agao desta droga. Pode ser administrada por todas as vias, inclusive a
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oral, mas devida a sua curta meia vida (menos de 1 minuto), a infusdo direta na
artéria pancreatica tem dado melhores resultados (CHATTOPADHYAY et al., 1997).

O tratamento com aloxana resulta em um perfil trifasico dos niveis de
glicose sanguinea em animais ndo submetidos ao jejum. Inicialmente se observa
uma marcante hiperglicemia de curta duragdo, seguida por uma hipoglicemia,
também de curta duracdao e finalmente estabelece-se o quadro de constante
hiperglicemia. Os animais tratados com aloxana podem atingir um quadro grave de
cetoacidose requerendo insulina para sobreviver. Entretanto ratos e camundongos
podem apresentar remissao espontanea (CHATTOPADHYAY et al., 1997).

Por outro lado, a STZ € um antibiético de largo espectro que induz
diabetes em praticamente todas as espécies animais. A dose diabetogénica varia
com a espécie (50-200 mg/Kg). Devido a sua meia vida de 5 minutos em
camundongo, a injegcao intravenosa parece ser a melhor via de administragao
(RERUP, 1970).

O tratamento com STZ resulta no mesmo perfil trifasico observado com
a aloxana. Diferentes mecanismos de agdo da STZ sobre as células B tém sido
propostos, mas sua agao principal também parece estar ligada a geragao de radicais
livies (MATHE, 1995).

Relatos sobre recuperagao espontdnea de animais tratados com STZ séo
conflitantes (CHATTOPADHYAY et al., 1997) e apesar dos animais desenvolverem
importante hiperglicemia, ndo requerem tratamento com insulina para sobreviver,
providenciando modelos de estudos dos efeitos metabdlicos da deficiéncia de
insulina (MATHE, 1995).

Além da STZ e aloxana, outras substancias ja foram utilizadas para

induzir aumento nos niveis séricos de glicose em animais de laboratério, como o
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litio, que tem mostrado uma acéo inibidora da liberagéo de insulina estimulada pela
glicose em ratos (SHAH & PISHDAD, 1980).

A ciclosporina A também ja foi descrita como responsavel pelo
aumento dos niveis de glicose sanguinea em caes e em diversas linhagens de ratos
(POLLOCK et al., 1991).

Animais com diabetes quimicamente induzido sdo freqliientemente
utilizados em estudos farmacoldgicos ou para desenvolvimento de novas drogas,
inclusive fitoterapicos, empregados no tratamento desta doenca (SARKAR et al.,
1996; CETTO et al., 2000; RAO et al., 2001; PEPATO et al., 2001).

Além dos modelos quimicamente criados, outros sdo comumente
empregados em estudos sobre o tratamento do DM tipo 1, como o rato BB e
camundongo NOD, que desenvolvem espontaneamente diabetes (WONG &
JANEWAY, 1999).

O rato BB, reconhecido em 1974 no Canada, desenvolve diabetes
principalmente entre os 60 e 120 dias de vida. Os animais mais jovens desenvolvem
um quadro grave da doenga e podem morrer se nao forem tratados com insulina,
enquanto os ratos mais velhos apresentam um quadro menos dramatico
(BUSCHARD, 1996).

O camundongo NOD surgiu em 1980 no Japao (MAKINO et al., 1980) e
o aparecimento da doenca neste animal acontece entre 80 e 200 dias apds o
nascimento, principalmente na fémea (aproximadamente 90%), sendo o macho
menos propenso (10 — 60%) a doenca (GREINER et al., 2001). MAKINO et al.
(1981) demonstraram a importancia dos horménios sexuais gonadais como

moduladores do desenvolvimento da doenga nesta linhagem.
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Os modelos animais de desenvolvimento espontaneo de diabetes sao
principalmente empregados para estudo sobre a origem imunoldgica do DM tipo 1
(CARNAUD, 1995; GOTTLIEB & EISENBARTH, 1996). Entretanto alguns autores os
tém empregado para avaliar o efeito preventivo de algumas drogas no surgimento
desta doenca (FEDERLIN & BECKER, 1990; SOBEL et al., 1998; SONG et al., 1999;
SOBEL et al., 2000). RABINOVITCH (1998), observou que a administracéo
sistémica de uma ampla variedade de citocinas pode prevenir o desenvolvimento de
DM tipo 1 em camundongos NODs e em ratos BBs, entretanto este efeito preventivo
depende da dose e frequéncia de administracéo, além da idade do animal.

Quanto ao emprego de camundongos NODs e ratos BBs na avaliagao
da acdo de produtos naturais biologicamente ativos (PNBAs) sobre esta doenca,
podemos encontrar estudos relacionados a dieta a base de produtos naturais,
usadas para prevenir o surgimento da doenga. O estudo de HOOFAR et al. (1992), é
um exemplo deste emprego, onde os autores demonstram que o uso de 6leo de soja
ou 6leo de peixe na dieta, ndo aumenta as chances de desenvolvimento de diabetes
em ratos BB, mas uma dieta a base de caseina, ou seja, de grande conteudo
protéico, inibe significativamente o desenvolvimento da doenga, neste modelo
animal.

Diversos animais com alteragdes especificas em um ou mais genes
tém sido desenvolvidos como modelos de DM do tipo 1. Atualmente a tecnologia
transgénica permite examinar o papel de importantes auto-antigenos no
desenvolvimento desta doenca (EYNON & FLAVELL, 1999). Como exemplo
podemos citar os camundongos BDC2.5 TCR-transgénicos, nos quais as células T
respondem para um antigeno granular das ilhotas pancreaticas. Um segundo

exemplo pode ser o camundongo NOD com uma mutagao génica que o torna capaz
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de expressar grande quantidade de GAD-65 (acido glutdmico descarboxilase, um
importante auto-antigeno em humanos) em todos os tecidos. Normalmente os
camundongos NODs expressam baixas quantidades de GAD-65 no pancreas
(WONG & JANEWAY, 1999).

Modelos animais transgénicos sado geralmente empregados em
estudos ligados a patogenia do DM tipo 1. O emprego destes animais em estudos de
desenvolvimento de drogas voltadas para o tratamento e ou prevengao desta
doenca ainda é limitado.

Existem ainda os modelos animais para estudos relacionados ao
diabetes induzidos através de infeccao viral. Esta inducdo depende do tipo de virus
e da linhagem de camundongo empregada. O virus EMC (encefalomiocardite) é
amplamente utilizado e enquanto as linhagens de camundongos C3H/J, SJL/J,
SWR/J, DBA/1J e DBA/2J sao suscetiveis e desenvolvem diabetes, as linhagens

C57BL/6J, CBA/J e AKR/J séo resistentes (BUSCHARD, 1996).

1.4.2 Modelos Experimentais Animais em DM Tipo 2

Os modelos animais empregados em estudos de DM tipo 2 sao
limitados (JOSHI et al., 1997), pois devem exibir uma inter-relacédo entre resisténcia
a insulina e funcao de células  comprometida. Tais modelos podem ser obtidos de
diferentes formas, como por exemplo, através da inje¢ao de STZ em ratos neonatos
BONNER-WEIR et al. (1981). PORTHA et al. (1979) trabalhando com ratos Wistar
injetados com STZ dentro das primeiras 48 horas de nascimento, conseguiram
modelos de DM tipo 2, baseados principalmente na deficiéncia das células p.

Entretanto, BLONDEL et al. (1989), conseguiram modelos apresentando importante
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deficiéncia das células B e reduzida resposta a insulina no figado e tecidos
periféericos. BLONDEL & PORTHA (1989), demonstraram que ratos tratados com
STZ quando adultos, apds nove dias de tratamento desenvolvem uma resisténcia a
insulina, primeiro no figado e mais tarde nos tecidos periféricos.

Outra forma para obtencdo de modelos animais de DM tipo 2 é a
modificagdo genética. O rato Zucker € um exemplo de animal mutante, que possui o
gene fatty (fa) responsavel pelas alteragbes caracteristicas desta linhagem
(ZUCKER & ZUCKER, 1961). Ratos Zucker homozigotos (fa/fa) sdo caracterizados
por possuirem hiperglicemia, hiperinsulinemia, hiperfagia, intolerédncia a glicose e
hipersecrecdo de insulina apds ingestdo de glicose, baixa secrecdo de glucagon,
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia, sendo considerados importantes modelos
para DM tipo 2, dislipidemia e obesidade (MATHE, 1995). Um outro exemplo de
modelo mutante é o rato JCR:LA cp, cujo gene mutante (cp), foi selecionado por
KOLETSKY (1973). Estes animais, quando homozigotos (cp/cp), sado obesos,
hiperlipidémicos, hiperglicémicos, hiperinsulinémicos e com resisténcia a insulina,
compondo interessantes modelos para estudos relacionados a doencas
cardiosvasculares, ja que os machos homozigotos desenvolvem espontaneamente
lesdes cardiovasculares.

Estudos farmacologicos empregando ratos selecionados
geneticamente, como o Zucker, sdo frequentemente realizados na tentativa de
desenvolvimento de novas drogas para uso em pacientes com DM tipo 2
(POSPISILIK et al., 2002; CLINE et al., 2002; CHAKRABARTI et al., 2002a).

A selecdo genética também permite o desenvolvimento de linhagens
de camundongos como modelos para DM tipo 2. Sdo exemplos os camundongos

db/db, ob/ob, NZO, KK, etc (MATHE, 1995). Estes camundongos representam
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importantes modelos de DM para estudos farmacoldgicos (CARNEY et al., 2002;
ROLIN et al., 2002), incluindo ensaios envolvendo plantas com possiveis efeitos
antidiabéticos (PALIT et al.,, 1999; ATTELE et al, 2002). Por exemplo,
CHAKRABARTI et al., (2002b) trabalhou com camundongos diabéticos insulino-
resistentes C57BL/KsJ-db/db e outros animais, para averiguagdo de um provavel
efeito antidiabético e hipolipemiante do extrato obtido da raiz da Helicteres isora,
planta utilizada como antidiabético por alguns grupos étnicos indianos.

QOutro modelo animal para DM tipo 2 pode ser o rato da areia
(Psammomys obesus), o qual apresenta uma diferente sensibilidade a dieta. Quando
alimentado com uma dieta natural, vegetariana, estes animais sdo normoglicémicos
e quando alimentados com racdo para ratos de laboratério, tornam-se obesos,
desenvolvem hiperglicemia, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina, além de
hiperlipidemia. Quando os ratos de areia recebem dieta rica em colesterol e sao
suplementados com drogas empregadas no tratamento do hipertireoidismo,
desenvolvem lesdes cardiovasculares, constituindo interessante modelo para
estudos de ateroscleroses ligadas a DM tipo 2 (MATHE, 1995).

Sendo o DM tipo 2 uma sindrome muito complexa, € de se esperar que
defeitos em diferentes genes conduziriam ao grande espectro de patofisiologias
observado nesta doencga. A existéncia de uma ampla variedade de genes envolvidos
no mecanismo de agao da insulina e no funcionamento das células B permitiu o
desenvolvimento de animais, mais precisamente, camundongos modificados
geneticamente, nos quais os efeitos de expressdes alteradas de um simples gene ou
um conjunto de genes (camundongos transgénicos) ou ainda, efeitos de eliminagao
de um determinado gene (camundongos knockouts) podem ser estudados (JOSHI et

al., 1997). Dependendo de qual gene é alterado, ou seja, qual € a importancia de
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seu produto (proteina) na cascata sinalizadora da insulina, pode-se criar modelos
animais com varios graus de resisténcia a insulina. Por exemplo, quando uma
recombinagcdo homologa é aplicada para o gene do receptor de insulina (IR), 10%
dos camundongos knockouts heterozigotos desenvolvem diabetes, enquanto os
homozigotos morrem na primeira semana de cetoacidose diabética. Ja alteragées no
IRS-1 de camundongos nao conduz ao diabetes (MAUVAIS-JARVIS et al., 2002).

Modelos transgénicos de DM tipo 2 estdo sendo empregados em
estudos farmacoldgicos, realizados principalmente, na tentativa de esclarecer o

mecanismo (ou mecanismos), de agao das drogas testadas (SANCHEZ et al., 2002).

1.5 Modelos Experimentais Animais para Estudos de Farmacos Hipolipemiantes

Os modelos animais mostram-se muito importantes na avaliacédo do
tratamento da dislipidemia e doencas relacionadas (MOGHADASIAN, 2002).
Entretanto definir o modelo animal e principalmente, a espécie animal a ser
empregada tem sido um grande problema para os pesquisadores. Existem diversas
espécies que mimetizam varias fungées metabodlicas humanas, mas certas drogas
que diminuem lipides no homem, sao inativas ou pouco toleradas por estas espécies
animais (KRAUSE & PRINCEN, 1998).

O modelo animal ideal para dislipidemia humana e aterosclerose
devem compartilhar com o homem a patofisiologia da doenca, inclusive
caracteristicas da placa aterosclerética (MOGHADASIAN et al., 2001).

O rato e o camundongo tém sido, desde longa data, empregados em
estudos sobre doenca aterosclerética coronariana (DAC), inclusive com respeito ao
tratamento ou desenvolvimento de novos compostos que atuem sobre os niveis

séricos de colesterol e triglicérides (DAY et al, 1978; KRAUSE & PRINCEN, 1998).
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Entretanto ratos e camundongos, diferente dos humanos e de varias
outras espécies animais, ndo possuem, no plasma, a proteina transferidora de éster
de colesterol (PTEC) e consequentemente aproximadamente 70% a 80% do
colesterol plasmatico total € encontrado como lipoproteina de alta densidade (HDL —
High-Density Lipoprotein). Esta caracteristica talvez seja a responsavel pela alta
resisténcia destes animais a aterosclerose (DAY et al., 1978; MOGHADASIAN et al.,
2001).

Os inibidores da hidroximetil glutaril coenzima A redutase (HMG-CoA
redutase), representados pelas estatinas, sao utilizados em humanos como agentes
hipocolesterolémicos. Estes compostos ao invés de diminuir o colesterol sérico em
ratos alimentados com ragao normal (sem qualquer suplemento), diminuem os niveis
de triacilglicerol plasmaticos; além disso, sao inativos em ratos suplementados com
colesterol (FUJIOKA et al, 1995). Apesar destes compostos serem capazes de inibir
a sintese de colesterol no figado de ratos, o efeito hipocolesterolémico nao é
observado. Como os ratos possuem pouca ou nenhuma lipoproteina de baixa
densidade (LDL — Low-Density Lipoprotein), os inibidores de HMG-CoA redutase
afetam a producéo e secrecao de lipoproteina de muito baixa desidade (VLDL - Very
Low-Density Lipoprotein), as quais, por serem ricas em triacilglicerol, levam a
diminuicao destes ultimos no plasma. A inibicdo da sintese de colesterol no figado
do rato aumenta a degradacao de apolipoproteina B (Apo B), contribuindo para a
diminuigao de produgéo de VLDL (KRAUSE & PRINCEN, 1998).

Segundo KRAUSE et al. (1996) e BISGAIER et al. (1998), os ratos nao
deveriam ser empregados como modelos para estudos farmacoldgicos objetivando a
modificagdo dos niveis de LDL. Porém, poderiam ser empregados na pesquisa de

compostos que elevassem os niveis plasmaticos de HDL.
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Entretanto é freqiente o emprego de ratos sob dieta normal ou
suplementada, principalmente com colesterol, em testes de triagem de farmacos
com possiveis efeitos hipolipidémicos (AUGUSTI et al., 2001; SALIL &
RAJAMOHAN, 2001; ANILA & VIJAYALAKSHMI, 2002; LIU et al, 2002;
GORINSTEIN et al.,, 2002). Ratos alimentados com dietas ricas em sacarose
desenvolvem uma hipertrigliceridemia, providenciando um modelo de
hipertrigliceridemia endégena sem obesidade, que também podem ser empregados
em estudos farmacolégicos (KRAUSE & NEWTON, 1995; KRAUSE et al., 1996).

Os derivados de &acido fibrico (fibratos) também atuam de modo
diferente no homem e no rato. No homem os fibratos séo utilizados para diminuir os
niveis sanguineos de triacilglicerol (BREUER, 2001), mas segundo KRAUSE &
PRINCEN (1998), o rato € o unico modelo animal onde o fibrato diminui os niveis
plasmaticos de colesterol, em doses semelhantes as empregadas em humanos.
Estes autores observaram também que o efeito hipocolesterolémico dos fibratos é
maior em ratos machos que em fémeas, depende do estado nutricional (alimentado
ou em jejum) do animal no momento da avaliagcéo, do tipo de dieta empregada na
alimentagao (ragdo comum ou suplementada com colesterol) e do tipo de derivado
do 4cido fibrico administrado.

Segundo MOGHADASIAN et al. (2001), o uso de camundongos em
ensaios experimentais de aterogénese ¢é limitado. Por outro lado, o desenvolvimento
de diversas linhagens de camundongos transgénicos, providencia modelos para
estudo de interagdes, de um ou mais genes e fatores externos, na patogenia da
DAC. Além de oferecerem melhor preditibilidade das respostas humanas a futuras

drogas hipolipemiantes (KRAUSE & PRINCEN, 1998).
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Estudos com camundongos transgénicos para avaliagdo de drogas
hipolipemiantes surgiram no inicio da década passada e os dados disponiveis sao
limitados (KRAUSE & PRINCEN, 1998). Entretanto neste inicio de milénio ja
podemos encontrar diversos exemplos destes estudos, como o trabalho de
DRAIJER et al. (2002), que emprega camundongos deficientes em receptor LDL,
homozigotos (LDLRO/0) e heterozigotos (LDLR+/0), para averiguar 0 mecanismo de
acao de um potente agente hipolipidémico. O trabalho de VOLGER et al. (2001),
com camundongo ApoE*3-Leiden pode ser um exemplo do uso destes animais
também na procura de fitofarmacos.

Coelhos compartiham com o homem diversas semelhangas no
metabolismo lipidico, como por exemplo: a presenca de lipoproteinas com Apo B,
producao de VLDL com Apo Bigo pelo figado, atividade de PTEC plasmatica e alta
taxa de absorcao de colesterol da dieta. Entretanto diferente dos homens, o coelho
nao possui lipase hepatica nem Apo A-Il (MOGHADASIAN et al., 2001). Além das
semelhangas metabdlicas, o coelho alimentado com uma dieta aterogénica (rica em
colesterol) desenvolve hipercolesterolemia e lesdes ateroscleréticas semelhantes
aos humanos (YANG et al., 1998). Estes fatores elevam a posi¢cao do coelho na
escala de modelos para estudos de controle das dislipidemias.

Em coelhos os inibidores da HMG-CoA redutase diminuem o colesterol,
inclusive em animais alimentados com dieta suplementada com colesterol, enquanto
os fibratos ndo mostram efeito sobre os niveis de colesterol plasmatico (KRAUSE &
PRINCEN, 1998) e apenas doses muito elevadas sao suficientes para reduzir a
trigliceridemia através de um aumento de receptores para VLDL nos tecidos

periféricos (MATSUOKA et al., 1996).
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Coelhos NZW (New Zeland White) representam uma linhagem de
coelhos normais, mundialmente utilizados em diversos estudos, inclusive para o
desenvolvimento de novos farmacos, como pode exemplificar o trabalho de LOPES
et al. (2001). Estes autores administraram diferentes doses do flavondide rutina em
machos e fémeas desta linhagem, para investigar seu efeito sobre os niveis de
colesterol total, HDL e triacilgliceréis. Coelhos WHHL (Watanabe Heritable
Hyperlipidemic) representam modelos de metabolismo lipidico espontaneamente
alterado e sao comumente empregados em estudos visando o controle da
aterosclerose (PAULETTO et al., 2000; DJAHANSOQUZI et al., 2001; ZHANG et al.,
2001; YOSHIDA et al., 2002).

Também estdo disponiveis como modelos experimentais, coelhos
transgénicos com alteragbes no metabolismo lipidico, tais como os NZW com Apo
B1oo humana, que apresentam niveis de triglicérides e colesterol 2 a 3 vezes acima
do normal. Os coelhos WHHL expressando Apo A-l ou a enzima LCAT (lecitina
colesterol acil-transferase) humanas constituem outro importante exemplo, dentre
varios, do emprego de coelhos transgénicos no entendimento da patogénese da
aterosclerose e dislipidemia humana (MOGHADASIAN et al., 2001).

Uma outra espécie, o hamster, tem similaridades metabdlicas com os
demais roedores, ja que HDL é a sua principal lipoproteina carreadora de colesterol,
mas também tem semelhangas com humanos na regulagao dos receptores de LDL e
a presenca de PTEC (MATHE, 1995). Os inibidores da HMG-CoA redutase sio
pouco tolerados pelos hamsters e podem causar toxicidade hepatica, sendo esta
espécie pouco empregada para estudos farmacolégicos com estas drogas (KRAUSE

& PRINCEN, 1998).
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Além dos roedores, diversas outras espécies podem constituir modelos
animais de estudo para farmacos hipolipidémicos, com ou sem acdo anti-
aterosclerdtica. O pombo é um representante das aves, que por ser naturalmente
hipercolesterolémico pode ser facilmente empregado nestes estudos (St CLAIR,
1983). A linhagem White Carneau desenvolve aterosclerose, com diversas
similaridades a doenca humana, mesmo quando alimentada com dieta comum, a
base de graos, constituindo, segundo MOGHADASIAN et al. (2001), um dos
melhores modelos para estudo da DAC humana.

Os suinos, por apresentarem, segundo DOUGLAS (1972 apud DIXON
et al, 1999), um sistema cardiovascular semelhante ao do homem, também séao
importantes para os estudos de DACs. Os porcos sao facilmente induzidos a graves
lesbes ateroscleréticas, em diversas artérias, através de dieta rica em colesterol
(MOGHADASIAN et al., 2001). DIXON et al. (1999) trabalharam com porcos
diabéticos, cujas células B-pancreaticas foram destruidas com aloxana para
constituirem modelo de estudo de dislipidemia observada no DM tipo 1 e tipo 2.

Apesar de apresentarem uma maior resisténcia ao desenvolvimento de
aterosclerose induzida por dieta e raramente desenvolver espontaneamente lesao
aterosclerotica, os cédes tém sido empregados em alguns estudos farmacologicos
relacionados a drogas hipolipidémicas (RUDEL, 2002). Dietas com alto teor de
gordura e colesterol podem induzir caes a graves lesdes ateroscleréticas, como
também podem conduzir, a mesma espécie animal, a apenas uma elevagao nos
niveis de colesterol sanguineo (MOGHADASIAN et al., 2001).

Os macacos podem desenvolver aterosclerose com caracteristicas
semelhante aquelas observadas no ser humano (DAY et al., 1978), entretanto,

segundo MOGHADASIAN et al. (2001) a variabilidade das lesbdes ateroscleroticas
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entre as espécies, o alto custo, baixa disponibilidade de animais, dificuldade de
manipulacdo e questdes éticas limitam o uso destes animais nos estudos do
metabolismo lipidico e desenvolvimento da aterosclerose. Apesar das dificuldades,
alguns pesquisadores tém empregado esta espécie animal como modelo
experimental em aterosclerose, como DAY et al. (1978), que utilizaram, com
sucesso, macacos da espécie Macaca fascicularis, para testes de triagem
secundarios de agentes modificadores dos niveis de lipoproteinas e anti-

ateroscleraticos.

1.6 Modelos Experimentais Animais para Estudos Farmacolégicos com PNBAs

Estudos em animais sdo importantes para o desenvolvimento de novos
farmacos, pois estudos pré-clinicos realizados em diferentes espécies animais sao
requisitos imprescindiveis na validagdo de drogas. Quando se pesquisa as
propriedades terapéuticas de PNBAs, inclusive plantas, os testes in vivo, utilizando
animais, constituem ferramenta de igual importancia, principalmente por ser esta
uma area carente de estudos cientificos.

A maioria das plantas empregadas na medicina popular nao foi
investigada cientificamente ou os seus efeitos terapéuticos ainda nao estdo
completamente comprovados ou entendidos. Existem muitos exemplos de plantas
ou produtos vegetais com possiveis agdes hipolipidémicas ou antidiabéticas,
necessitando estudos para comprovagao.

No que se refere as plantas com potencial antidiabético, podemos citar
o Cissus sicyoides L. (CS), um arbusto da familia Vitaceae que no México é
empregado popularmente como analgésico e antiinflamatério. No Brasil € conhecido

popularmente como “insulina”, entretanto existem relatos na literatura favoraveis
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(PEPATO et al., 2003) e desfavoraveis (BELTRAME et al.,, 2001) a seu possivel
efeito antidiabético. Outro exemplo seria 0 ginseng, uma planta com propriedades
adaptégenas (que pode aumentar a resisténcia em situagbes adversas como
estresse e infecgdes), que também tem sido empregada popularmente no tratamento
do DM. Apesar de existirem uma grande variedade de produtos conhecidos como
ginseng, somente o asiatico ou coreano (Panax ginseng C.A. Meyer) e 0 americano
(Panax quinquefolius L.) foram estudados (KIMURA et al., 1981; OHNISHI et al.,
1996; YUAN et al., 1998; ATTELE et al., 2002), quanto aos efeitos antidiabéticos, em
experimentos utilizando animais.

Entre os vegetais empregados, em medicina popular, para o tratamento
das dislipidemias, se pode citar a Solanum melongena L. (SM), conhecida como
berinjela, que possui em seu favor estudos sugerindo efeito hipolipemiante em
humanos (GUIMARAES et al., 2000), coelhos (JORGE et al., 1998) e ratos
(SUDHEESH et al., 1997). SUDHEESH et al. (1999), em outro trabalho com ratos,
verificou o efeito antioxidante de flavondides isolados da SM, atribuindo um possivel
uso desta planta no combate a aterosclerose.

Inumeros pesquisadores tém trabalhado com animais experimentais
das mais diversas espécies em estudos farmacoldgicos de produtos vegetais e seus
derivados. Este fato pode ser constatado ao se observar os trabalhos publicados no
Journal of Ethnopharmacology, um jornal oficial da Sociedade Internacional de
Etnofarmacologia, de periodicidade mensal, dedicado a publicagcbes de estudos
envolvendo atividades biolégicas de derivados de plantas e animais usados na
medicina tradicional de culturas passadas e presentes. Em um levantamento
realizado neste periddico entre setembro de 2001 e agosto de 2002, pbéde-se

constatar que dos 216 trabalhos publicados, 106 foram ensaios com plantas
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medicinais realizados em modelos animais de experimentacdo. Dentre estes
estudos, 12 foram para avaliar a atividade antidiabética, um para avaliar os possiveis
efeitos hipolipemiantes e outro para investigar estes dois efeitos para uma mesma

planta.

1.7 Rato Wistar como Modelo Experimental em Estudos Farmacolégicos

Apesar da existéncia de inumeros modelos experimentais, constituidos
das mais variadas espécies animais, o rato (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar
tem aplicagdo em diferentes areas da pesquisa cientifica. Provavelmente por ser
uma linhagem de ratos de facil obtengao e manutencéo, além do baixo custo.

O rato Wistar é originario do Instituto Wistar, um 6rgao fundado em
1892, por Caspar Wistar, um médico americano, preocupado com o futuro da
pesquisa na area médica. Varios foram os seguidores do Dr Wistar e em 1906, sob a
liderangca de Milton Greenman e Henry Donaldson, o instituto Wistar criou o
“‘WISTARAT”, o primeiro animal de laboratério padronizado.

Hoje acredita-se que mais da metade dos ratos de laboratério
empregados em pesquisa sdo descendentes do “WISTARAT”. No levantamento que
realizamos entre setembro de 2001 e agosto de 2002, no Journal of
Ethnopharmacology, citado anteriormente, dos 106 estudos envolvendo plantas e
animais de experimentacdo, 57% empregaram ratos e destes, 60% empregaram
ratos Wistar, mostrando desta forma, que esta linhagem é amplamente usada em
estudos farmacoldgicos, inclusive os relacionados a plantas medicinais.

Estes animais podem ser empregados diretamente, no estado normal,

em estudos farmacologicos (FUJIOKA et al, 1995) ou submetidos a determinados
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tratamentos quimicos, fisicos ou comportamentais, para constituir interessantes
modelos de estudos especificos.

O tratamento com aloxana ou STZ conduz o rato Wistar a uma
degeneracgao das células 3 pancreaticas, variavel em intensidade, tornando-os desta
forma modelos para estudos de farmacos antidiabéticos. Estes modelos séao
comumente empregados na pesquisa de plantas ou seus derivados com possivel
acao antidiabética (SHARMA et al., 1997; PEPATO et al., 2001; CETTO et al., 2000).

Quando tratados com Triton WR-1339, também conhecido como
Tyloxapol, um detergente anibnico de estrutura polimérica, os ratos desenvolvem um
quadro de hiperlipidemia e sdo empregados, por alguns pesquisadores, em testes
de agentes com possiveis efeitos hipolipidémicos. HORAK et al. (2000) utilizaram
ratos Wistar tratados com Triton para averiguar os efeitos do Zopiclone, uma
ciclopirolona que atua em receptor benzodiazepinico central, sobre a glicemia e
lipidemia. Os autores observaram uma redugc&o na concentragdo sérica de glicose,
colesterol, triglicérides e lipides totais, nos animais tratados com Zopiclone. Este
modelo de hiperlipidemia induzida quimicamente, também ja foi usado em estudos
de farmacos, com potencial hipolipemiante, de origem vegetal (OLIVEIRA et al,,
2002a; OLIVEIRA et al., 2002b).

O uso de dieta suplementada pode induzir o rato Wistar a constituir
modelo experimental de alteracdes séricas de lipideos. PEREZ et al. (1999)
alimentaram fémeas Wistar com uma emulsao rica em triacilglicerol de cadeia longa
por 4 meses e obtiveram um modelo de hiperlipidemia e obesidade, passivel de ser
empregado em investigagdes da patogenia da aterosclerose e do tratamento da
obesidade e dislipidemia. RASEKH et al. (2001), empregaram ratos Wistar

diabetizados com STZ e alimentados com dieta suplementada com colesterol, para
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investigacao do efeito hipolipidémico do extrato aquoso das partes aéreas do
Teucrium polium, uma planta da familia Lamiaceae, usada popularmente como
antiinflamatadria, antibacteriana e anti-hipertensiva.

Neste inicio do século XXI, no qual a pesquisa cientifica tende cada vez
mais a empregar técnicas de biologia molecular na investigagcdo de fendmenos
biolégicos e a utilizagdo de animais de laboratério passa a ser cada vez mais
questionada pelos movimentos antiviseccionistas, uma questdo é suscitada: a
utilizacdo de animais de laboratério ainda constitui uma ferramenta experimental
valida no contexto cientifico e tecnoldgico que vivemos?

Diante da extenséao do tema, nos restringiremos a abordar apenas
“‘uma fragdo” do mesmo, ou seja, 0 emprego de ratos da linhagem Wistar através de
estudos in vivo na investigagdo de PNBAs com potencial antidiabético e
hipolipemiante.

Pretendemos através deste trabalho ndo apenas responder a esta
questao, mas apresentar uma visao geral de nossa experiéncia no emprego de ratos
da linhagem Wistar. Além disso, entendemos que a experiéncia acumulada por
nosso laboratdrio, neste campo de investigagcéo, podera contribuir com aqueles que
pretendem utilizar o rato Wistar como modelo experimental em estudos in vivo na

investigacao de PNBAs com potencial antidiabético e hipolipemiante.
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2. OBJETIVO

Padronizar ensaios farmacoldégicos empregando ratos Wistar, para

investigacao de PNBAs com potenciais antidiabético e hipolipemiante.
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3. MATERIAL

3.1 Animais

Foram empregados ratos Wistar machos, com peso entre 200 e 250g.
Os animais, provenientes do biotério central da Universidade Estadual de Maringa,
foram mantidos em gaiolas de polipropileno, no biotério experimental do Laboratério
de Farmacologia do Departamento de Farmacia e Farmacologia desta Universidade.
A alimentagdo foi a base de ragdo balanceada (Nuvital®), oferecida ad libitum. Na
maioria dos estudos a ragao foi retirada na véspera do experimento, de maneira que

no momento da coleta de sangue os animais encontravam-se em jejum.

3.2 Plantas

O extrato aquoso de Cissus sicyoides (CS) foi empregado na forma de
po, o qual foi preparado pelo Laboratério de Farmacognosia do Departamento de
Farmacia e Farmacologia (DFF) da Universidade Estadual de Maringa (UEM). Para
uma perfeita solubilidade, visando administracdo via intraperitoneal, o extrato foi
dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO, SIGMA D-5879) e quando da administragéo
oral foi dissolvido em salina.

A Solanum melongena (SM-H), foi empregada como extrato seco de
berinjela, comercializado em forma de capsula pelo Herbarium Laboratério Botanico

LTDA (Lote 525391), dissolvido em agua.
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3.3 Farmacos e Reagentes Empregados

Amilose P.A. (Laboratério ISOFAR); Glicose Anidra P.A. (Industrias
quimicas VETEC) e Sinvastatina (HEXAL, lote: 8283) foram empregadas na forma
de po e diluidas em agua. Aloxana (SIGMA A-7413) foi preparada em solugao salina
fisiologica.

Clorpropamida (Diabinese®-PFIZER); Acarbose (Glucobay®-BAYERY);
Orlistat (Xenical®-ROCHE); Quitosana (Reducal®-Laboratério Herbarium Ltda) e
Ciprofibrato (Oroxadin®-SANOFI) foram empregados na forma de pd, obtido da
trituragdo dos comprimidos, diluidos em agua, levando-se em conta a concentragéao
do principio ativo presente na formulagdo farmacéutica. Insulina regular humana
(BIOBRAS®) e solucdo de glicose 50% (ARISTON®) quando empregadas, foram
diluidas em salina.

A gordura de origem animal foi representada pela gordura de porco
Batavo® e a gordura de origem vegetal pelo 6leo de soja Cocamar®. O tetracloreto
de carbono (ISOFAR) empregado foi emulsificado em 40% de d6leo de soja

Cocamar®.
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4. METODOLOGIA E RESULTADOS

4.1 Analises Bioquimicas

As concentragbes de glicose, triacilglicerol, colesterol, AST e ALT
foram determinadas utilizando-se kits da Labtest Diagnostica (Labtest Diagnostica

S.A., Minas Gerais — Brasil).

4.1.1 Determinagao da concentragao sérica de glicose

O meétodo enzimatico para determinag&o da glicemia (BERGMEYER &
BERNT, 1974) baseia-se em uma reacdo de oxidagcdo da glicose. Esta reagcao
envolve as enzimas glicose oxidase (GOD) e peroxidase (POD) e tem como produto
final um composto colorido, a antipirilquinonimina (APQ), cuja intensidade de cor é
proporcional a concentragado de glicose na amostra, determinada fotometricamente
em 505 nm e o resultado expresso em mg/dL.

Glicose + O, + H,0 _ 99D | H,0, + écido Gluconico

POD

y APQ + 4H0

2H,0, + Fenol + 4-Aminoantipirina
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4.1.2 Determinagao da concentragao sérica de triacilglicerol

A concentragcdo sérica de triacilglicerol foi determinada por método
enzimatico (BUCOLO & DAVID, 1973), no qual o triacilglicerol é hidrolizado pela
acgao da lipoporoteina lipase (LPL), em glicerol e acidos graxos. O glicerol, sob agéo
da glicerolquinase (GK) é convertido em glicerol-3-fosfato, que por sua vez é oxidado
a diidroxiacetona e Hy0,, na presenca da glicerolfosfato oxidase (GFO). A
peroxidase (POD) catalisa entdo uma reacdo de acoplamento entre H,O,, 4-
aminoantipirina (4AT) e ESPAS, resultando em um composto de cor violeta, a

quinoneimina, que € medida fotometricamente em 540 nm e o resultado expresso

em mg/dL.
Triacilgliceréis LPL Glicerol + acidos Graxos
—
GK

Glicerol + ATP —— » Glicerol-3-Fosfato + ADP

Glicerol-3-Fosfato + O- ﬂ, Diidroacetona + H20O»

2H,0, +4-AT +ESPAS __"OD  _ Quinoneimina + 4 H,0

4.1.3 Determinagdo da concentragao sérica de colesterol total

Para determinacdo do colesterol total foi utilizado método enzimatico
(ALLAIN et al., 1974), no qual ésteres de colesterol na presenca de colesterol
esterase (CET), colesterol oxidase (COD) e peroxidase (POD), ddo origem a um

derivado quinonimico de cor vermelha, cuja intensidade (medida fotometricamente
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em 500 nm) é diretamente proporcional a concentracao de colesterol na amostra. Os

valores obtidos foram expressos em mg/dL.

. CET ]
Esteres de colesterol > Colesterol + Acidos Graxos
COD
Colesterol + O, > Colest-4-en-ona + H,0,
2H,0, + Fenol + 4-Aminoantipirina PO_D; Antipirilquinonimina + 4 H,O

4.1.4 Determinagdo da concentragdo sérica de aspartato amino transferase

(AST)

A AST foi determinada por metodologia cinética (BERGMEYER et al.,
1978) baseada no principio de que a AST catalisa especificamente a transferéncia
do grupo amina do acido aspartico para o cetoglutarato. Os produtos desta
transferéncia sdo glutamato e oxalacetato. Este ultimo € reduzido pela malato
desidrogenase (MDH) a malato, enquanto a coenzima NADH é oxidada a NAD.
Quando a NADH é oxidada ha uma reducdo na absorbancia em 340 nm, esta
reducdo, monitorizada fotometricamente, € diretamente proporcional a atividade da

AST na amostra, que foi expressa em U/L.

L-Aspartato + Cetoglutarato L Oxalacetato + L-Glutamato

Oxalacetato + NADH ﬂ, Malato + NAD
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4.1.5 Determinagdo da concentragcao sérica de alanina amino transferase

(ALT)

O método para determinacédo da ALT € o mesmo definido para a AST.
Entretanto esta enzima catalisa a transferéncia do grupo amina da alanina para o
cetoglutarato, resultando em glutamato e piruvato. Durante a redugao do piruvato a
lactato, pela lactato desidrogenase, acontece a oxidagdo da coenzima NADH e
consequentemente uma queda na absorbadncia, a qual monitorizada
fotometricamente (340 nm) representa a atividade da ALT na amostra. O resultado

foi expresso em U/L.

L-Alanina + Cetoglutarato AL» Piruvato + L-Glutamato
. LDH
Piruvato + NADH —_— > NAD + L-Lactato

4.2 Analise Estatistica

A significancia estatistica foi calculada usando teste-t de Student ndo
pareado e o ANOVA nao paramétrico com o teste de multiplas comparagdes de
Newman-Keuls. Todas as analises estatisticas foram realizadas através do Software

GraphPad versao 3.0. Sendo que p < 0,05 foi considerado significativo.
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4.3 Modelos experimentais animais para estudos de PNBAs com potencial
antidiabético

4.3.1 Modelo experimental para investigagdo de PNBAs com o potencial de

inibir a degradacao de polissacarideos

Os inibidores da a-glicosidase (acarbose, miglitol, etc) tornam mais
lenta a degradagao de polissacarideos em monossacarideos. Assim neste modelo
empregamos amido soluvel (amilose), como fonte de polissacarideo e o inibidor de
a-glicosidase, acarbose, presente na especialidade farmacéutica Glucobay®
(BAYER).

Os animais foram mantidos em jejum por 15 horas, para descartar uma
possivel interferéncia da presenca de alimentos no trato gastrintestinal e entdo
divididos em 4 grupos: 1. Grupo Controle: receberam agua (0,1 mL/100g), via
intragastrica (IG), visando detectar uma possivel interferéncia da manipulagdo do
animal sobre a glicemia; 2. Grupo Amilose: receberam amilose (1g/Kg), via IG,
visando avaliar o impacto deste polissacarideo na glicemia; 3. Grupo Acarbose:
receberam acarbose (12 mg/Kg), via |G, para avaliar o efeito deste farmaco sobre a
glicemia de jejum e 4. Grupo controle positivo (Acarbose + Amilose): receberam
Acarbose (12mg/Kg) + Amilose (1g/Kg), via IG. Este grupo foi incluido no estudo
com o objetivo de avaliar a interferéncia da acarbose na elevagcdo da glicemia
promovida pela amilose. Este modelo experimental foi utilizado para avaliar o
potencial anti-hiperglicemiante da berinjela (SM-H). Para este experimento foram
acrescentados mais dois grupos de ratos: o 5° Grupo (SM + Amilose) que recebeu
SM-H (10mg/Kg) + amilose (1g/Kg), via IG e o 6° Grupo (SM) que recebeu SM-H

(10mg/Kg), via IG.
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A acarbose e a SM-H foram administradas 10 minutos antes da
amilose. Decorridos 30 minutos da administracdo da amilose os animais foram
decapitados e a partir do sangue obtido, avaliamos a concentracéo sérica de glicose.

Na Figura 1 podemos observar que a administragdo de amilose elevou
(P < 0,05) a dglicemia e o inibidor de a-glicosidase (acarbose), apesar de,
isoladamente, n&o alterar a glicemia, evitou sua elevacédo (P < 0,05) no grupo de
ratos que receberam amilose e acarbose. Os resultados ainda demonstram
claramente que o PNBA testado, ou seja, o extrato seco de SM-H, isoladamente n&o
altera a glicemia e também n&o interfere na elevagcédo da glicemia promovida pela

amilose.

150
B Controle
*

—_ I E==1 Amilose
§ 100- I Acarbose
(@)
£ % N Acarbose + Amilose
-E SM + Amilose
s —
£ i 1o SM
5 50

0

Figura 1 - Efeito agudo da acarbose (AC) e Solanum melongena Herbarium® (SM-H) na elevacdo da
glicemia promovida por amilose (AM) em ratos Wistar em jejum. Empregamos seis grupos de
animais. 1) grupo controle (n=7): recebeu agua; 2) grupo Amilose (n=7): recebeu amilose (1,0 g/kg);
3) grupo Acarbose (n=7): recebeu acarbose (12 mg/kg); 4) grupo Acarbose + Amilose (n=7): recebeu
acarbose (12 mg/kg) + amilose (1,0 g/kg); 5) grupo SM + Amilose (n=7): recebeu SM-H (10 mg/kg) +
amilose (1,0 g/kg) e 6) grupo SM (n=7): recebeu SM-H (10 mg/kg). Todos os grupos receberam as
substancias pela via intragastrica e a glicemia foi avaliada 30 min apds a administracdo das mesmas.
Cada barra representa média + desvio padrdo. * P < 0,05 (Analise de variancia - Newman-Keuls test)
quando comparado ao grupo controle.
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4.3.2 Modelo experimental para investigagdo de PNBAs com o potencial de

estimular a secre¢ao de insulina.

A clorpropamida (CL) é um antidiabético oral do grupo das
sulfoniluréias que atua, principalmente, estimulando a secrecdo de insulina pelas
células pancreaticas. Para constituir este modelo utilizamos clorpropamida
(100mg/kg), administrada por via intragastrica, em animais alimentados (Grupo CL
alimentado) e em jejum de 22 horas (Grupo CL jejum). Adicionalmente dois grupos
de ratos controles, alimentados e em jejum de 22 horas, que receberam agua, pela
mesma via e volume administrado aos grupos tratados, foram empregados. Apo6s 30
minutos da administragdo de CL ou agua, os animais foram decapitados e o sangue
colhido para determinagao da glicemia.

Na Figura 2 encontram-se expressos os resultados deste experimento,
onde podemos observar que a clorpropamida (CL) foi capaz de reduzir (P < 0,05) a

glicemia tanto em ratos alimentados como em jejum.
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Figura 2 — Efeito agudo da clorpropamida (CL) na glicemia de ratos alimentados ou em jejum.
Empregamos quatro grupos de animais. 1) grupo controle alimentado (n=6): constituido de ratos
alimentados que receberam agua; 2) grupo CL alimentado (n=6): constituido de ratos alimentados
que receberam CL (100 mg/kg); 3) grupo controle jejum (n=6): constituido de ratos em jejum que
receberam agua; 4) grupo CL jejum (n=6): constituido de ratos em jejum que receberam CL (100
mg/kg). Todos os grupos receberam as substancias pela via intragastrica e a glicemia foi avaliada 30
min apdés a administracdo das mesmas. Cada barra representa média + desvio padrdo. * P < 0,05
comparado ao grupo controle alimentado; ** P<0,05 comparado com grupo controle jejum (teste t ndo
pareado).

4.3.3 Modelo experimental para investigacao de PNBAs com o potencial de

simular a agao da insulina sobre glicemia.

A insulina regular Biobras® de origem humana (IN) é um antidiabético
parenteral que ao ser administrado em ratos ndo diabéticos, simula as agdes da
insulina enddgena. Para constituir este modelo utilizamos uma dose de 1 U/Kg,
administrada por via intraperitoneal. Na tentativa de avaliar a diferengca da acéo
hipoglicemiante deste composto em animais alimentados e em jejum, dois grupos de

ratos foram empregados: o grupo IN alimentado e o grupo IN jejum (animais em
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jejum de 22 horas). Como controles também foram empregados dois grupos,
alimentados e em jejum de 22 horas, que receberam salina, pela mesma via e
volume administrado aos grupos tratados. Apds 30 minutos da administragcao destas
substancias os animais foram decapitados e o sangue colhido para determinagao da
glicemia.

Na Figura 3, onde estdo representados os resultados deste
experimento, observamos que a insulina reduziu (P < 0,05) a glicemia tanto em ratos

Wistar alimentados quanto em jejum.
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Figura 3 — Efeito agudo da insulina regular (IN) na glicemia de ratos alimentados ou em jejum.
Empregamos quatro grupos de animais. 1) grupo controle alimentado (n=6): constituido de ratos
alimentados que receberam salina; 2) grupo IN alimentado (n=5): constituido de ratos alimentados
que receberam IN (1 U/kg); 3) grupo controle jejum (n=5): constituido de ratos em jejum que
receberam salina; 4) grupo IN jejum (n=6): constituido de ratos em jejum que receberam IN (1 U/kg).
Todos os grupos receberam as substancias pela via intraperitoneal e a glicemia foi avaliada 30 min
apos a administragdo das mesmas. Cada barra representa média + desvio padrdo. * P < 0,05

comparado com grupo controle alimentado; ** P < 0,05 comparado com grupo controle jejum (Teste ¢
nao pareado).
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4.3.4 Modelo experimental para investigagdo de PNBAs com influéncia no teste

oral e intraperitoneal de tolerancia a glicose.

Neste modelo foram empregados ratos em jejum de 22 horas, divididos
em 6 grupos, que receberam: 1. salina via intragastrica (Grupo controle ig); 2.
solucdo de glicose 50% na dose de 1 g/kg via intragastrica (Grupo glicose ig); 3.
solucdo de glicose 50% na dose de 1 g/kg via intraperitoneal (Grupo glicose ip); 4.
Extrato aquoso de Cissus sicyoides (CS) 1 g/kg via intragastrica (Grupo CS ig); 5.
Extrato aquoso de CS 1 g/kg via intragastrica + solugao de glicose 50% na dose de 1
g/kg via intragastrica (Grupo CS ig + Glicose ig); 6. Extrato aquoso de CS 1 g/kg via
intragastrica + solucao de glicose 50% na dose de 1 g/kg via intraperitoneal (CS ig +
Glicose ip). Em seguida, ou seja, 30 minutos apds a administragdo destas
substancias os animais foram decapitados e o0 sangue colhido para a dosagem de
glicose sérica. Como o numero de animais a serem sacrificados era muito grande
em relacdo ao tempo disponivel para a decapitagdo, fez se necessario um
planejamento do horario da administragdo das substancias e do sacrificio dos

animais, cujos detalhes s&o apresentados na Tabela A.
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Tabela A - Cronograma de administragdo de salina, extrato aquoso de CS e glicose em animais,

submetidos ao teste oral e intraperitoneal (I.P.) de tolerancia a glicose.

RATO HORARIODE ADMINISTRACAO HORARIO DE
Ne° SACRIFICIO
1 10:00 = Salina Via Oral 10:30
2 10:01 = Extrato Via Oral 10:31
3 10:02 = Glicose Oral 10:32
4 10:03 = Extrato Oral + Glicose Oral 10:33
5 10:04 = Extrato Oral + Glicose |.P. 10:34
6 10:05 = Glicose |.P. + Salina Oral 10:35
7 10:06 = Salina Via Oral 10:36
8 10:07 = Extrato Via Oral 10:37
9 10:08 = Glicose Oral 10:38
10 10:09 = Extrato Oral + Glicose Oral 10:39
11 10:10 = Extrato Oral + Glicose |.P. 10:40
12 10:11 = Glicose |.P. + Salina Oral 10:41
13 10:12 = Salina Via Oral 10:42
14 10:13 = Extrato Via Oral 10:43
15 10:14 = Glicose Oral 10:44
16 10:15 = Extrato Oral + Glicose Oral 10:45
17 10:16 = Extrato Oral + Glicose |.P. 10:46
18 10:17 = Glicose |.P. + Salina Oral 10:47
19 10:18 = Salina Via Oral 10:48
20 10:19 = Extrato Via Oral 10:49
21 10:20 = Glicose Oral 10:50
22 10:21 = Extrato Oral + Glicose Oral 10:51
23 10:22 = Extrato Oral + Glicose |.P. 10:52
24 10:23 = Glicose |.P. + Salina Oral 10:53
25 10:24 = Salina Via Oral 10:54
26 10:25 = Extrato Via Oral 10:55
27 10:26 = Glicose Oral 10:56
28 10:27 = Extrato Oral + Glicose Oral 10:57
29 10:28 = Extrato Oral + Glicose |.P. 10:58
30 10:29 = Glicose |.P. + Salina Oral 10:59

Observamos (Figura 4) neste experimento que, apesar de nao

obtermos uma diferenga significativa na elevagdo da glicemia nos animais que

receberam glicose (grupos ig € ip), o extrato aquoso de CS nao alterou a tolerancia a

glicose administrada via intragastrica e diminuiu (P < 0,05) a tolerancia a glicose

administrada via intraperitoneal.
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Figura 4 — Tolerancia a solugado de glicose 50% na dose de 1 g/kg (GLIC) administrada pela via
intragastrica (ig) ou intraperitoneal (ip) na presenga ou auséncia de Cissus sicyoides (CS)
administrado via ig. Empregamos 6 grupos de ratos (n=5) em jejum que receberam: 1. salina via ig
(Grupo controle ig); 2. GLIC via ig (Grupo glicose ig); 3. GLIC via ip (Grupo glicose ip); 4. Extrato
liofilizado de CS 1 g/kg via ig (Grupo CS ig); 5. CS ig + Glicose ig; 6. CS ig + Glicose ip. Em seguida,
ou seja, 30 min. apés a administracdo destas substancias coletamos sangue para avaliagdo da
glicemia. Cada barra representa média + desvio padrdo. * P < 0,05 quando comparado ao grupo
Glicose ip (Analise de variancia - Newman-Keuls test).

4.3.5 Modelo experimental para investigagdo de PNBAs com potencial
antidiabético empregando ratos com Diabetes Mellitus (DM) induzido por

aloxana.

O uso de compostos quimicos, como a aloxana, para induzir animais
ao diabetes é amplamente empregado. Neste modelo empregamos ratos em jejum
de 15 horas, que receberam aloxana (40mg/Kg), via endovenosa (veia peniana).
Apés 5 dias da administragdo de aloxana foram coletadas amostras de sangue dos
animais alimentados, através do corte da ponta da cauda, para avaliacdo da
glicemia. Animais com niveis de glicose sanguinea igual ou superior a 240 mg/dL
foram considerados diabéticos. Porem em funcdo da heterogeneidade da glicemia
(Tabela B) fez-se necessario o pareamento dos animais antes do tratamento

(Tabela C).
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Tabela B - Glicemia de ratos alimentados, 5 dias apds administracdo de aloxana.

Rato Glicemia (mg/dL)
1 642,6
2 3421
3 279,9
4 445,6
5 419,9
6 M
7 241,0
8 525,2
9 M
10 398,9
11 362,1
12 M
13 M
14 343,0
15 M
16 M
17 269,0
18 352,4
19 435,6
20 M
21 251,5

M = morte

Tabela C — Distribuicdo pareada dos ratos (alimentados) por grupo a ser tratado, de acordo com os
valores da glicemia, apds 5 dias da administracdo de aloxana.

Ratos Glicemia (mg/dL) Ratos Glicemia (mg/dL)
01 642,6 08 525,2
19 435,6 04 445,6
10 398,9 05 419,9
18 352,4 11 362,1
02 342,1 14 343,0
17 269,0 03 279,9
07 241,0 21 251,5
n 7 7
M 383,1 375,3
DP 133,00 95,78

n=numero de ratos tratados por grupo; M = média; DP = desvio padrao.
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Apos o pareamento em dois grupos, empregamos este modelo para
testar o potencial antidiabético do extrato aquoso de Cissus sicyoides (CS). O grupo
controle recebeu DMSO, em volume equivalente ao usado para diluir o CS. Os
animais tratados com extrato de CS (50mg/Kg duas vezes ao dia) foram definidos
como grupo CS. Os tratamentos foram realizados por via intraperitonial (I.P.),
durante 5 dias.

Apdés o tratamento os ratos, nao submetidos ao jejum, foram
decapitados e o sangue colhido para avaliagéo da glicemia.

Os resultados deste tratamento estao expostos na Figura 5 e mostram
uma pequena redugao (P > 0,05) da glicemia no grupo tratado com CS, quando
comparado ao grupo controle. Por outro lado, ao se observar os valores da glicemia
do grupo controle e do grupo CS, antes e apds o tratamento, percebemos que houve
reversao parcial do quadro diabético, ja que em ambos os grupos (controle e CS) a

glicemia diminuiu.
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Figura 5 — Efeito do tratamento com extrato de Cissus sicyoides, grupo CS (n=7), dissolvido em
DMSO ou do tratamento com DMSO, grupo controle (n=7), administrados pela via intraperitoneal,
sobre a glicemia de ratos Wistar alimentados portadores de DM induzido por aloxana. Cada barra
representa média + desvio padrao.
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4.4 Modelos experimentais para estudos de PNBAs com potencial
hipolipemiante

4.4.1 Modelo experimental para investigagdo de PNBAs com o potencial de

alterar a absorgao de gordura de origem animal

A quitosana, um composto natural obtido principalmente de conchas de
crustaceos, esta presente na formulagdo do Reducal® associada ao acido ascorbico.
Este farmaco tem sido prescrito para o controle de peso corpéreo por diminuir a
absorgao de gordura da dieta.

Este modelo foi constituido para avaliacdo do efeito da administracao
aguda, via intragastrica, de 2,0 mL/Kg de Gordura Batavo® (GB), associada ou n&o
ao Reducal® (500mg/Kg), sobre as concentracdes séricas de triacilglicerol.

Os animais, em jejum de 22 horas, foram divididos em 4 grupos: grupo
Controle, constituido por ratos que receberam agua; grupo Gordura, constituido de
ratos que receberam GB; grupo Quitosana com ratos que receberam Reducal® e o
grupo Quitosana + Gordura, constituido de ratos que receberam Reducal® + GB.
Todas as substancias foram administradas via intragastrica, sendo que no ultimo
grupo descrito, o Reducal® foi administrado 10 minutos antes da GB. Apds 30
minutos da ultima administragdo os ratos foram decapitados e o sangue colhido para
a dosagem sérica de triacilglicerol.

Os resultados obtidos empregando este modelo (Figura 6), mostram
que a gordura de porco Batavo® elevou (P < 0,05) a trigliceridemia nos ratos Wistar

em jejum e o Reducal®, quando administrado isoladamente, ndo alterou a



54
concentracdo sérica de triacilglicerol, mas impediu (P < 0,05) a elevagao da

trigliceridemia promovida pela gordura de porco Batavo®.
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Figura 6 - Efeito agudo da Quitosana (Reducal®) na elevagéo da concentragéo sérica de triacilglicerol
promovida por gordura de origem animal (Gordura Batav0®) em ratos Wistar em jejum. Empregamos
quatro grupos de animais. 1) grupo Controle (n=7): recebeu agua; 2) grupo Gordura (n=8): recebeu
gordura Batavo® (2 mL/kg); 3) grupo Quitosana (n=8): recebeu Reducal® (500 mg/kg); 4) grupo
Quitosana + Gordura (n=8): recebeu Reducal® (500 mg/kg) + gordura Batavo® (2 mL/kg). Todos os
grupos receberam as substancias pela via intragastrica e a concentragdo sérica de triacilglicerol foi
avaliada 30 min. apds a administragdo das mesmas. Cada barra representa média + desvio padrao.
* P < 0,05 quando comparado ao grupo Controle (Analise de variancia - Newman-Keuls test).
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4.4.2 Modelo experimental para investigagdo de PNBAs com o potencial de

alterar a absorgao de gordura de origem vegetal

4.4.2.1 Empregando Quitosana (Reducal®)

Este modelo diferencia-se do descrito anteriormente, basicamente pelo
fato de empregarmos gordura de origem vegetal (6leo de soja Cocamar® ou OSC),
em substituigdo a gordura de origem animal.

Para constituir este modelo animais em jejum (22 horas) foram
divididos em 3 grupos: grupo Controle, que recebeu agua; grupo Oleo, que recebeu
OSC (7,5 mL/Kg) e grupo Quitosana + Oleo que recebeu Reducal® (500 mg/Kg) +
OSC (7,5 mL/Kg). Todas as substancias foram administradas via intragastrica, sendo
que no Ultimo grupo descrito o Reducal® foi administrado 10 minutos antes do OSC.
Apods 60 minutos da ultima administragdo os ratos foram decapitados e o sangue
colhido, sem anticoagulante, para a avaliacédo da trigliceridemia.

Na Figura 7 estdo representados os resultados obtidos neste
experimento onde podemos observar que o OSC foi capaz de elevar (P < 0, 05) a
trigliceridemia de ratos Wistar em jejum, entretanto o Reducal® ndo impediu a

elevacgao da trigliceridemia promovida pelo OSC.
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Figura 7- Efeito agudo da Quitosana (Reducal®) na elevacao da concentragéo sérica de triacilglicerol
promovida por gordura de origem vegetal (6leo de soja Cocamar® ou OSC) em ratos Wistar em jejum.
Empregamos trés grupos de animais. 1) grupo controle (n=4): recebeu agua; 2) grupo Oleo (n=6):
recebeu OSC (7,5 mL/kg); 3) grupo Quitosana + Oleo (n=5): recebeu Reducal® (500 mg/kg) + OSC
(7,5 mL/kg). Todos os grupos receberam as substancias pela via intragastrica e a concentragao sérica
de triacilglicerol foi avaliada 60 min apds a administragdo das mesmas. Cada barra representa média

+ desvio padrdo. * P < 0,05 quando comparado ao grupo Controle (Analise de varidncia - Newman-
Keuls test).

4.4.2.2 Empregando Orlistat (Xenical®)

O orlistat € um farmaco utilizado no controle de peso por diminuir a
absorgao de gorduras da dieta.

Neste modelo avaliamos a trigliceridemia apos a administracdo de
gordura vegetal (OSC), usando orlistat (Xenical®) + OSC como controle positivo.

Ratos em jejum de 15 horas foram divididos em 6 grupos: 1. grupo
Controle que recebeu &agua; 2. grupo Oleo recebeu OSC (6,0 mL/Kg); 3. grupo
Orlistat recebeu Xenical® (10 mg/Kg); 4. grupo Orlistat + Oleo recebeu Xenical®
(10 mg/Kg) + OSC (6,0 mL/Kg). Aplicando este modelo, avaliamos o efeito da

berinjela (SM-H) sobre a trigliceridemia, com ou sem a administracdo do OSC. Para
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tal, adicionamos os grupos: 5. grupo SM, que recebeu SM-H (10 mg/Kg) e 6. grupo
SM + Oleo, que recebeu SM-H (10 mg.Kg) + OSC (6,0 mL/Kg). Os ratos receberam
as substancias testadas ou agua e 10 minutos depois receberam o 6leo ou agua. De
tal modo que, neste modelo e em todos os outros onde os animais receberam duas
substancias, cada rato foi manipulado duas vezes, recebendo duas gavagens
(administragdes intragastricas). O sangue foi colhido por decapitagdo 60 minutos
apos a ultima administracdo para avaliacdo da trigliceridemia. Devido ao grande
numero de ratos a serem manipulados neste modelo, também aplicamos um
cronograma de administracdo de drogas ou agua, semelhante ao realizado no
modelo de TTG (item 4.3.4), apresentado na tabela A.

Os resultados obtidos neste experimento, representados na Figura 8,
nos mostram uma elevagao (P < 0,05) na trigliceridemia no grupo que recebeu OSC
e nenhuma alteracéo na trigliceridemia no grupo que recebeu orlistat (Xenical®).
Entretanto este composto foi capaz de impedir a elevagdo (P < 0,05) da
trigliceridemia promovida pelo OSC. Ja a SM-H testada neste modelo ndo teve
qualquer agdo sobre a trigliceridemia, quando administrada isoladamente e n&o

impediu a elevagéo da concentracgdo de triacilglicerol promovida pelo OSC.
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Figura 8 - Efeito Agudo do extrato seco de Solanum melongena Herbarium® (SM-H) e Orlistat
(Xenical®), na elevagado da concentragdo sérica de triacilglicerol promovida por gordura de origem
vegetal (6leo de soja Cocamar® ou OSC) em ratos Wistar em jejum. Empregamos seis grupos de
animais. 1) grupo Controle (n=9): recebeu agua; 2) grupo Oleo (n=9): recebeu OSC (6,0 mL/kg); 3(g
grupo Orlistat (n=9): recebeu Xenical® (10mg/Kg); 4) Grupo Orlistat + Oleo (n=8): recebeu Xenical
(10 mg/kg) + OSC (6,0 mL/kg); 5) Grupo SM (n=9): recebeu SM-H (10mg.Kg) e 6) Grupo SM + Oleo
(n=9): recebeu SM-H (10 mg/Kg) + OSC (6,0 mL/kg). Todos os grupos receberam as substancias pela
via intragastrica e a concentracao sérica de triacilglicerol foi avaliada 60 min apés a administragao das
mesmas. Cada barra representa média + desvio padrdo. * P < 0,05 em comparagdo com o grupo
Controle (Andlise de variancia - Newman-Keuls test).

4.4.3 Modelo experimental para investigacdo de PNBAs com potencial
hipolipemiante empregando ratos com Diabetes Mellitus (DM) induzido por

aloxana.

Um grupo de ratos, em jejum de 15 horas, recebeu Aloxana (40mg/Kg),
via endovenosa (veia peniana). Apos 5 dias foram coletadas amostras de sangue
dos animais alimentados, através do corte da ponta da cauda, para avaliacdo da
glicemia.

Todos os ratos com glicemia > 250mg/dL foram considerados
diabéticos e mantidos no biotério, com agua e racédo ad libitum, até o inicio do

tratamento com o PNBA.
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Apos 30 dias da administracdo de aloxana, os ratos (ndo submetidos
ao jejum) tiveram sua glicemia novamente avaliada, em sangue colhido da cauda.
Apds 24 horas desta coleta, os ratos (em jejum de 15 horas) foram avaliados quanto
a trigliceridemia e glicemia (sangue colhido da cauda).

Os ratos diabéticos com trigliceridemia acima de 80mg/dL foram
selecionados, divididos em 2 grupos homogéneos (de acordo com a trigliceridemia)
e utilizados como modelo para avaliagcdo do potencial hipolipemiante da berinjela
(SM-H). Sendo que o grupo controle recebeu agua e o grupo SM recebeu SM-H
(10mg/Kg/dia), via intragastrica, durante 15 dias.

No ultimo dia de tratamento, os ratos, em estado alimentado, tiveram
seu sangue colhido da cauda, para avaliagdo do diabetes através da glicemia. No
dia seguinte, apos jejum de 15 horas, o sangue foi colhido por decapitagdo para
avaliagao da glicemia e trigliceridemia.

Os resultados da glicemia dos animais, antes de serem submetidos ao
jejum, estao representados na Tabela 1, onde observamos uma reducgao (P < 0,05)
da glicemia no grupo tratado. Entretanto esta reducdo (P < 0,05) também é

observada no grupo controle.
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Tabela 1 — Glicemia de ratos Wistar alimentados, portadores de diabetes mellitus induzido por

aloxana, antes e depois do tratamento com SM-H (grupo SM) ou agua (grupo controle).

Glicemia (mg/dL)

Controle Controle SM SM
Antes Depois Antes Depois
366,2 324,8 514,9 343,2
465,7 3411 473,4 340,4
456,8 334,7 509,2 -
461,4 331,9 497 1 339,7
364,2 151,7 498,9 342,5
5254 339,7 522,3 340,4
462,0 339,7 313,3 251,0
N= 7 7 7 6
M= 4431 309,1* 475,6 326,2
DP 58,17 69,63 73,26 36,87

n= numero de ratos tratados por grupo; M = média; DP = desvio padréo. * P < 0,05 quando comparado com o
grupo Controle Antes e ** P < 0,05 quando comparado com o grupo SM Antes (Teste t ndo pareado).

O resultado da glicemia destes animais diabéticos apds o periodo de

jejum esta representado na Tabela 2, onde observamos uma intensa redugéo dos

valores da glicemia quando comparados com seus respectivos resultados antes do

periodo de jejum.
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Tabela 2 - Glicemia de ratos Wistar em jejum de 15 horas, portadores de diabetes mellitus induzido
por aloxana, antes e depois do tratamento com SM-H (grupo SM) ou agua (grupo controle).

Glicemia (mg/dL)

Controle Controle SM SM
Antes Depois Antes Depois
76.0 83.8 169.6 216.2
82.5 98.6 92.1 97.6
90.3 100.8 345.4 -
66.6 84.7 126.6 112.5
76.6 84.2 107.5 126.0
115.5 201.0 166.3 109.2
98.9 106.0 102.4 96.7
N= 7 7 7 6
M= 86,6 108,4 158,6 126,4
DP 16,48 41,81 87,84 45,31

n=numero de ratos tratados por grupo; M = média e DP = desvio padrao.

Na Figura 9 estdo apresentados os valores da trigliceridemia, antes e
apdés o tratamento com SM-H. Podemos observar que o tratamento dos ratos
diabéticos com SM-H resultou em reducdo né&o significativa na concentragéo sérica
de triacilglicerol, em relagdo ao grupo SM antes do tratamento. Entretanto uma
reducdo, um pouco maior que no grupo SM, mas também nao significativa, ocorre

com o grupo controle.
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Figura 9 - Trigliceridemia de ratos Wistar em jejum de 15 horas, portadores de diabetes mellitus
induzido por aloxana, antes e depois do tratamento com SM-H (grupo SM) ou agua (grupo controle).
Cada barra representa média + desvio padrao.

4.4.4. Modelo experimental para investigagdo de PNBAs com potencial

hipolipemiante empregando ratos normais.

4.4.4.1 Usando Sinvastatina e Ciprofibrato como controles positivos.

A sinvastatina, um farmaco do grupo das estatinas, € empregada como
agente hipocolesterolemiante enquanto o ciprofibrato, um derivado do acido fibrico,
tem seu uso indicado, principalmente, para o tratamento da hipertrigliceridemia.

Neste modelo avaliamos o efeito da administracdo cronica de SM-H,
via intragastrica, usando como controles positivos sinvastatina e ciprofibrato.

Os ratos foram divididos em 4 grupos, que receberam, por 15 dias, via
intragastrica, 1 — Grupo Controle: agua; 2 — Grupo Sinvastatina: 10 mg/Kg de

sinvastatina; 3 - Grupo Ciprofibrato: 10 mg/Kg de ciprofibrato e 4 - Grupo SM: 10
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mg/Kg de SM-H. No final do periodo de tratamento os ratos foram submetidos a um
jejum de 15 horas e do sangue, colhido por decapitagdo, foram avaliadas a
trigliceridemia e colesterolemia.

Os resultados deste experimento, representados na Tabela 3, mostram
uma redugdo (P < 0.05) da colesterolemia, sem alteragdo da trigliceridemia, no
grupo de animais tratados com ciprofibrato e uma elevagdo (P > 0,05) da
colesterolemia sem alteragdo na trigliceridemia, no grupo tratado com sinvastatina
por 15 dias. Nesta tabela observamos também que o grupo tratado com SM-H nao
apresentou nenhuma alteragao na trigliceridemia e colesterolemia apds os 15 dias

de tratamento.

Tabela 3 — Trigliceridemia e colesterolemia de ratos Wistar, em jejum de 15 horas, tratados, via
intragastrica, durante 15 dias com Sinvastatina, Ciprofibrato e SM-H. Os 4 grupos de animais
receberam: grupo Controle, agua; grupo Sinvastatina, 10 mg/Kg de sinvastatina; grupo Ciprofibrato,
10mg/Kg de ciprofibrato e grupo SM, 10 mg/Kg de SM-H.

Controle Sinvastatina Ciprofibrato SM
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Triacilglicerol 72,2 + 12,47 74,5+ 13,44 79,7 +9,75 68,7 + 18,31
(mg/dL)
Colesterol 70,2 + 14,23 81,9+5,40 52,2 +10,11* 75,0 + 12,23
(mg/dL)

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo, sendo n = numero de ratos tratados por grupo.
* P < 0,05 quando comparado com o grupo Controle (Analise de variancia - Newman-Keuls test).
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4.4.4.2 Usando Sinvastatina em dose elevada como controle positivo.

Neste modelo avaliamos o efeito da administracdo de doses elevadas
(100mg/Kg) de SM-H e sinvastatina sobre a trigliceridemia e colesterolemia.

Os ratos foram divididos em 3 grupos, que receberam os seguintes
tratamentos: grupo controle, agua; grupo sinvastatina, 100mg/Kg de sinvastatina e
grupo SM, 100mg/Kg de SM-H. Os tratamentos foram via intragastrica, por um
periodo de 15 dias, apds o qual, os ratos foram mantidos em jejum por 15 horas e do
sangue, colhido por decapitagdo, foram avaliadas a trigliceridemia e colesterolemia.

Com os resultados representados na Tabela 4, podemos observar que
o tratamento com 100 mg/Kg/dia de sinvastatina, elevou (P > 0,05) a colesterolemia
e diminuiu (P > 0,05) a trigliceridemia dos ratos Wistar, apds 15 dias. Entretanto
observamos também que a dose de 100 mg/Kg/dia de SM-H n&o alterou a

trigliceridemia e colesterolemia dos animais apos 15 dias de tratamento.

Tabela 4 — Trigliceridemia e colesterolemia de ratos Wistar em jejum de 15 horas, tratados, via
intragastrica, durante 15 dias com doses elevadas de SM-H e Sinvastatina. Os 3 grupos de animais
receberam: grupo controle, agua; grupo sinvastatina, 100 mg/Kg de Sinvastatina e grupo SM, 100
mg/Kg de SM-H.

Controle Sinvastatina SM
n=7 n=8 n=8
Triacilglicerol 85,1 + 20,74 62,6 + 9,77 78,1 £ 22,00
(mg/dL)
Colesterol 76,0 + 11,33 88,9 +7,45 78,2 + 12,55
(mg/dL)

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao, sendo n = numero de ratos tratados por grupo.
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4.5 Modelo Experimental para Estudo de Toxicidade Aguda de PNBAs.

4.5.1 Modelo de experimento para avaliar a toxicidade aguda da SM-H, usando

como padrao de toxicidade hepatica o tetracloreto de carbono (CCly).

Animais alimentados, divididos em 3 grupos, foram submetidos aos
seguintes tratamentos: Grupo Controle, agua; Grupo SM, SM-H na dose de 5g/Kg e
Grupo CCly, CCls na dose de 2,5 mL/Kg . O valor de 5g/Kg de SM-H representa a
maior dose possivel de ser administrada, respeitada a capacidade de diluigdo da
SM-H e volume maximo permitido para a via intragastrica. Os 3 grupos de animais
foram subdivididos e metade do numero de animais de cada grupo foi avaliado em 4
horas e a outra em 24 horas apds as administracbes. Foram avaliadas as
concentracgdes séricas de AST e ALT do sangue colhido por decapitacéo.

Na Tabela 5, onde estdo representados os resultados deste
experimento, podemos observar que o CCls; aumentou as concentragdes séricas de
AST e ALT apds as quatro primeiras horas (P > 0,05) e apds 24 horas (P < 0,05) da
administracdo. Entretanto, a alta dose de SM-H administrada, ndo alterou as
concentragcdes de AST e ALT no soro dos animais testados, em 4 ou 24 horas apos

sua administragao.
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Tabela 5 — Efeito da administracdo, via intragastrica, de SM-H (5g/Kg), grupo SM e CCl, (2,5mL/Kg),
grupo CCl,4, sobre a concentracdo sérica de AST e ALT em ratos Wistar, apos 4 e 24 horas do
tratamento. Grupo controle (agua).

Controle SM CCl,

4 horas 24 horas 4 horas 24 horas 4 horas 24 horas
n=3§8 n=3§8 n=3§ n=9 n=3§8 n=3_§

AST (U/L) 153,0£23,65 176,8 £48,08 194,2+ 41,52 198,8+61,76 255,8 75,91 172547070,0000f

ALT (U/L) 608+904 7131045  733+646 6881£495 227,6+108,20 22552 15,(())% *

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo, sendo n = nimero de ratos tratados por grupo.
* P < 0,05 quando comparado com o grupo controle 24 hs (Analise de variancia - Newman-Keuls test).
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5. DISCUSSAO

5.1 Modelos experimentais animais para estudos de PNBAs com potencial

antidiabético

A complexidade do DM vem dificultando o tratamento eficaz desta
doenca. Entretanto os pesquisadores nunca desistiram de procurar por novos € mais
eficazes farmacos antidiabéticos, sendo este o motivo de inumeros trabalhos
cientificos. Diversos autores como MATHE (1995); CARNAUD, (1995); BUSCHARD,
(1996); CHATTOPADHYAY et al. (1997); WONG & JANEWAY (1999) entre outros,
tém ressaltado o valor dos modelos animais na pesquisa por novos farmacos para o
tratamento do DM. Além disso, pesquisadores como SOBEL et al. (1998);
POSPISILIK et al. (2002) e SANCHEZ et al. (2002), tém utilizado animais nestas
pesquisas, inclusive empregando PNBAs (SARKAR et al., 1996; RAO et al., 2001,
CHAKRABARTI et al., 2002(b); CARNEY et al., 2002 entre outros).

Na procura por novos farmacos além de se conhecer a substancia
responsavel pelo efeito desejado, € importante definir o mecanismo de agao deste
novo agente. O uso de substancias ou farmacos padrdes, cuja agao € totalmente ou
parcialmente conhecida, em um determinado modelo experimental, auxilia a
descoberta do mecanismo de agao do provavel farmaco.

Neste estudo avaliamos modelos, empregando ratos Wistar, na
procura por novos PNBAs com acgdo antidiabética, em experimentos agudos e
cronicos. Em alguns destes modelos investigamos o potencial antidiabético de duas
plantas: Cissus sicyoides (CS) e Solanum melongena (SM). O CS é empregado

popularmente, no Brasil, para o tratamento do DM e a SM, apesar de popularmente
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empregada para o tratamento de dislipidemia, existe relato de um possivel efeito
hipoglicémico em ratos diabéticos (DERIVI et al., 2002).

A Acarbose (Glucobay®-BAYER), é um oligossacarideo, inibidor da o-
glicosidase. Atua inibindo competitivamente e reversivelmente as enzimas o-
glicosidases ligadas a membrana intestinal, resultando em retardo na absorcao da
glicose e redugéao da hiperglicemia pés-prandial (PICKUP & GARETH, 1991).

A resposta do rato Wistar frente ao inibidor de a-glicosidase, acarbose,
observada na Figura 1, € semelhante a observada em humanos (CHIASSON et al.,
2002). Como este modelo experimental, empregando acarbose, amilose e ratos
Wistar, € facilmente reproduzivel, torna-se muito interessante para a pesquisa de
novos agentes com potencial anti-hiperglicemiante, com efeito farmacologico
semelhante a acarbose. Entretanto, a SM-H n&o apresentou atividade anti-
hiperglicemiante, provavelmente por ndo agir como um inibidor de a-glicosidases.

As sulfoniluréias sdo farmacos empregados no tratamento de pacientes
diabéticos desde a década de 50. A clorpropamida, um dos representantes da
classe das sulfoniluréias, atua estimulando a secregao de insulina pelas células
pancreaticas (PICKUP & GARETH, 1991).

Em nossos experimentos a queda (P < 0,05) da glicemia promovida
pela clorpropamida, tanto em animais alimentados (redugcdo de 44,8%) como em
jejum (reducdo de 59,6%), mostra que este modelo pode ser empregado na
averiguacdo de PNBAs capazes de atuar como secretagogos de insulina (Figura 2).
SARKAR et al. (1996), observaram redugcdo semelhante (40-44%) da glicemia, 1
hora apds a administragcdo de tolbutamida (sulfoniluréia), em ratos Wistar normais

que receberam uma sobrecarga de glicose via subcutanea.
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E interessante observar que a avaliacdo da glicemia e ndo a avaliagéo
da insulinemia constitui um parametro mais seguro para avaliar um PNBA com
potencial antidiabético via estimulo da secrecdo de insulina, principalmente quando
se trabalha com extrato bruto. Isto porque a glicose (principal secretagogo de
insulina), a amilose e outros carboidratos, eventualmente presentes no extrato
vegetal, podem elevar a insulinemia via maior oferta de glicose para a corrente
sanguinea.

No experimento onde empregamos insulina, em condi¢cdoes
semelhantes a clorpropamida descrita anteriormente, a reducdo da glicemia
promovida por este farmaco (Figura 3) em ratos Wistar alimentados (36,8%) e em
jejum (46,2%) foi semelhante a geralmente observada em humanos (HOLMAN &
TURNER, 1991). Estes resultados mostram que ratos Wistar podem constituir
modelos experimentais para busca de novos PNBAs com mecanismos de acgéao
semelhantes aos da insulina.

E importante observar que uma diferenciacdo da queda da glicemia por
um mecanismo “insulin like” x “sulfonylurea like” para um PNBA, poderia ser obtido
via, ndo dosagem de insulina, mas de peptideo C. Isto porque para cada molécula
de insulina secretada pelas células B pancreaticas, em resposta a um agente
estimulador (por exemplo, uma sulfoniluréia), uma molécula de peptideo C também é
liberada na corrente sanguinea, enquanto que a insulina exdgena reduz a secregao
de peptideo C, via reducao da glicemia.

Para o ser humano o teste de tolerancia a glicose (TTG) é
recomendavel quando ndo ha sintomas sugestivos de diabetes, mas a glicemia de
jejum se apresenta entre 110 e 125 mg/dL (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,

1997). Além disso, este teste € muito empregado em pesquisa utilizando animais,
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inclusive na avaliacdo de novos farmacos (SARKAR et al., 1996; ARAI et al., 1999;
PUSHPARAJ et al., 2001; DERIVI et al., 2002), ja que demonstra, com maior
sensibilidade, as alteragdes na regulacéo da glicemia.

A realizagdao de TTG usando diferentes vias de administracdo de
glicose pode ajudar na definicdo do mecanismo de agéo de uma determinada droga.
Por exemplo, ARAI et al. (1999) verificaram que certas fragdes do extrato etandlico
de folhas de Eugenia uniflora sdao capazes de inibir a elevacdo da glicemia em
camundongos, quando o TTG é realizado por via intragastrica (IG), mas néao
apresentam o mesmo efeito quando se utiliza a via intraperitoneal (IP). Estes
resultados, segundo os autores, contribuiram para a conclusdo de uma possivel
alteracao na absor¢ao da glicose em nivel intestinal, promovida pela planta.

Em experimentos realizados em nosso laboratério, empregando ratos
Wistar normais, verificamos que o efeito hiperglicémico maximo ocorre em 30
minutos apdés a administracdo, oral ou intraperitoneal de glicose (dados nao
mostrados). Baseando-nos nestes resultados, avaliamos a glicemia dos animais
empregados neste estudo, apenas para este periodo de tempo. Assim, observamos
que, apesar de nao obtermos uma diferenga significativa na elevagao da glicemia
nos animais que receberam glicose, o extrato aquoso de CS n&o alterou a tolerancia
a glicose IG e ao contrario da crenga popular, diminuiu (P < 0,05) a tolerancia a
glicose IP (Figura 4). Esta diminuicdo da tolerancia a glicose causada pelo CS
também foi verificada por BELTRAME et al., (2001). Estes autores realizando TTG
intravenoso em ratos Wistar, tratados com dexametasona e/ou CS, verificaram que o
extrato hidroalcodlico das folhas desta planta aumentou o grau de intoleréncia a

glicose intravenosa promovida pela dexametasona.
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A elevagcdo da glicemia nos animais que receberam glicose nao foi
significativa devido a grande variabilidade deste parametro, definindo a necessidade
de se trabalhar com um maior numero de animais por grupo.

Além disso, gragas a presencga, neste experimento, de um grupo de
animais que receberam CS via IG, sem qualquer sobrecarga de glicose, observamos
que o extrato aquoso desta planta, ndo diminuiu, mas ao contrario do que se
esperava, aumentou (P > 0,05) a glicemia. Uma auséncia de efeito do CS sobre a
glicemia em ratos normais foi constatada em experimento realizado por PEPATO et
al., (2003). Neste trabalho os autores avaliaram o efeito de um decocto de folhas de
CS sobre alguns parametros metabdlicos, inclusive glicemia, de ratos normais e
diabéticos, encontrando resultados positivos apenas nos animais diabéticos.

A inducédo quimica do DM é facilmente alcangada em ratos Wistar e
tem sido empregada para o estudo de fitofarmacos (SABU & KUTTAN, 2002;
MAROO, et al., 2002). Ratos submetidos ao tratamento com aloxana, como ja
anteriormente observado por diversos autores, desenvolvem um quadro de
hiperglicemia (AGUIYI et al., 2000; STANELY et al., 2000; DHANDAPANI et al.,
2002).

Em nossos experimentos observamos, além da hiperglicemia, uma
grande variagdo na concentragao sérica de glicose nos ratos tratados com aloxana
(tabela B), o que também se pbéde notar nos trabalhos de RAO et al. (1999) e
PEPATO et al. (2001) com ratos Wistar tratados com aloxana e STZ,
respectivamente. Outra observagcdo a partir de nossos resultados foi a morte de
parte dos animais que receberam aloxana (Tabela B). De acordo com nossos
resultados DIXON et al. (1999) observaram que o efeito téxico da aloxana sobre as

células B-pancreaticas de porcos envolve a liberagdo massiva de insulina,
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responsavel pela intensa hipoglicemia que pode levar a morte. Ainda segundo
DIXON et al. (1999), esta hipoglicemia pode ser tratada, evitando-se a morte do
animal, através da disponibilizacdo de ragao ad libitum e administracdo intravenosa
de glicose.

Esta grande variagdo da glicemia gerou a necessidade de um
pareamento (distribuicdo homogénea) dos ratos (Tabela C) a serem submetidos ao
tratamento.

Quando usamos ratos Wistar diabéticos para avaliar o efeito do CS
sobre a glicemia apés tratamento por cinco dias e deparamos com uma redugao
deste parametro bioquimico, tanto em animais tratados como em animais controles,
que receberam agua (Figura 5), percebemos que houve reversao parcial do quadro
diabético. Estes resultados vém de encontro aos relatos de outros estudos
mostrando a possivel reversdao espontdnea do diabetes aloxanico em ratos
(CHATTOPADHYAY et al., 1997). Entretanto nossos resultados com CS em ratos
Wistar diabéticos aloxanicos foram diferentes dos obtidos por PEPATO et al. (2003)
em ratos Wistar com diabetes induzida por estreptozotocina. Estes autores
observaram que o tratamento destes animais, com o decocto de folhas de CS,

melhorou diversos parametros metabdlicos alterados pelo diabetes.

5.2 Modelos experimentais para estudos de PNBAs com potencial

hipolipemiante

Varios componentes do metabolismo lipidico de ratos s&o diferentes da
espécie humana. Por exemplo, a falta de proteina transferidora de éster de
colesterol (PTEC) e a utilizagdo das HDLs como transportadoras mais importantes

do colesterol plasmatico. Estas diferencas tém levado a opinides conflitantes entre



73
os autores quanto ao emprego desta espécie como modelo experimental para
estudos de farmacos hipolipemiantes. DAY et al. (1978), relataram que apesar de
ratos serem usados extensivamente para avaliar o efeito de compostos sobre a
colesterolemia total e trigliceridemia, estes animais deveriam ser empregados
apenas na procura de compostos que elevassem os niveis de HDL. KRAUSE &
NEWTON (1995), concluiram que ratos normais podem ser usados em estudos pré-
clinicos com inibidores de HMG-CoA redutase, desde que os resultados de reducao
da trigliceridemia, observados com este farmaco no rato, correlacionem-se com a
reducdo de colesterol em outras espécies, tais como coelho e cobaio.

Quanto a pesquisa de compostos naturais, principalmente de origem
vegetal, observa-se atualmente, um amplo emprego do rato como modelo animal na
procura de compostos com possiveis efeitos hipolipemiantes, inclusive sem
comparagao com qualquer outro agente hipolipemiante padrao (RASEKH et al.,
2001; ANILA & VIJAYALAKSHMI, 2002; OLIVEIRA et al., 2002a; OLIVEIRA et al.,
2002b).

A berinjela ou Solanum melongena (SM) foi o PNBA testado em
nossos modelos experimentais para pesquisa de novos agentes hipolipemiantes.
Este vegetal tem sido empregado popularmente no tratamento de dislipidemia e
existem relatos sobre um possivel efeito hipolipidémico em humanos e animais de
laboratério (GUIMARAES et al., 2000; JORGE et al, 1998), incluindo ratos
(SUDHEESH et al., 1997).

Para a padronizagao de modelos experimentais nos estudos de PNBAs
com potencial hipolipemiante, comegamos com um modelo experimental em ratos
Wistar normais, alimentados com dieta padrdo para avaliar potenciais farmacos

inibidores da absorcdo de gorduras da dieta. Empregamos o Reducal®, um
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complexo alimentar a base de extrato de fibras de conchas de crustaceos
(Quitosana) e acido ascérbico, para avaliar a interferéncia deste na elevagcéo da
trigliceridemia apds a administragao de uma fonte de gordura animal (Figura 6).

A quitosana, uma forma desacetilada da quitina, constitui um
abundante produto polimérico de biossintese natural, especialmente em crustaceos.
Comportam-se como fibras dietéticas, ja que ndo sao digeridas pelas enzimas
gastrintestinais humanas. Quando em ambientes acidos como no estdbmago animal,
a quitosana, através de sua carga positiva, liga-se a moléculas carregadas
negativamente, como as gorduras, dificultando a sua absorgéo e contribuindo, desta
forma, para reduzir a lipemia. A associagao de quitosana com acido ascoérbico tem
efeito sinérgico na diminuicdo da absor¢do de gorduras no trato gastrointestinal
(KANAUCHI et al., 1995). CHIANG et al. (2000) em um experimento usando ratos
(Sprague-Dawley) alimentados com dieta enriquecida com colesterol e quitosanas
de baixa e alta viscosidade, observaram uma acgao hipocolesterolémica das
quitosanas independente das diferengas no grau de viscosidade.

Segundo o fabricante, o Reducal® tem a capacidade de absorver varias
vezes 0 seu peso em gordura e devido a associagdo com o acido ascorbico, é capaz
de diminuir em 50% a absor¢do das gorduras ingeridas na dieta, auxiliando no
controle de peso e niveis sanguineos de colesterol.

Em nossos experimentos o Reducal® inibiu em 34,5% (P < 0,05) a
elevagao da trigliceridemia promovida pela GB (Figura 6). Assim este composto
poderia ser empregado como controle positivo, em experimentos com novos PNBAs
que atuem como inibidores da absorgao de gorduras de origem animal provenientes

da dieta, em ratos Wistar normais.
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Como encontramos dificuldade em reproduzir os resultados
anteriormente descritos ao adquirirmos novo lote de GB (dados n&do mostrados),
decidimos substituir a gordura de origem animal por outra vegetal, quando
observamos (Figura 7) elevacdo (P < 0,05) da trigliceridemia, em resposta a
administragao da gordura vegetal (OSC). De acordo com nossos resultados ARAI et
al., (1999) obtiveram niveis significativamente elevados de triacilglicerol no soro de
camundongos, empregando 6leo de milho.

Em nossos experimentos o Reducal® ndo foi capaz de impedir a
elevagdo da trigliceridemia promovida pelo OSC (Figura 7), sugerindo que este
composto, mesmo em elevadas doses (500 mg/Kg), ndo afeta a absorgcéo de
gordura de origem vegetal em ratos Wistar. Poréem, ORMROD et al. (1998),
avaliando o efeito da quitosana sobre a colesterolemia de camundongos knockout,
deficientes em apolipoproteina-E (animais que apresentam niveis de colesterol 7 a
10 vezes maiores que os camundongos normais sem a necessidade de alteragdes
na dieta), demonstraram que este composto foi capaz de reduzir as concentragdes
séricas de colesterol através da ligagdo com outros lipideos da dieta que né&o
colesterol.

A falta de um efeito inibidor do Reducal® na absorcdo de gordura
vegetal nos levou a substitui-lo por um outro produto com maior poténcia
farmacoldgica, o orlistat (Xenical®). Este medicamento, previamente aprovado para o
tratamento da obesidade, impede a hidrdlise do triacilglicerol, através da inativagéo
das lipases gastrintestinais, fazendo com que parte da gordura da dieta ndo seja
absorvida (KELLEY & JNEIDI, 2002). WIERZBICKI et al. (2002) trabalhando com
individuos hiperlipidémicos e submetidos a terapia convencional, verificaram redugao

na trigliceridemia quando orlistat foi adicionado ao tratamento destes pacientes. Em



76

nossos estudos o Xenical® foi capaz de impedir (P < 0.05), em aproximadamente
50%, a elevagao da trigliceridemia em animais que receberam sobrecarga de OSC,
quando comparados aos controles que receberam apenas OSC (Figura 8). Porém, o
PNBA avaliado neste modelo, ou seja, o extrato seco de SM-H, ndo foi capaz de
impedir a elevagdo da trigliceridemia em ratos que receberam OSC (Figura 8),
provavelmente por ndo agir de forma semelhante ao orlistat, ou seja, por nao inibir
as lipases gastrintestinais nesta linhagem de ratos.

Embora a SM-H nao tenha apresentado efeito inibidor da elevacéo da
trigliceridemia pés-administracdo de OSC, constatamos que o Xenical® constitui
excelente controle positivo em experimentos, empregando ratos Wistar, nos quais se
pretende investigar esse tipo de atividade bioldgica de outros PNBAs.

Pacientes com diabetes apresentam, com alta frequéncia, dislipidemia,
a qual pode contribuir significativamente para a DAC, a principal causa de morte
nestes pacientes (GARG, 1998). Em ratos o diabetes também esta, geralmente,
associado a uma dislipidemia, propiciando desta forma a constru¢ao de modelos de
estudo em alteragdes do metabolismo lipidico (MATHE, 1995).

Em condigcbes normais a insulina ativa a lipoproteina lipase e
consequentemente a hidrdlise de triglicérides. Porém, em individuos com deficiéncia
de insulina ha falhas na ativagdo desta enzima o que justifica a hipertrigliceridemia
(SHARMA et al., 1997).

Quando mantemos ratos diabéticos por varios dias antes de emprega-
los em modelos para estudos de farmacos com potencial hipolipemiante, ficamos
sujeitos ao problema de reversao do DM, principalmente relacionado ao uso de

aloxana (CHATTOPADHYAY et al., 1997). Apesar deste problema optamos pelo uso
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da aloxana devido ao menor custo e maior estabilidade desta em relagdo a
estreptozotocina.

Nos observamos ainda que, a reversao parcial do DM acontece mesmo
apos o 30° dia da administracdo de aloxana, sugerindo que o periodo de 15 dias,
adotado por alguns autores (STANELY et al., 2000; MAROO et al., 2002; RAO et al.,
2003), apds a administracdo da aloxana, parece nao ser suficiente para
estabilizagcao das condicdes diabéticas.

Em nosso estudo observamos alteragdes na trigliceridemia em ratos
alimentados com ragao padrao, apos 30 dias da administracdo de uma unica dose
de aloxana (40 mg/Kg). Entretanto ndo observamos alteragdes significativas na
colesterolemia destes animais (resultados nao apresentados). Em contraste RAO et
al. (1999) obtiveram concentracdes séricas significativamente elevadas de colesterol
e triacilglicerol em ratos Wistar com DM induzida por aloxana, alimentados com dieta
padrao, durante 30 dias apd6s a administracdo de uma dose intraperitoneal de
aloxana. Da mesma forma RASEKH et al. (2001) obtiveram elevagdo na
colesterolemia e trigliceridemia em ratos Wistar diabéticos, entretanto, estes foram
alimentados com uma dieta suplementada com alta concentragao de gordura, 1% de
colesterol e 5% de acido célico, durante 20 dias apo6s a diabetizagdo com STZ.

Como exemplo de investigagao de potencial hipolipemiante de PNBAs
com emprego de modelo experimental de dislipidemia diabética, trabalhamos com a
SM-H. Assim, ratos diabéticos foram mantidos por 30 dias antes do inicio do
tratamento com PNBA, para se obter hipertrigliceridemia. Entretanto durante este
periodo observamos decréscimo da glicemia. Portanto a aparente redugdo da
glicemia observada apés o tratamento com PNBA (Tabela 1), revela apenas uma

melhora natural do quadro diabético. Este modelo foi interessante também para
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mostrar a grande reducédo da glicemia que ocorre em ratos com DM induzido por
aloxana e em jejum, dificultando a avaliagcdo de resposta ao PNBA testado, em
animais nestas condi¢cbes (Tabela 2). Para contornar este problema, avaliamos a
glicemia dos animais alimentados no ultimo dia de tratamento e os submetemos a
um jejum para avaliarmos a trigliceridemia no dia seguinte.

A reducgao da trigliceridemia observada nos ratos diabéticos tratados
com SM-H e nos diabéticos controles (Figura 9), revela que esta reducgédo é
consequente a reversao parcial do diabetes e ndo ao efeito da SM-H. Esta reversao
induziu a normalizagao da trigliceridemia (média = 75,87 mg/dL) nos animais do
grupo controle, limitando o emprego deste modelo nas avaliagbes de PNBAs com
potencial hipolipemiante.

A sinvastatina pertence ao grupo das estatinas e como os demais
representantes do grupo atuam inibindo a HMG-CoA redutase, uma enzima chave
na biossintese de colesterol. As estatinas apresentam substancial efeito redutor de
colesterol total, LDL e em menor grau de triacilglicerol em humanos (BERTOLINI &
BAZOTTE, 2001). Atualmente esta bem estabelecido que em ratos normais,
alimentados com ragdes padroes, as estatinas, apesar de inibirem a HMG-CoA
redutase, ndo reduzem a concentragdo de colesterol plasmatica, mas reduzem a
trigliceridemia, através da inibicdo da secrecao hepatica de VLDL (KRAUSE &
NEWTON, 1995).

O uso dos fibratos, como o ciprofibrato, em humanos resulta em
diminuicdo da concentragao plasmatica de lipoproteinas ricas em triacilglicerol, como
as VLDLs e também na elevagao da concentragao plasmatica de HDL. Atuam como
ativadores dos receptores ativados por proliferadores de peroxossima (PPAR),

reduzindo a expressao génica da apolipoproteina C-lll hepatica e aumentando
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aquela da lipoproteina lipase, com consequente diminuicdo do VLDL, além do
aumento da expressdo génica das apolipoproteinas A-l e A-ll. responsaveis pelo
aumento de HDL (STAELS et al., 1998). Em ratos alimentados com dieta padréo, os
fibratos ndo reduzem a producdo de VLDLs ricas em triacilglicerol. Entretanto
existem relatos de diminuicdo de colesterol plasmatico em virtude do tratamento com
fibratos, principalmente em ratos machos (KRAUSE & PRINCEN, 1998).

No modelo experimental empregando ratos normais e farmacos
hipolipemiantes, ou seja, sinvastatina e ciprofibrato, constatamos (Tabela 3) um
efeito diferente do esperado em humanos. A sinvastatina empregada na dose de 10
mg/Kg/dia, elevou (P > 0,05) a colesterolemia e o ciprofibrato (10mg/Kg/dia) reduziu
(P < 0,05) a colesterolemia. Estes resultados confirmam que estes farmacos
apresentam, em ratos, um efeito diferente do observado em humanos, como ja
relatado por alguns autores (KRAUSE & PRINCEN, 1998). Portanto em ratos Wistar,
a sinvastatina e o ciprofibrato poderdo ser aplicados em estudos de PNBAs com
potencial hipolipemiante, desde que se leve em consideracdo esta diferenca de
resposta, ou seja, o rato podera ser usado em triagens de PNBAs capazes de alterar
as concentracdes lipidicas. Entretanto estes resultados poderdao nédo ser
completamente extrapolaveis para humanos.

FUJIOKA et al. (1995) observaram um efeito hipercolesterolémico e
hipotrigliceridémico em ratos quando estes foram tratados, por varios dias, com altas
doses de um outro representante do grupo das estatinas, a pravastatina. Como
estdvamos a procura de um controle positivo para averiguagdo do efeito
hipotrigliceridémico em ratos, repetimos este modelo de tratamento crénico elevando
a dose de sinvastatina (100mg/Kg). Nossos resultados demonstraram uma redugéao

(P > 0,05) na trigliceridemia e um aumento (P > 0,05) na colesterolemia (Tabela 4).
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Sugerindo desta forma que para atingirmos o objetivo desejado, ou seja, definir um
controle positivo para testar PNBAs com potencial hipotrigliceridémico, em ratos
Wistar normais, € possivel que necessitariamos de uma dose ainda maior de
sinvastatina ou entdo o emprego de outro derivado do grupo, como a pravastatina,
também em dose elevada (como observado por FUJIOKA et al., 1995).

Na dose de 10 mg/Kg/dia a SM-H, o representante dos PNBAs testado
no modelo para tratamento crénico, com ratos Wistar normais e farmacos
hipolipidémicos padrdes, n&o acarretou (Tabela 3) qualquer alteragdo nos
parametros lipidicos avaliados. Porém, SUDHEESH et al. (1997) observaram um
efeito hipolipidémico em ratos tratados com 10 mg/Kg/dia de flavondides extraidos
do fruto de SM. Portanto para correspondermos as observacdes destes autores,
aumentamos a dose de SM-H em 10 vezes aquela usada nos experimentos
anteriores (a qual estava baseada na dose utilizada em humanos), ja que estavamos
trabalhando com um extrato seco (total) do fruto de SM e ndo uma fragao purificada.
Entretanto, observamos que mesmo em doses maiores, a SM-H ndo mostrou

qualquer efeito sobre a colesterolemia ou trigliceridemia (Tabela 4).

5.3 Modelo Experimental para Estudo de Toxicidade Aguda de PNBAs.

Os testes para avaliagdo de toxicidade de novos farmacos sao
imprescindiveis durante o0s ensaios pré-clinicos. Farmacos com potencial
antidiabético e ou hipolipemiante, podem ser toxicos e, portanto impréprios para uso
em seres vivos, sendo a hepatotoxicidade um dos primeiros aspectos a ser
investigado. Geralmente esta avaliagdo é feita através da dosagem de enzimas

conhecidas como marcadores da fungédo hepatica, tais como: AST e ALT.
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Ao avaliarmos o efeito de altas doses (5g/Kg) de SM-H sobre as
enzimas AST e ALT, através do modelo de hepatotoxicidade empregando ratos
Wistar e CCls, ndo observamos qualquer alteragdo nos niveis séricos destas
enzimas apos 4 ou 24 hs da administragcao deste PNBA.

Porém, em nossos estudos o CCl; alterou drasticamente as
concentragdes séricas de AST e ALT no rato Wistar, podendo ser empregado como
controle positivo de hepatotoxicidade em experimentos com PNBAs.

Como o CCls induz hepatotoxicidade aguda em ratos, poderia ser
empregado também na constituicio de modelos para avaliar a atividade
hepatoprotetora ou anti-hepatotéxica de diversos compostos, inclusive de plantas ou
seus derivados (AJITH & JANARDHANAN, 2002; AHMED et al., 2002), além de
auxiliar na investigagdo de mecanismos de hepatotoxigenicidade de algumas drogas

(LI et al., 2002).
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6. CONCLUSAO

Ratos da linhagem Wistar respondem, de modo qualitativamente
semelhante ao homem, a acdo de farmacos antidiabéticos como a acarbose,
clorpropamida e insulina, podendo constituir modelos experimentais para avaliacido
de PNBAs com potencial antidiabético. Da mesma forma esta linhagem responde, de
modo qualitativamente semelhante ao homem, a acado de farmacos hipolipemiantes
como quitosana e orlistat, podendo assim também constituir modelos experimentais
para avaliacdo de PNBAs com potencial hipolipemiante. Por outro lado, a resposta a
sinvastatina ou ciprofibrato foi diferente da observada em humanos, mostrando que
ratos Wistar poderiam ser empregados em “screenings” farmacologicos para avaliar
PNBAs com potencial hipolipemiante desde que se leve em consideracdo esta
diferenca.

Podemos também concluir que ratos Wistar com DM induzida por
aloxana, apesar de poderem apresentar reversao parcial da doenga, podem
constituir modelos experimentais para avaliaggo de PNBAs com potencial
antidiabético. Porém, ndo sao eficientes para avaliagdo de PNBAs com potencial
hipolipemiante, ja que tendem a uma normalizagdo nas concentragdes séricas de

lipideos.
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