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RESUMO

Moringa oleifera Lam. é uma planta nativa do nordeste da india muito utilizada na medicina
popular devido as suas varias propriedades farmacoldgicas. Estudos etnofarmacoldgicos tém
demonstrado atividade hipoglicemiante de compostos oriundos de partes dessa planta,
principalmente de suas folhas, em modelos de animais diabéticos e, também, em humanos,
embasando sua utilizacdo na medicina popular para o tratamento do diabetes. A agéo
hipoglicemiante de compostos de folhas de M. oleifera tem sido creditada a componentes
oriundos do metabolismo secundario vegetal, sendo escassos trabalhos abordando a
participacdo de proteinas nessa acdo farmacoldgica. O objetivo deste trabalho foi obter uma
fracdo proteica a partir de folhas de M. oleifera e verificar seu efeito hipoglicemiante em
modelos de animais diabéticos. Para isso, foi realizada extracéo de proteinas a partir de folhas
de M. oleifera, seguida de precipitacdo com sulfato de aménio (0-90%). Apds dialise
exaustiva, o material foi liofilizado para obtencdo da fragdo proteica denominada Mo-FPF.
Como modelo de animal experimental, foram utilizados camundongos com diabetes
quimicamente induzido por aloxano. Inicialmente, doses de 100, 300 e 500 mg/Kg de peso
corporeo de Mo-FPF foram administradas intraperitonealmente, tendo sido a dose de 500
mg/Kg de peso corporeo a mais efetiva na reducdo glicémica apos 1, 3 e 5 horas da
administracdo. Tal efeito hipoglicemiante ndo foi verificado pela rota intragastrica. Alem
disso, esse efeito sofreu reducdo quando Mo-FPF foi previamente fervida e administrada por
via intraperitoneal. Mo-FPF, administrada diariamente pela rota intraperitoneal, na dose de
500 mg/Kg, durante 20 dias, resultou em reducdo glicémica, além de ter exercido efeito
hipocolesterolemiante e antioxidante. O perfil eletroforético de Mo-FPF mostrou uma
diversidade de bandas proteicas, que foram suscetiveis a acdo da pepsina e tripsina em ensaio
de digestibilidade in vitro. Através de imunoensaio por Dot Blot, foi verificada reacéo cruzada
entre 0 anticorpo anti-insulina humana e Mo-FPF, sugerindo a existéncia de epitopos
antigénicos do tipo insulina em proteinas de folhas de M. oleifera. Assim, o conjunto de dados
obtidos mostra que proteinas oriundas de folhas de M. oleifera contribuem para o efeito

hipoglicemiante demonstrado neste trabalho.

Palavras-chave: Moringa oleifera. Proteinas de folhas. Proteinas do tipo insulina. Atividade
hipoglicemiante. Atividade hipocolesterolemiante. Atividade antioxidante.



ABSTRACT

Moringa oleifera is a plant native to northeastern India widely used in Indian folk medicine
due to its various pharmacological properties. Ethnopharmacological studies have
demonstrated that compounds derived from parts of this plant, especially leaves, have
hypoglycemic activity in diabetic animal models and in humans, allowing its use in folk
medicine. The hypoglycemic action of M. oleifera leaves has been attributed to compounds
from plant secondary metabolism, however studies showing the involvement of proteins as
antidiabetic substances are scarce. The aim of this study was to obtain a protein fraction of M.
oleifera leaves and evaluate its hypoglycemic effects on diabetic animal models. For this, the
leaf proteins were extracted followed by ammonium sulfate precipitation (0-90%). After
exhaustive dialysis, this material was lyophilized to obtain the protein fraction named Mo-
PFL. As experimental animal model, alloxan-induced diabetic mice were used. Initially Mo-
PFL was intraperitoneally administered at doses of 100, 300 and 500 mg/Kg body weight.
The dose of 500 mg/Kg body weight was more effective in reducing blood glucose after 1, 3
and 5 hours of Mo-PFL administration. This hypoglycemic effect was not observed by the
intragastric route. This effect was also reduced when boiled Mo-PFL was intraperitoneally
administered. Daily intraperitoneal administration of Mo-PFL at a dose of 500 mg/Kg body
weight for 20 days caused a significant reduction in blood glucose level and also exerted
antioxidant and hypocholesterolemic effects. Electrophoretic pattern of Mo-PFL showed a
variety of protein bands, which were susceptible to in vitro pepsin and trypsin digestion. A
Dot Blot immunoassay showed cross reactivity between human anti-insulin antibody and Mo-
PFL, suggesting the presence of insulin-like epitopes in M. oleifera leaf protein. Overall,
these data show that some proteins derived from M. oleifera leaves may contribute to the

hypoglycemic effect observed in the present work.

Keywords: Moringa oleifera. Leaf proteins. Insulin-like proteins. Hypoglycemic activity.

Hypocholesterolemic activity. Antioxidant activity.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, as doencas do tipo cronicas ndo transmissiveis constituem a principal
causa de morte e invalidez, tendo sido estimado que, em 2020, 80% das doengas nos paises
em desenvolvimento deverdo advir de problemas cronicos. O diabetes mellitus e suas
complicacOes tardias representam uma das principais enfermidades cronicas que contribuem
para tais impactos (CHOPRA; GALBRAITH; DARNTON-HILL, 2002; SHAW, SICREE;
ZIMMET, 2010). Tomando-se como referéncia que em 2000 existiam cerca de 170 milhdes
de diabéticos no mundo e que até 2030 esta previsto um aumento para 439 milhdes (no Brasil,
espera-se algo em torno de 12 milhdes de diabéticos), percebe-se um avango dessa doenga em
proporcoes epidémicas (WILD et al., 2004; SHAW; SICREE; ZIMMET, 2010).

Uma vez que o diabetes ndo tem cura, o seguimento de uma rotina de cuidados
medicamentosos, dietéticos e de estilo de vida deve ser estritamente constante para a
manutencdo de niveis glicémicos adequados. A falta de adesdo ao tratamento é uma das
principais causas do controle inadequado e do aumento de complicagfes associadas a doenca
(LEU; ZONSZEIN, 2009). Entretanto, perspectivas de tratamento do diabetes, tais como a
formulacdo de novos analogos de insulina e de hipoglicemiantes orais, garantem, quando
acessiveis, maiores possibilidades de contribuicéo para reducdo glicémica e conforto por parte
do paciente, o qual pode aderir de forma mais eficiente ao tratamento, resultando em um
maior controle, na reducdo de comorbidades e no alivio dos impactos dessa doenca no ambito
social e econdmico (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2004).

Diversas pesquisas conduzidas com animais relatam efeitos hipoglicémicos de
extratos de plantas, distribuidas nas mais diversas familias do reino Plantae. Varios
componentes extraidos mostraram-se capazes de reduzir ou amenizar a sintomatologia do
diabetes e de suas complicacbes. O maior crédito desses efeitos antidiabéticos de tecidos
vegetais tem sido dado aos compostos secundarios, muito embora proteinas venham
revelando forte potencial para serem usadas como agentes hipoglicemiantes. A descoberta,
isolamento e caracterizacdo estrutural de componentes vegetais com tais propriedades
benéficas, sejam eles de que natureza (protéica, glicidica, oriundos do metabolismo
secundario vegetal), possibilita, por exemplo, a formulacdo de novos medicamentos, além de
incentivar a busca de tais componentes em outras fontes (NEGRI, 2005; MENTREDDY,
2007).

Moringa oleifera, chamada simplesmente de moringa e conhecida em muitas regides

como “a arvore da vida”, € utilizada como fonte de alimento e, também, como coadjuvante no
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tratamento de diversas doencas, inclusive no diabetes (ANWAR et al., 2007). Pesquisas tém
mostrado seu potencial hipoglicemiante, especialmente de suas folhas (NDONG et al., 2007;
JAISWAL et al., 2009). Todavia, até a presente data, ndo ha relatos na literatura abordando
especificamente o efeito hipoglicemiante de proteinas de moringa. Uma vez que essas
macromoléculas estdo universalmente presentes em todos os seres, havendo, inclusive,
evidéncias cientificas da conservagdo de proteinas com atividade do tipo insulina (insulin-
like) em plantas (SILVA et al., 2002, VENANCIO et al., 2003) e, ainda, que folhas de
moringa apresentam elevados teores proteicos (RAMACHANDRAN; PETER,;
GOPALAKRISHNAN, 1980; MOURA et al., 2009), o seguinte questionamento surgiu:

As proteinas presentes nas folhas de moringa seriam responsaveis, pelo menos em

parte, pela atividade hipoglicemiante relatada para esta espécie vegetal?

Diante desse questionamento, o presente trabalho teve como proposta avaliar os
efeitos hipoglicemiantes de extratos proteicos de folhas de moringa, em modelos de animais
diabéticos, de forma a contribuir para a elucidacdo das propriedades e possibilidades

adicionais de aplicacdo dessas proteinas como agentes terapéuticos no tratamento do diabetes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Célula B pancreatica: da biossintese a secre¢do de insulina

O pancreas constitui um 6rgdo de fundamental importancia para a homeostase
metabolica da glucose, sendo tal funcdo realizada, em grande parte, pelo compartimento
enddcrino pancreético, constituido por inimeros e pequenos grupos de células enddcrinas, as
ilhotas pancreéticas, distribuidas ao longo de todo o tecido acinar desse 6rgdo (BRASS et al.,
2009). As ilhotas pancredticas perfazem cerca de 2 a 3% do volume pancreético,
compreendendo diversos tipos de células enddcrinas, destacando-se as células B (produtoras
de insulina), as células a (produtoras de glucagon), as células & (produtoras de somatostatina),
as células produtoras de polipeptideo pancreatico e, descobertas mais recentemente, as células
produtoras de grelina (WIERUP et al., 2002; JONES; PERSAUD, 2010).

As ilhotas pancreaticas sdo aproximadamente esféricas, com um diametro médio de
100 a 200 pum, podendo contabilizar mais de um milhdo em um pancreas humano saudavel.
Entre espécies, existem algumas diferencas no arranjo anatdmico das células nas ilhotas. Em
camundongos, por exemplo, a populagdo de células B constitui cerca de 80% da massa de
células enddcrinas e ocupam o centro da ilhota, sendo rodeadas por uma fina camada de
células o. Em humanos e em primatas ndo humanos, as células  perfazem de 50 a 60% da
massa de células endocrinas e a estrutura da ilhota € menos organizada, havendo certa mistura
entre células B ¢ a ao longo de toda a ilhota. Além disso, ilhotas humanas possuem mais
células o e menos células 3, quando comparadas com ilhotas de camundongos (CABRERA et
al., 2006; BRISSOVA; POWERS, 2008).

As células B produzem o horménio insulina, 0 horménio anabdlico mais importante
para 0 controle da homeostase metabdlica normal em mamiferos. O turnover de células
adultas € um processo lento, no qual somente 1% dessas células sai da fase G, do ciclo
mitotico (SKELIN; RUPNIK; CENCIC, 2010). Ainda assim, a replicacdo mitética é a
principal forma de aumento da populacéo dessas células. Fatores regulatérios do ciclo celular,
tais como ciclina D2 e ciclina D dependente de quinase-4, sdo essenciais para a replicacao
normal das células P, especialmente na fase neonatal, na qual ocorre a maior taxa de
replicacdo que, por sua vez, garante uma massa adequada dessas células na fase adulta
(LINGOHR; BUETTNER; RHODES, 2002; BOUWENS; ROOMAN, 2005; SALPETER;
DOR, 2008). A neogénese de células 3, ou seja, a formagdo de novas células B a partir de

células epiteliais do duto pancreéatico tem sido documentada em ratos e em humanos, tendo
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sido sugerido a ndo ocorréncia em camundongos. Embora seja aceito que essa neogénese
provavelmente ocorra, seus mecanismos bioquimicos sdo ainda pouco compreendidos. Na
fase adulta, a massa de células B permanece relativamente constante, aumentando sob certas
circunstancias fisiologicas tais como gravidez e obesidade ndo diabética (BONNER-WEIR,
2000; BUTLER et al., 2003; DOR et al., 2004; LEVETAN, 2010).

Niveis adequados de glucose sanguinea (normoglicemia) sdo alcancados gracas a
atuacdo de um sistema neuro-hormonal regulatério/contraregulatério, do qual a insulina e,
consequentemente, as células B, participam. Redugdes glicémicas para menos que 70 mg/dL
suprimem a liberagdo de insulina pelas células B, disparando, por sua vez, a liberacdo de
hormdnios hiperglicemiantes por outras células, a fim de restaurar a normoglicemia.
Aumentos glicémicos acima dos niveis normais estimulam a liberacdo de insulina, que
promove remocgdo do excesso de glucose sanguinea por células musculares esqueléticas e
adipocitos. As células B sdo altamente especializadas na producao e estocagem de insulina, de
tal forma que esse hormdnio constitui cerca de 10% das proteinas totais encontradas nessas
células (SHRAYYEF; GERICH, 2009; JONES; PERSAUD, 2010).

A insulina foi a primeira proteina cuja estrutura primaria foi elucidada (SANGER,
1959). A biossintese desse hormonio pelas células B envolve a sintese inicial de um precursor
polipeptidico, a pré-pré-insulina, constituido por um peptideo sinal de 24 residuos, uma
cadeia A de 21 residuos, o peptideo C (cujo comprimento varia entre especies) e uma cadeia
B de 30 residuos. O gene para esse precursor esta localizado no braco curto do cromossomo
11. A tradugdo do RNAmM maduro da pré-pro-insulina € realizada no reticulo endoplasmatico
rugoso, em cujas cisternas a pre-pré-insulina é langada e rapidamente processada por enzimas
proteoliticas que clivam o peptideo sinal, gerando pro-insulina (RHODES; SHOELSON;
HALBAN, 2005; STEINER, 2008)

As conformaces estruturais das moléculas de pré-insulina e de insulina sdo muito
similares, e a principal funcédo do peptideo C na pré-insulina é alinhar as pontes dissulfeto que
ligam as cadeias A e B, de forma que a molécula sofra enovelamento de forma correta para
posterior clivagem (FIGURA 1). Moléculas de pro-insulina sdo transferidas ao aparelho de
Golgi, no qual sdo empacotadas em vesiculas de secre¢do. A conversdo de pré-insulina a
insulina consiste na remocdo do peptideo C e dos dipeptideos basicos que unem as
extremidades do peptideo C as cadeias A e B, pela acdo sequencial de duas peptidases (pro-
horménio convertase 2 e pro-hormoénio convertase 3) e da carboxipeptidase H, liberando
peptideo C e insulina. Esse processamento litico da pro-insulina inicia no aparelho de Golgi e

continua nas vesiculas de secre¢cdo em maturacdo formadas a partir dessa organela, nas quais a
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FIGURA 1 — Estrutura da molécula de pré-insulina.
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Fonte: GENUTH, 2008.

22



REVISAO DE LITERATURA

insulina (e o peptideo C) permanece estocada até o surgimento de um estimulo secretorio
(RHODES, SHOELSON; HALBAN, 2005; JONES; PERSAUD, 2010).

Niveis circulantes de insulina sdo ajustados a situacdo metabdlica existente e a sua
secre¢do pelas células B é regulada tanto por nutrientes como por fatores ndo nutrientes, tais
como substancias derivadas das ilhotas pancreaticas, hormonios gastrintestinais, peptideos
biologicamente ativos e neurotransmissores. Contudo, o principal determinante da secrecéo de
insulina é a concentragdo circulante de glucose (JONES; PERSAUD, 2010). A curva dose-
resposta de liberacdo de insulina induzida por glucose tem um padréo sigmoidal, com rapida e
transiente liberacdo de insulina acima dos niveis basais (12 fase de liberacdo) nos primeiros
minutos, seguida por uma liberacdo constante e prolongada nos minutos seguintes (22 fase de
liberagdo). Esse perfil de secrecéo bifasica é observado in vivo e in vitro, apds um estimulo de
uma carga de glucose, sugerindo que tal propriedade ¢é intrinseca de células B pancreaticas
(STRAUB; SHARP, 2004).

O acoplamento entre as concentracfes de glucose e o estimulo para secrecdo de
insulina é feito pela enzima glucoquinase, que funciona como um sensor glicémico. A glucose
¢ transportada para o interior das células B através de transportadores (GLUTS) localizados na
membrana, 0s quais favorecem um rapido equilibrio das concentragdes intra e extracelulares
de glucose. Em roedores, a principal isoforma presente na célula p ¢ a GLUT2, enquanto que
em humanos existem as isoformas GLUT1, GLUT2 e GLUT3 (DE VOS et al.,, 1995;
GUILAM; DUPRAZ; THORENS, 2000; RICHARDSON et al., 2007). A acdo da
glucoquinase gera aumentos dos niveis de ATP intracelular, os quais promovem o fechamento
dos canais de potassio sensiveis ao ATP (canais Karp) que, sob circunstancias
normoglicémicas, permanecem abertos, favorecendo o efluxo de K* e o equilibrio do
potencial de membrana. Tal fechamento reduz esse efluxo e dispara a despolarizacéo que, por
sua vez, promove a abertura de canais de calcio dependente de voltagem, o que intensifica o
influxo de célcio. O célcio intracelular promove a exocitose dos granulos de insulina,
acoplando, portanto, a despolarizacdo com a resposta secretéria (BARG et al., 2001; JONES;
PERSAUD, 2010).

Uma vez secretada, a insulina ird atuar em uma variedade de tecidos, ligando-se a
receptores heterotetraméricos e ativando certas vias de sinalizacdo. No que diz respeito ao
metabolismo da glucose, essas vias ativadas promovem um aumento do transporte desse
monossacarideo por receptores do tipo GLUT4, presentes particularmente no masculo
estriado esquelético e nos adipocitos, promovendo, também, uma maior utilizagdo da glucose

nas rotas glicolitica e de sintese de glicogénio. A insulina aumenta essa taxa de transporte por
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estimular a translocacéo de vesiculas contendo GLUT4 a membrana, bem como por aumentar
a taxa de exocitose e de incorpora¢édo do receptor a membrana (CIARALDI, 2009; HARVEY;
FERRIER, 2011).

2.2. Diabetes mellitus

2.2.1. Descricdes, critérios de diagnostico e aspectos epidemiolégicos

O diabetes mellitus constitui um grupo de doencas metabdlicas caracterizadas por
niveis glicémicos elevados (hiperglicemia), resultantes de defeitos na secre¢do de insulina, na
acdo da insulina ou em ambos. O estado hiperglicémico persistente pode, em longo prazo,
resultar em alteracGes patoldgicas de diversos 6rgaos, especialmente rins, olhos, nervos,
coracdo e vasos sanguineos. Atualmente, o diabetes € a principal causa de cegueira,
amputacdo de membros inferiores e uma das principais causas de insuficiéncia renal cronica,
infarto agudo do miocardio e acidente vascular cerebral, consequéncias essas causadas por
lesbes macro e microvasculares relacionadas a hiperglicemia. O diabetes, portanto, trata-se de
uma condicdo que requer intensos cuidados e suportes terapéuticos e boa adesao por parte do
paciente ao tratamento, a fim de prevenir ou retardar o aparecimento das complicacdes
relacionadas a hiperglicemia (HARVEY; FERRIER, 2011; AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2012).

A sintomatologia do diabetes inclui trés sintomas classicos: sede intensa (polidipsia),
politria (aumento do volume urinario e da frequéncia de micgéo) e polifagia. Outros sintomas
incluem visdo borrada, cansaco excessivo, perda de peso acentuada, vomito, fraqueza,
desidratacdo e infeccbes. Em casos mais severos, pode haver o desenvolvimento de
cetoacidose ou sindrome hiperosmolar, que consistem em complica¢fes agudas caracterizadas
por acidose metabolica e aumento significativo da osmolaridade sérica, respectivamente,
condicdes que podem evoluir para coma e morte (EKOE; ZIMMET; YALE, 2008)

O avanco do diabetes em todo 0 mundo ocorre em proporcdes epidémicas e preocupa
organizacdes governamentais de salde, tendo em vista a morbi-mortalidade ocasionada por
essa condicdo. Em termos mundiais, em 1985, cerca de 30 milhdes de individuos
apresentavam diabetes, subindo para 170 milhdes em 2000 e para 285 milhGes em 2010, com
projecdes de 439 milhdes de individuos diabéticos em 2030 (BARCELO et al., 2003; WILD
et al., 2004; SHAW: SICREE; ZIMMET, 2010) (TABELA 1). No Brasil, o Sistema Unico de

Saude (SUS) tem atendido, desde 1994, um crescente nimero de individuos portadores da
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TABELA 1 — Prevaléncia de diabetes por regido e a nivel mundial entre adultos de 20-79
anos em 2010 e prevaléncia estimada para 2030

2010 2030
Numero  Prevaléncia NUmero Prevaléncia

(10°) (%) (10°) (%)
Africa 12,1 3,8 23,9 4,7
Oriente Médio 26,6 9,3 51,7 10,8
Europa 55,4 6,9 66,5 8,1
América do Norte 37,4 10,2 53,2 12,1
América do Sul e Central 18,0 6,6 29,6 7,8
Sul da Asia 58,7 7,6 101,0 9,1
Pacifico Ocidental 76,7 4,7 112,8 5,7
Mundo 284,8 6,4 438,7 7,7

Fonte: SHAW; SICREE; ZIMMET, 2010
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doenca. Em 2000, por exemplo, 0 namero médio de atendimentos foi de 1,48 milhGes e em
2004 esse numero aumentou para 5,86 milhdes (FERREIRA, 2011).

Em termos de saude publica, os custos diretos e indiretos da assisténcia a satde da
populacdo diabética aumentam em virtude de procedimentos tais como hospitalizagéo,
hemodialise, invalidez, absenteismo, cirurgia e morte prematura, principalmente quando nao
se tem uma politica adequada de educacdo em diabetes para se tentar reduzir as complicacfes
da doenca no decurso do tempo. Assim, medidas profilaticas sdo de grande valia na
minimizacdo do impacto econdmico do tratamento do diabetes (DIABETES CONTROL
AND COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH GROUP, 1995; BARCELO et al., 2003;
AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2007).

Métodos laboratoriais de diagndstico de diabetes e que tém sido utilizados por
décadas séo a glicemia de jejum e o teste oral de tolerancia a glucose. Atualmente, os critérios
de diagnostico se baseiam nas seguintes condi¢Bes: (1) glicemia de jejum, cujos valores
glicémicos de diagnostico sdo maiores ou iguais a 126 mg/dL; (2) hemoglobina glicada >
6,5%; (3) glicemia pds-prandial > 200 mg/dL, verificada duas horas apos o inicio do teste oral
de tolerancia a glucose e (4) glicemia em qualquer momento > 200 mg/dL em pacientes com
sintomas de hiperglicemia (TABELA 2). Além disso, existem os critérios do estado pré-
diabético, uma condic¢do que aumenta o risco para o desenvolvimento de um diabetes clinico.
Seguindo as diretrizes atuais, individuos normais apresentariam valores de glicemia de jejum
< 99 mg/dL, glicemias < 139 mg/dL no teste oral de tolerancia a glucose e hemoglobina
glicada < 5,4%. Valores entre os limites da normalidade ¢ do diagndstico de diabetes
categorizam o estado de pré-diabetes (AMERICAN ASSOCIATION OF CLINICAL
ENDOCRINOLOGISTS, 2011; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2012).

2.2.2. Diabetes mellitus tipo 1 e tipo 2

Os principais tipos clinicos de diabetes sdo o diabetes tipo 1 e o tipo 2. O diabetes
tipo 1 é caracterizado por uma deficiéncia absoluta de insulina, ocasionada pela destruicdo das
células B, que pode ser de natureza idiopatica ou, na maioria das vezes, autoimune. Os
sintomas aparecem de forma abrupta quando 80-90% das células f do pancreas foram
destruidas. Ja no diabetes tipo 2, existe uma deficiéncia relativa de insulina por conta de uma
disfuncdo das células B acoplada a resisténcia tecidual a agdo da insulina, frequentemente
observada em individuos obesos. Nesse tipo de diabetes, 0s sintomas muitas vezes ndo sao

evidentes, tendo uma evolucdo silenciosa, sendo a doenga frequentemente detectada em
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TABELA 2 — Critérios para o diagnéstico de diabetes.

Parametros bioquimicos

Hemoglobina A1C > 6,5%

Glicemia de jejum > 126 mg/Dl

Glicemia po6s-prandial > 200 mg/dL apds 2 h do Teste Oral de Tolerancia a Glucose
Glicemia > 200 mg/dL a qualquer momento, em pacientes com sintomas classicos de

hiperglicemia

Fonte: AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2012.
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exames laboratoriais de rotina (WATKINS et al., 2003; HARVEY; FERRIER, 2011). Outros
tipos clinicos de diabetes incluem o diabetes gestacional, defeitos genéticos da secrecdo de
insulina, defeitos genéticos da acdo da insulina, endocrinopatias, diabetes quimicamente
induzido, diabetes induzido por infec¢bes e sindromes genéticas associadas com diabetes
(RHODES; SHOELSON; HALBAN, 2005).

O diabetes mellitus tipol abrange cerca de 5 a 10% dos casos, podendo apresentar
etiologia genética, ambiental ou, mais provavelmente, etiologia associada a complexas
interacOes entre genes e ambiente. A suscetibilidade genética aumenta a predisposicdo de
respostas autoimunes destruidoras de células 3, e as taxas de destruigdo sdo muito varidveis,
sendo mais rapida em criancas e mais lenta em adultos. Dessa forma, criancas e adolescentes
apresentam hiperglicemia severa nas manifestacfes iniciais da doenca, enquanto que adultos
podem reter células B funcionantes, as quais previnem, durante anos, consequéncias
patologicas agudas resultantes de niveis glicémicos muito elevados (DELLI et al., 2010;
AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2012).

O risco de diabetes tipo 1 é aumentado na existéncia de historico familiar da doenca:
filhos apresentam risco de 2% se a mae tem diabetes, aumentando para 7% se o pai apresentar
a doenca e para 30% se ambos forem diabéticos. A taxa de concordancia de diabetes entre
gémeos monozigoticos varia de 30 a 65%, engquanto que entre gémeos dizigdticos essa taxa
cai para 6 a 10% (ALI, 2009; DELLI et al., 2010). A predisposi¢cdo genética ao diabetes tipo 1
¢ associada a regido genémica do sistema de histocompatibilidade principal (MHC), que em
humanos, é denominada HLA (antigeno leucocitario humano), contendo varios genes
relacionados ao sistema imune. Genes HLA de classe 11, presentes na banda 21 do bracgo curto
do cromossomo 6 sdo os mais fortemente associados ao risco de diabetes tipo 1, com 0s
haplotipos DR3-DQ2 e DR4-DQ8 proporcionando gendtipos heterozigdticos de maiores
riscos. Outras regides cromossémicas fortemente associadas ao risco aumentado de diabetes
tipo 1, porém com menor contribuicdo do que os haplotipos HLA de alto risco incluem os
genes INS-VNTR, PTPN22 e IL2RA (CD25), localizados nos cromossomos 11, 1 e 10,
respectivamente (NOBLE et al., 1996; HERMANN et al., 2004; THOMSON et al., 2007;
TODD et al., 2007).

A autoimunidade no diabetes tipo 1 resulta de mecanismos celulares e humorais
dirigidos especificamente contra as células P, resultando na destruicdo progressiva dessas
células. Essa destruicdo € principalmente mediada por autoimunidade celular, envolvendo a
infiltracdo das ilhotas pancreaticas por linfocitos T e B, macrofagos e células matadoras
naturais, levando a insulite (HANNINEN et al., 1992; MALLONE; ENDERT, 2008). A
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producdo excessiva de citocinas pré-inflamatérias por magrofagos presentes no infiltrado
celular pode danificar as células p diretamente, ou o pode fazer indiretamente, através da
ativacdo de linfécitos T e B(MORRAN; MCINERNEY; PIETROPAOLO, 2008).

O desenvolvimento de autoimunidade no diabetes tipo 1 é associado ao aparecimento
de varios autoanticorpos, constituindo marcadores bioquimicos para a presenca de
autoimunidade durante a fase pré-clinica da doenca. Os principais antigenos presentes nas
células B contra os quais sdo produzidos autoanticorpos sdo acido glutamico descarboxilase
isoforma 65 (GADG65), tirosina fosfatase associada a insulinoma isoforma 2 (IA-2),
transportador de zinco isoforma 8 (ZnT8) e insulina (PIHOKER et al., 2005; ACHENBACH
et al., 2005; LONG et al., 2012). O risco do desenvolvimento clinico da doenca, com
hiperglicemia evidente, cresce com o aumento do nimero de anticorpos, e fatores ambientais
podem iniciar ou acelerar o progresso de destruicao autoimune das células  (ALI, 2009).

O diabetes tipo 2 constitui uma condicdo heterogénea de hiperglicemia causada por
uma combinacdo de fatores genéticos e ambientais, os quais afetam a atividade secretoria das
células B e a sensibilidade tecidual a insulina. Esse tipo de diabetes abrange 90-95% dos
casos, com aproximadamente 30% desses individuos ainda ndo diagnosticados, uma vez que a
historia natural do desenvolvimento clinico da doenca envolve antecedentes pré-clinicos de
hiperglicemia assintoméatica (GERICH, 1998; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2012). Nesse estagio pré-clinico, os niveis glicémicos pos-prandiais sdo moderadamente
elevados, enguanto que as glicemias de jejum sdo mantidas dentro de uma faixa préxima da
normalidade. A elevacdo dos niveis glicémicos apds a ingestdo de uma carga de glucose
acima de niveis normais caracteriza uma tolerancia a glucose prejudicada, estagio esse que
pode ser revertido. Devido a mdaltiplos defeitos na acdo e na secrecdo de insulina,
aproximadamente 30% desses individuos desenvolvem hiperglicemia sustentada, em que as
glicemias de jejum e duas horas apos o teste oral de tolerancia a glucose ddo o diagnéstico de
diabetes (LAAKSO, 2008; MA; TONG, 2010).

A contribuicdo genética para suscetibilidade ao diabetes tipo 2 € bastante
consideravel: a taxa de concordancia entre gémeos monozigdticos € de 70-90%, comparada
com a taxa bem menor de 15-25% entre gémeos dizigdticos. Uma vez que a idade possui
grande influéncia no risco de diabetes tipo 2, a taxa de concordéancia entre gémeos
monozigébticos pode alcancar até 100%, com o acompanhamento ao longo da vida. A maioria
dos pacientes apresenta histérico familiar da doenca, com risco aumentado acima de 40% na
existéncia de algum parente de primeiro grau com diabetes tipo 2 (FONSECA; JOHN-
KALARICKAL, 2009). E sugerido um padrdo de heranca poligénica com consideravel
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influéncia ambiental, podendo ser citados os genes PPAR-gama, IRS-1, INS e KCNJ11,
dentre outros (FROGUEL; VELHO, 2001; STUMVOLL; GOLDSTEIN; van HAEFTEN,
2005). Fatores ambientais como obesidade (principalmente a obesidade abdominal),
inatividade fisica e influéncias dietéticas aumentam muito o risco de diabetes tipo 2 em um
individuo geneticamente predisposto (GRUNDY, 2000; NARAY AN et al., 2007).

A disfungdo secretoria das células B e a resisténcia insulinica sdo fatores-chave na
historia natural do diabetes tipo 2 e tem sido debatido qual dessas condicGes seria 0 elemento
primario da etiologia da doenca ou se constituem defeitos primarios independentes, questao
bastante controversa, uma vez que resisténcia a insulina pode levar a defeitos na secrecéo de
insulina e vice-versa (FONSECA; JOHN-KALARICKAL, 2009). Evidéncias obtidas de
estudos longitudinais e transversais sugerem que a disfungdo da célula B constitui o elemento
primario na patogénese do diabetes tipo 2 (POLONSKY; STURIS; BELL, 1996; KAHN,
2001; PRATLEY; WEYER, 2001). Anormalidades na funcdo da célula B ja foram
demonstradas em individuos geneticamente predispostos sem resisténcia insulinica e com
toleréncia a glucose normal e naqueles com resisténcia insulinica, porém, com tolerancia a
glucose normal devido a uma resposta adaptativa de hiperinsulinemia compensatéria, 0s quais
posteriormente desenvolveram diabetes (VAAG et al., 1995; FERRANNINI et al., 2005;
ALSAHLI; GERICH, 2010).

Baseando-se nas evidéncias de que anormalidades na secrecdo insulinica constituem
a base fisiopatologica do diabetes tipo 2, a historia natural de desenvolvimento da doenga se
da por conta de uma deterioracdo progressiva da fungdo da célula B, acoplada a condi¢do de
resisténcia insulinica que a célula f ndo consegue compensar (KAHN, 2000). Em um
primeiro momento, desenvolve-se uma tolerancia a glucose prejudicada, que ja evidencia um
déficit de fungdo da célula B que, no entanto, ainda consegue manter uma secrecdo basal de
insulina capaz de manter niveis glicémicos de jejum normais. A deterioracdo adicional da
célula B, que também se da por conta das hiperglicemias p6s-prandiais (efeito glicotoxico) e
de fatores decorrentes da condicdo de resisténcia insulinica e obesidade, como aumento sérico
de &cidos graxos livres e liberacdo de fatores pro-inflamatérios e de certas adipocinas, resulta
em niveis glicémicos de jejum também elevados, progredindo para o alcance de glicemias de
jejum e pds-prandiais que diagnosticam a instalacdo do diabetes (MEYER et al., 2002;
POITOUT; ROBERTSON, 2002; KERSHAW; FLIER, 2004; ALSAHLI; GERICH, 2010).
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2.2.3. AlteracgBes metabdlicas no diabetes

As alteracdes metabdlicas no diabetes sdo referentes as modificacdes no padrdo de
sintese e degradacdo de macromoléculas. Uma vez que a insulina estid ausente (ou em
concentragdes muito baixas), o fluxo de carbono através de vias estimuladas por esse
hormdnio diminui, ocorrendo ativacdo de outras vias metabodlicas em uma tentativa de
continuo fornecimento de combustivel metabdlico aos tecidos. Assim, essas alteracGes
correspondem em mudancas no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos (VELLA;
RIZZA, 2010).

As alteracbes no metabolismo de carboidratos resultam, em Ultima instancia, em
niveis elevados de glucose no sangue, caracteristica marcante do diabetes ndo controlado. A
hiperglicemia é causada por um aumento na producao de glucose hepatica, atraves da ativacédo
das vias gliconeogénicas e de quebra do glicogénio, juntamente com uma diminuicdo da sua
utilizacdo periférica, devida a incapacidade das células musculares e das adiposas de captarem
glucose e a metaboliza-la com eficiéncia (HARVEY; FERRIER, 2011). Foi observado que a
fosforilacdo da glucose apOs o transporte atraves da membrana é uma via defeituosa em
pessoas com diabetes, bem como o é sua estocagem na forma de glicogénio. A hiperglicemia
crénica, por si sO, causa um aumento na resisténcia a insulina, de forma que pessoas com
diabetes tipo 1 muito descompensado podem ter graus de resisténcia a insulina semelhantes
aos observados em individuos com diabetes tipo 2 (VELLA; RIZZA, 2010).

Um aumento na taxa de lipolise € uma das principais alteracdes no metabolismo de
lipideos do diabetes ndo tratado, principalmente no tipo I, fazendo da B-oxidacdo de acidos
graxos uma via fornecedora de energia metabdlica bastante ativa do decurso clinico da
doenca. A mobilizacdo macica de acidos graxos do tecido adiposo é seguida por um aumento
da sintese hepética de corpos cetdnicos, resultando em niveis elevados de cetonemia. A
cetoacidose diabética (presente em niveis glicémicos superiores a 250 mg/dL) reduz o pH
sanguineo (acidose metabdlica), podendo levar a depressdo do nivel de consciéncia, arritmia
cardiaca e reducdo dos movimentos respiratorios (KITABCHI et al., 2001; HARVEY;
FERRIER, 2011).

Outra alteracdo metabolica referente ao metabolismo de lipideos é a
hipertriacilglicerolemia. Com um influxo de acidos graxos para o figado demasiadamente
elevado, parte desses compostos ndo pode ser oxidada ou utilizada na sintese de corpos
cetbnicos, sendo o excesso convertido em triacilglicerdis, os quais sdo liberados para a

circulagdo sistémica na forma de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDLs). Com
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niveis de insulina plasmatica reduzidos, a acdo degradativa de lipoproteinas pela lipase
lipoproteica € reduzida, resultando em niveis plasmaticos de VLDL (como também de outras
lipoproteinas como quilomicrons) elevados, culminando em hipertriacilglicerolemia (BASU;
JENSEN, 2005).

O estado catabolico resultante da privacao de insulina no diabetes tipo 1 também é
verificado em relacdo ao metabolismo das proteinas. A prote6lise aumentada, principalmente
no musculo esquelético, acaba por promover perda liquida de proteina, de forma que o0s
aminoécidos resultantes sdo bastante utilizados na gliconeogénese e muito pouco reutilizados
para sintese de proteinas musculares (STUMP; NAIR, 2005; HEBERT; NAIR, 2010). O
catabolismo proteico aumentado e a maior utilizacdo de aminoacidos levam a um aumento da
producdo de uréia urindria durante a deficiéncia de insulina. A sintese hepética de algumas
proteinas é diminuida, como ocorre com albumina e outras proteinas plasmaticas. J& para
outras proteinas, como fibrinogénio e proteinas do leito esplénico, a sintese parece aumentar
durante o estado de privacdo de insulina (NAIR et al., 1995; CHARLTON; NAIR, 1998;
HEBERT; NAIR, 2010; VELLA; RIZZA, 2010).

No diabetes tipo 2 parece haver um efeito de preservacdo ou de minimizacdo do
turnover proteico, embora ja tenha sido relatado aumento no catabolismo proteico. A
diferenca na intensidade do turnover proteico entre individuos com diabetes tipo 1 e tipo 2
tem sido sugerida ao fato de que nesse ultimo a secrecdo residual de insulina parece ser
suficiente para limitar o catabolismo proteico (GOUGEON et al., 2008; VELLA; RIZZA,
2010). Tem sido verificado que pessoas com diabetes tipo 2 apresentam elevadas
concentracdes de proteinas envolvidas na coagulacdo sanguinea, tais como ativador do
plasminogénio e inibidor tipo 1 do ativador do plasminogénio (HUGHES et al., 1998;
KRUSZYNSKA et al., 2000).

Uma ocorréncia metabdlica resultante da hiperglicemia persistente € 0 aumento da
glicacdo ndo enzimatica de proteinas. Esse processo, de ocorréncia natural, é caracterizado
pela ligacdo da glucose ao grupo amino de proteinas. E o caso da formacdo de hemoglobina
glicada (HbA:.), resultante da interacdo irreversivel entre a glucose e a valina terminal da
cadeia f da hemoglobina. A intensidade de glicacdo depende dos valores glicémicos e do
tempo de exposicdo das hemécias a hiperglicemia. A porcentagem de HbAl.da uma idéia de
como estiveram os niveis glicémicos em um periodo de 60-90 dias. Assim, resultados dentro
de um intervalo normal indicam que o paciente tem estado sob um bom controle metabdlico,
enquanto que valores elevados indicam controles glicémicos ruins (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2004).
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2.2.4. Complicagdes crdnicas do diabetes mellitus

A exposicdo prolongada a hiperglicemia esta relacionada ao desenvolvimento de
complicacbes em longo prazo de diversos tecidos, podendo ser agrupadas em complicagdes
microvasculares, que acometem retina, glomérulos renais e neurbnios periféricos, e em
complicagbes macrovasculares, que abrangem a doenca arterial coronariana, acidente vascular
cerebral, doenca vascular periférica e insuficiéncia cardiaca (DIABETES CONTROL AND
COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH GROUP, 1993; UK PROSPECTIVE DIABETES
STUDY (UKPDS) GROUP, 1998; TRICHES et al., 2009).

As complicagdes microvasculares tém sua origem no aumento das concentragdes
intracelulares de glucose, sendo a retina, os glomérulos renais e os nervos periféricos tecidos-
alvo da hiperglicemia cronica, uma vez que eles falham no processo de reducgéo da captacéo
de glucose (downregulation) quando os niveis glicémicos extracelulares sdo elevados, o que
favorece os aumentos glicémicos dentro da celula (GIACCO; BROWNLEE, 2010). A
hiperglicemia intracelular promove danos teciduais por, pelo menos, cinco mecanismos, que
parecem ser ativados pelo aumento da producdo mitocondrial de espécies reativas de
oxigénio: (1) aumento do fluxo de glucose através da via dos poliois; (2) aumento intracelular
de produtos finais de glicacdo avangada (AGES); (3) aumento da expressdo do receptor para
AGEs (RAGES); (4) ativacdo de isoformas da proteina quinase C (PKC) e (5) aumento da
atividade da via das hexosaminas (RASK-MADSEN; HE; KING, 2005; FOWLER, 2008;
GIACCO; BROWNLEE, 2010).

As complicacfes macrovasculares sdo as principais causas de morte em pacientes
diabéticos e a presenca de diabetes constitui um fator de risco independente para o
aparecimento de tais alteracdes. O risco relativo para doenca cardiovascular aumenta de duas
a quatro vezes em pacientes com diabetes tipo 2, quando comparados com a popula¢éo geral
(SCHAAN; HARZHEIM; GUS, 2004; SCHEFFEL et al., 2004). Pacientes diabéticos
possuem pior prognostico em relacdo a doenca arterial coronariana, com maiores riscos de
recorréncias e piores respostas ao tratamento, maior frequéncia de insuficiéncia cardiaca, risco
duplicado de recorréncia de acidente vascular cerebral e aumento da incidéncia de
amputacdes de membros inferiores por conta de doenca vascular periférica (MALMBERG et
al., 1996; TUOMILEHTO et al., 1996; QUADROS et al., 2007; CANAVAN et al., 2008).

A retinopatia diabética € a principal causa de cegueira em pacientes diabéticos entre
25 e 74 anos. Nos Estados Unidos, o diabetes constitui a quarta causa de cegueira adquirida
(AIELLO; AIELLO; CAVALLERANO, 2005; BOSCO et al., 2005). A prevaléncia de
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retinopatia em adultos nos Estados Unidos alcanca taxas elevadas: entre aqueles com 18 anos
de idade ou mais, com diabetes tipo 1 diagnosticado antes dos 30 anos de idade, as taxas séo
de aproximadamente 75% e 82% em pessoas de pele escura e clara, respectivamente, e entre
diabéticos com idade igual ou superior a 40 anos, a taxa é de aproximadamente 40% (ROY et
al., 2004; THE EYE DISEASES PREVALENCE RESEARCH GROUP, 2004). Uma das
principais causas das alteracdes oculares é o aumento de sorbitol e de frutose em decorréncia
da hiperglicemia intracelular. O consequente aumento da osmolaridade intracelular acaba por
aumentar o influxo de &gua, resultando em lesdo celular osmética. Perda do ténus vascular,
alteracdo do fluxo sanguineo, aumento da permeabilidade, obstrucdo vascular e hemorragias
sdo alteracdes circulatorias do tecido retiniano decorrentes de hiperglicemia crénica (BOSCO
et al., 2005; SCANLON, 2010).

A nefropatia diabética € a principal causa de doenca renal crénica em pacientes que
iniciam a terapia dialitica de substituicdo renal, sendo associada com aumento da mortalidade
cardiovascular (BRUNO; GROSS, 2000; VALMADRID et al, 2000). Ocorrem
espessamento da membrana basal capilar glomerular, proliferacdo de celulas mesangiais,
comprometimento das artérias e arteriolas renais e lesdo dos tubulos renais. O principal
parametro funcional da nefropatia diabética é a taxa de excrecdo de albumina, que evolui de
um pequeno aumento inicial da albumina urinaria (microalbuminuria) até uma proteinuria
tipica que caracteriza a doenca efetivamente instalada. Na maioria dos casos, proteindria é
acompanhada de reducbes progressivas das taxas de filtracdo glomerular, até resultar em
insuficiéncia renal terminal. Consequentemente, niveis plasmaticos de metabolitos como uréia
e creatinina se elevam (JERUMS; PANAGIOTOPOULQOS; MaclSAAC, 2003;
ZELMANOVITZ et al., 2009; WILLIAMS; STANTON, 2010).

A neuropatia diabética consiste em lesdes e alteracdes na fisiologia do sistema
nervoso periférico, afetando funcdes motoras e, principalmente, sensoriais. As lesdes ocorrem
nos elementos neural, glial, vascular e no tecido conjuntivo dos nervos periféricos,
promovendo atrofia e perda de fibras mielinizadas e ndo mielinizadas (DIAS; CARNEIRO,
2000). A dor associada a neuropatia diabética exerce um consideravel impacto na qualidade

de vida, uma vez gque causa prejuizos no sono e nas atividades diarias (ZIEGLER, 2010).

2.2.5. Aspectos terapéuticos do diabetes

O tratamento do diabetes requer uma interacdo entre trés elementos basicos:

medicamento, dieta e exercicio fisico. A manutencdo de um bom controle depende da
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aderéncia do paciente ao tratamento medicamentoso proposto, bem como do tipo e quantidade
de nutrientes ingeridos e do seguimento de um programa de atividade fisica (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2004).

No paciente com diabetes tipo 1, doses diarias de insulina ex6gena sdo necessarias
para repor a insulina ndo produzida, a fim de manter as fun¢Ges metabdlicas insulino-
dependentes normais, bem como de promover a normalizagdo dos niveis glicémicos.
Atualmente, sdo produzidos analogos de insulina, através da tecnologia do DNA
recombinante, que diferem no tempo de acdo, presenca de picos de acdo e eficiéncia
metabdlica para reduzir os niveis de glicemia. No tipo 2, o tratamento farmacolégico se faz
com antidiabéticos orais, que podem agir de varias formas, dependendo da classe de droga
utilizada. Sulfoniluréias, como glibenclamida, atuam como secretagogos de insulina
(TABELA 3). Apesar disso, em alguma momento, doses de insulina exdgena podem ser
necessarias para um melhor controle metabolico no diabetes tipo 2 (WATKINS et al., 2003;
GENUTH, 2008).

Fatores nutricionais também afetam os niveis glicémicos e podem atuar como
coadjuvante no tratamento do diabetes, sendo o controle da ingestdo de carboidratos e do tipo
de carboidrato evidentemente um ponto-chave para conseguir tal objetivo. Dietas adequadas
em termos de qualidade lipidica sdo de grande importancia, tendo em vista o risco
cardiovascular que a doenca por si ja aumenta. Outros componentes, como fibras e
antioxidantes presentes em fontes vegetais podem ter alguma contribuicdo na reducdo dos
niveis de glucose no sangue e, nesse sentido, pesquisas com plantas tem sido realizadas com
intuito de se encontrar fontes terapéuticas no ambito nutricional e, também, farmacoldgico
(BEEBE, 2003).

2.3. Modelos animais de diabetes mellitus

A utilizacdo de modelos animais tem dado importante contribuicdo para o
entendimento da etiologia e fisiopatologia do diabetes tipo 1 e tipo 2, para o desenvolvimento
de novos agentes terapéuticos hipoglicemiantes e descoberta de novas fontes vegetais com
potencial de reducdo glicémica (NEGRI, 2005; CHRISTOPHER; TAKEUCHI; LEE, 2009).
Animais experimentais participaram de muitos aspectos historicos do diabetes: a descoberta
da importancia do pancreas na homeostase da glucose se deu através de experimentos
realizados em 1889 com cées pancreatectomizados, dos quais 0s pesquisadores Oskar

Minkowski e Josef von Mering relataram intensa poliuria e presenca de glucose urinéria.
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TABELA 3 — Preparaces de insulina e antidiabéticos orais disponiveis no mercado

Preparac0es de insulina

Tipo de insulina  Categoria Inicio Duragéo Pico de agéo
(minutos)  (horas) (horas)
Regular Répida 30a60 6a8 2a4
Inalada Répida 15a30 6a8 2a4
Lispro Ultrarapida 5a15 436 la2
Aspart Ultrarapida 5a15 436 la2
Glulisina Ultraréapida 5a15 4 a6 la2
NPH Intermediaria la2 10a 14 4a8
Detemir Lenta 2a3 9a24 Sem pico
Glargina Lenta 15a3 20a24 Sem pico
Antidiabéticos orais
Classe Exemplo Mecanismo hipoglicemiante
Biguanidas Metformina Diminui a resisténcia insulinica
Sulfoniluréias Glibenclamida Estimula a secrecdo de insulina

(acdo lenta)

Meglitinidas Repaglinida Estimula a secrecdo de insulina
(acdo rapida)
Gliptinas Sitagliptina Aumenta o tempo de meia-vida de

horménios insulinotrépicos

Tiazolidinedionas Rosiglitazona Aumenta a sensibilidade & insulina
Inibidores Acarbose Reduz a taxa de digestdo de
da a-glicosidase carboidratos

Fonte: GENUTH, 2008; BAILEY; KRENTZ, 2010.
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Posteriormente, especulagGes adicionais acerca da participagdo pancreatica na redugdo da
glicemia culminaram com a descoberta e purificagdo da insulina em 1921, pelos
pesquisadores Frederick Banting, James Collip, Macleod e Charles Best, a partir de extratos
etanolicos de pancreas. Tais eventos contribuiram para a determinagdo da estrutura primaria
da insulina, em 1955, por Frederick Sanger e para a elucidacdo da estrutura tridimensional
desse hormonio, por Dorothy Hodgkin, em 1969 (TATTERSALL, 2010).

Roedores, principalmente ratos e camundongos, sdo 0s animais predominantemente
usados como modelos de diabetes, tanto por razes de facil manuseio como, também, pelos
custos relativamente baixos de manutencdo desses animais. Outros animais, tais como
coelhos, gatos, cdes, porcos e primatas ndo humanos também tém sido utilizados como
modelos de diabetes, porém tal utilizacdo requer recursos instrumentais mais especializados e
maior pericia na manipulagdo, elevando os custos de manutencao, aléem do que a utilizagédo
experimental de animais maiores é mais rigidamente regulada do que a de ratos e
camundongos (SATO et al., 2006; CHRISTOPHER; TAKEUCHI; LEE, 2009).

Os diversos modelos animais utilizados na pesquisa em diabetes podem ser
agrupados em categorias, que diferem etiologicamente quanto a instalacdo do estado
diabético. Assim, podem ser citados modelos cirurgicos, modelos espontaneos, modelos
geneticamente modificados, modelos dieteticamente induzidos e modelos quimicamente
induzidos. Caracteristicas similares exibidas por qualquer modelo utilizado incluem
hiperglicemia cronica e sintomas associados, tais como polidria, polidipsia, polifagia e
aparecimento de complicacGes crénicas. Algumas diferencas incluem o grau de severidade do
estado hiperglicémico, podendo causar letargia em alguns modelos, bem como um ou outro
aspecto metabdlico que caracteriza especificamente determinados modelos. Assim, a escolha
de um determinado modelo depende dos objetivos e hipoteses que se pretende estudar, de
forma que um modelo escolhido adequadamente minimiza os riscos de interpretacdes
equivocadas (SRINIVASAN; RAMARAO, 2007; ETUK, 2010).

A pancreatectomia consiste em um método cirdrgico classico de inducdo de diabetes
mellitus. O diabetes € instalado tanto pela completa remoc¢do (pancreatectomia total) como,
também, pela remocdo de parte do pancreas (pancreatectomia parcial). A pancreatectomia é
mais facilmente realizavel em cées, porém pode ser também realizada em roedores. Animais
com pancreas totalmente removido desenvolvem, quanto a severidade da hiperglicemia e aos
niveis insulinémicos, um diabetes clinicamente do tipo 1, tendo tais modelos contribuido em
estudos de desenvolvimento de lesdes de drgdos-alvo e em estudos que testaram varias

preparacOes de insulina e outros recursos tecnolégicos desenvolvidos para o tratamento do
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diabetes. A pancreatectomia parcial, com retirada de 70 a 90% do péancreas, reproduz um
diabetes clinicamente do tipo 2, desenvolvendo hiperglicemia moderada e defeitos na
secrecdo de insulina estimulada por glucose (SIEHER; TRAYSTMAN, 1993; SRINIVASAN;
RAMARAO, 2007).

O uso de técnicas de biologia molecular tem possibilitado a producdo de modelos
animais geneticamente modificados, permitindo elucidagfes a respeito de mecanismos
moleculares relacionados ao diabetes. Dependendo de como foram produzidos, esses animais
podem ser agrupados em modelos transgénicos e em modelos knockout. Os modelos
transgénicos sdo aqueles que expressam um gene modificado (transgene) que foi incorporado
em seus pré-nicleos quando ainda eram zigotos. A expressdo desses genes pode induzir o
estimulo diabetogénico por alterar algum aspecto relacionado ao metabolismo normal da
glucose e/ou a fisiologia da célula B pancreatica. Animais diabéticos knockout para
determinado gene sdo produzidos pela inativacdo de um determinado gene, através da
insercdo de um fragmento homdlogo de DNA que substitui ou interrompe o gene normal,
resultando em fenotipos que caracterizam o estado hiperglicémico. Exemplos desses animais
knockout incluem aqueles cujos genes para receptor de insulina e para o transportador GLUT4
estdo inativados, resultando em hiperglicemia severa no primeiro caso e em resisténcia
insulinica no segundo (REES; ALCOLADO, 2005; CHRISTOPHER; TAKEUCHI; LEE,
2009).

Os modelos espontaneos de diabetes abrangem animais que desenvolvem
espontaneamente a doenca atraves de mutacbes ao caso, de forma que novas colbnias de
mutantes espontaneos sdo produzidas através da selecdo de afetados para reproducdo. Dois
otimos modelos espontaneos de diabetes tipo 1 sdo os camundongos NOD (non-obese
diabetic) e os ratos BB (BioBreeding), nos quais ocorre ataque autoimune contra as ilhotas
pancreaticas, havendo recrutamento de linfécitos T e B, macrofagos e células matadoras
naturais e presenca de autoanticorpos, assim como ocorre em humanos (MATHEWS;
LEITER, 2005). Os modelos animais de diabetes tipo 2 incluem os modelos monogenéticos,
com mutacg6es referentes a um unico locus (camundongos ob/ob e db/db, os quais apresentam
mutacOes relacionadas aos genes da leptina e do receptor de leptina) e os modelos
poligenéticos, abrangendo mutacGes envolvendo varios locus, tendo como exemplos o
camundongo KK (Kuo Kondo) e o camundongo NZO (New Zealand Obese), ambos obesos e
resistentes a insulina (SRINIVASAN; RAMARAO, 2007).

A inducdo quimica de diabetes experimental por meio da administracdo de agentes

toxicos as células B constitui um método bastante utilizado em pesquisas relacionadas ao
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diabetes. Algumas substancias diabetogénicas que podem ser citadas incluem: aloxano,
estreptozotocina, ditizona, 8-hidroxiquinolona e vacor, sendo aloxano e estreptozotocina 0s
principais indutores de diabetes utilizados (REES; ALCOLADO, 2005; LENZEN, 2008)
(FIGURA 2). As vias geralmente utilizadas para administracdo desses principais
diabetogénicos sdo a intravenosa e a intraperitoneal, com doses muito variadas (40-200
mg/Kg), sendo, de uma forma geral, considerados diabéticos os animais que apresentarem
glicemias > 200 mg/dL. (SRINIVASAN; RAMARAO, 2007).

A estreptozotocina é uma nitrosuréia isolada do fungo Streptomyces achromogenes,
sendo um produto de sua atividade fermentativa e que apresenta um amplo espectro de
atividade antibidtica e antineoplasica. Possui intensa acdo alquilante e liga-se de forma
seletiva as células B pancreaticas, ai exercendo efeito citotdxico e cessando a sintese e
secrecdo de insulina por essas células. Praticamente ndo é alterada metabolicamente, uma vez
que se acumula fortemente nas células  do pancreas apds administragdao. Esse agente também
induz diabetes em porcos da India, camundongos, macacos e cies. Coelhos, no entanto,
mostraram-se resistentes a esse efeito diabetogénico (SZKUDELSKI, 2001; REES;
ALCOLADO, 2005; SATO et al., 2006).

Aloxano € uma pirimidina, de estrutura semelhante a do &cido Urico e a da glucose e,
assim como a estreptozotocina, liga-se de forma especifica e fortemente as células [
pancreaticas, destruindo-as. Além do rato, pesquisas tém mostrado outras espécies que Ssao
passiveis de desenvolverem diabetes aloxanico, tais como coelhos, cédes, gatos, ovelhas,
macacos, porcos e camundongos. Porcos da india, contudo, mostraram-se resistentes
(SZKUDELSKI, 2001; SATO et al., 2006). A ac¢ao citotoxica do aloxano sobre as células B se
deve a sua habilidade em gerar espécies reativas de oxigénio por meio de reacdes ciclicas
redox, resultando em necrose dessas células, particularmente sensiveis a pequenos aumentos
de espécies reativas de oxigénio (ELSNER; GURGUL-CONVEY; LENZEN, 2006;
LENZEN, 2008).

Evidéncias de danos as células  do pancreas induzidos por aloxano surgem entre 2 e
5 minutos e lesdes irreversiveis sdo observadas em 24 horas, correspondendo efetivamente a
instalacdo da doenca. Evidéncias de danos por estreptozotocina aparecem entre 30 minutos e
2 horas. Para ambos, as doses efetivamente diabetogénicas sdo quatro a cinco vezes menores
do que as doses letais e as alteragdes metabolicas decorrentes da acdo do aloxano parecem ser
mais intensas quando comparadas com aquelas geradas pela estreptozotocina, sendo essa

ultima, de uma forma geral, mais eficaz e mais especifica para células B do que o aloxano.
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FIGURA 2 — Estrutura quimica das moléculas de aloxano e estreptozotocina.
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Esses dois diabetogénicos mimetizam a lesdo das células B do pancreas que ocorre na
etiologia do diabetes tipo 1, causando uma doenca relativamente permanente, embora haja
relatos que, dependendo da dose utilizada, pode ser produzida, quanto a intensidade da les&o,
diabetes tipo 1 ou tipo 2 (REES; ALCOLADO, 2005; SATO et al., 2006; CHRISTOPHER;
TAKEUCHI; LEE, 2009).

2.4. Efeito hipoglicemiante de compostos de plantas

A utilizacdo de plantas pelo homem com o objetivo de tratar doencas tem sua origem
nas antigas civilizacbes e consistiu no primeiro recurso terapéutico utilizado pelos povos.
Historicamente, a descoberta de propriedades Uteis das plantas tem sido baseada no
conhecimento empirico de observacdes do comportamento de animais e de humanos apos a
sua ingestdo. De fato, a utilizagdo de plantas como recurso terapéutico faz parte da evolucéo
humana, uma vez que tais recursos eram utilizados como fonte necessaria a sobrevivéncia
(TOMAZZONI; NEGRELLE; CENTA, 2006).

Diversas sdo as espécies de plantas utilizadas na medicina tradicional indiana,
chinesa, africana e ocidental para o tratamento do diabetes (OLIVEIRA; SAITO, 1989;
RYAN; PICK; MARCEAU, 2001; BNOUHAM et al., 2002; CARNEY et al., 2002;
GROVER; YADAV; VATS, 2002; LI et al., 2004; ALLALI et al., 2008). Abordagens
etnofarmacologicas tém demonstrado atividade hipoglicemiante de extratos de tais plantas
medicinais em modelos animais diabéticos e, também, em humanos. Dentre as principais
familias de plantas com tal potencial podem ser citadas: Fabaceae, Asteraceae, Lamiaceae,
Liliaceae, Poaceae, Euphorbiaceae, Cucurbitaceae, Asphodelaceae, Myrtaceae e
Asclepiadaceae. Folhas, frutos, sementes, raizes e cascas sdo alguns dos tecidos vegetais que
contém substancias com propriedades hipoglicemiantes. (YEH et al., 2003; NEGRI, 2005;
MENTREDDY, 2007).

Alguns dos mecanismos pelos quais se da a atividade hipoglicemiante dos extratos
de tecidos vegetais compreendem: (a) estimulagdo da secre¢do de insulina pelas células B
(efeito secretagogo); (b) aumento da sensibilidade periférica a insulina através do aumento do
namero de sitios receptores sensiveis a insulina; (c) diminuicdo de hormdnios
hiperglicemiantes; (d) incremento do consumo de glucose pelos tecidos e (e) efeitos
insulinomiméticos diretos (LI et al., 2004; NEGRI, 2005).

O potencial antidiabético de alguns extratos ndo se resume somente a diminuicdo da

glicemia, mas se estende a normalizacdo de pardmetros relacionados com a etiologia e
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patogenia do diabetes, varrendo radicais livres do organismo e melhorando alteragdes do
metabolismo lipidico e proteico. Extratos de Momordica charantia e de Eugenia jambolana,
por exemplo, se mostraram capazes de prevenir alteragdes renais na morfologia e em
parametros bioquimicos como albumindria, além de evitarem a formacdo de catarata
(GROVER et al., 2001; RATHI et al., 2002; LINO et al., 2004; NEGRI, 2005).

Ainda com respeito as alteragdes relacionadas aos efeitos hiperglicémicos do
diabetes, reducéo de lesdes cerebrais foi observada com Syzygium cumini e menores elevacoes
de creatinina plasmética foram detectadas com extrato de Brassica juncea, postergando o
desenvolvimento de nefropatia diabética. Melhoras na cicatrizacdo de ferimentos em ratos
diabéticos, efeitos vasoprotetores e impedimento de complicagdes cardiovasculares diabéticas
também foram verificados para certos extratos vegetais (OKYAR et al., 2001;
BALUCHNEJADMOJARAD et al.,, 2003; GROVER; YADAV; VATS, 2003; PRINCE;
KAMALAKKANNAN; MENON, 2003; GOKCE; HAZNEDAROGLU, 2008).

Os efeitos hipoglicemiantes de extratos de tecidos de plantas sdo creditados,
principalmente, a substéncias derivadas do metabolismo secundario vegetal (metabolitos
secundarios), que constituem moléculas com grande diversidade e complexidade estrutural.
Contrariamente ao que ocorre com macromoléculas do metabolismo primario (carboidratos,
proteinas, lipidios), os metabdlitos secundarios sdo produzidos em pequena escala e
apresentam distribuicdo mais restrita no reino vegetal. Enquanto as moléculas do metabolismo
primario desempenham funcgdes essenciais no corpo do vegetal, tais como fornecimento de
energia e matéria-prima para biossintese e crescimento, 0s metabolitos secundarios estéo
relacionados a funcbes adaptativas, como as relacionadas aos mecanismos de defesa quimica
(GERSHENZON, 2004; NEGRI et al., 2005; DORNAS et al.,, 2009). Os principais
compostos secundarios que tém mostrado efeitos na reducdo da glicemia sdo: terpenoides,
alcaloides, cumarinas, flavondides e outras substancias fenolicas (BIERER et al., 1998;
FORT et al., 2000; KUBO et al., 2000; YOSHIKAWA et al., 2001; DAS et al., 2001;
MARUKAMI; KISHI; YOSHIKAWA, 2001; OJEWOLE, 2002; SABU; KUTTAN, 2002;
SOMOVA et al., 2003; AL-AWWADI et al., 2004; KANG et al., 2005;
KASIVISWANATH; RAMESH; KUMAR, 2005; MAI; CHUYEN, 2007). Apesar de serem
0S compostos aos quais mais se atribuem os efeitos hipoglicemiantes, ndo sdo 0s Unicos
capazes de exercerem tal atividade. Outras classes de compostos que também tém
demonstrado atividade hipoglicemiante incluem vitaminas, polissacarideos, peptideoglicanos,
esterdides, glicopeptideos, aminoécidos, peptideos e proteinas (MENTREDDY, 2007;
DORNAS et al., 2009).
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A amenizacdo do estado hiperglicémico, bem como a atenuagdo da progresséo de
complicacGes diabéticas e protecdo contra agentes diabetogénicos, quando do tratamento com
extratos vegetais, podem estar relacionadas & capacidade antioxidante desses extratos.
Redugdes nos niveis de malondialdeido e de espécies reativas ao &cido tiobarbitdrico
(TBARS) revelam uma protecdo contra a peroxidacdo lipidica deletéria. Além disso,
aumentos na expressao e na atividade de enzimas varredoras de radicais livres, tais como
superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase, também ja foram
observados a nivel plasmatico, hepatico e renal (RAJASEKARAN; SIVAGNANAM,;
SUBRAMANIAN, 2005; AL-AZZAWIE; ALHAMDANI, 2006; ULICNA et al., 2006).

De uma forma geral, nos estudos com animais diabéticos, os extratos sao
administrados na forma de p6, obtido por meio de liofilizacdo, que € ressolubilizado em um
determinado diluente, cujas doses administradas raramente ultrapassam 600 mg/Kg de peso
corporeo. Por via oral, as doses geralmente tém variado entre 50-300 mg/Kg (ANANTHAN et
al., 2004; PARI; SATHEESH, 2004; GOKCE; HAZNEDAROGLU, 2008; JAISWAL et al.,
2009), chegando a doses de 400 mg/Kg (GROVER; VATS; RATHI, 2000) e de 450 mg/Kg
(PARI; LATHA, 2002). Por via intraperitoneal, doses de 100 mg/Kg (XIE et al., 2003) e de
até 600 mg/Kg (TANKO et al., 2008; EIDI et al., 2010) ja foram foram testadas. O efeito
agudo nas glicemias de animais diabéticos foi avaliado atraves da mensuracdo glicémica
horas apds a administracdo dos extratos e através da realizacdo de testes de tolerancia a
glucose. O tempo de duracdo dos experimentos de doses repetidas variou de uns poucos dias a
meses, sendo grande parte dos experimentos realizados na faixa de 2 a 4 semanas (DORNAS
et al., 2009).

2.5. Proteinas vegetais como agentes hipoglicemiantes

Poucos trabalhos tém verificado o efeito de proteinas vegetais como agentes
hipoglicemiantes. Lectinas de plantas sdo exemplos de proteinas vegetais que ja tiveram
efeitos antidiabéticos documentados. Em ratos diabetizados por estreptozotocina, uma dose de
100 mg/Kg de lectina isolada de semente de Urtica pilulifera, administrada por via
intraperitoneal, reduziu a glicemia ao longo de 4 semanas de tratamento, com injecGes diarias
da proteina. Por outro lado, nos ratos diabéticos ndo tratados, foi verificada uma elevacdo da
glicemia ao longo das 4 semanas de estudo (KAVALALLI et al., 2003).

As lectinas concanavalina A (Con A) e fitohemaglutinina (PHA), de Canavalia

ensiformis e de Phaseolus vulgaris, respectivamente, mimetizaram os efeitos in vitro da
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insulina na inibicdo da fosforilagdo em envelopes nucleares isolados de ratos. Comparado ao
controle positivo (envelopes tratados somente com fésforo marcado *?P), no qual ocorreu
100% de incorporacéo de *?P, insulina (10™ M), Con A (10 pg/mL), PHA (10 pg/mL) e
anticorpo contra receptores de insulina (diluido em soro 1:10000) permitiram taxas de
incorporagdo bem préximas, correspondendo a 64%, 68%, 70% e 66%, respectivamente. Uma
vez que as taxas de fosforilagdo na presenca simultdnea de insulina e de Con A foram
similares aquelas verificadas por esses compostos separadamente, foi proposto que Con A
atua via receptores de insulina, mimetizando o efeito desse hormdnio (PURRELLO;
BURNHAM; GOLDFINE, 1983).

Outro trabalho que mostrou o potencial antidiabético de proteinas foi o realizado por
Czech e Lynn (1973), no qual Con A e a aglutinina de Lens culanaris aumentaram a oxidagao
de glucose a CO, em células adiposas isoladas de ratas, mimetizando o efeito da insulina no
aumento de tal estimulo metabdlico. Além disso, Con A apresentou a habilidade de inibir a
lipdlise, de forma similar como o faz o estimulo insulinico.

Na década de 70, foi desenvolvido e patenteado um método de obtencdo de um
composto proteico a partir de frutos e sementes de Mormodica charantia, com ponto de fuséo,
espectro infravermelho e perfil eletroforético em silica-gel similares aos da insulina humana.
Ensaios cromatograficos em camada delgada mostraram que os hidrolisados do composto
isolado e os da insulina produziram cromatogramas similares, mostrando padrdes
aminoacidicos bastante coincidentes, inclusive no que diz respeito a auséncia de certos
aminoacidos (KHANNA et al., 1976). O polipeptideo-p, nome dado a esse composto
proteico, além de mostrar caracteristicas bioquimicas semelhantes as da insulina também
apresentou atividade hipoglicemiante em animais e em humanos. Reducdes glicémicas
significativas foram verificadas em gerbos e em macacos langures, ap6s administracdo
subcutanea do polipeptideo-p. Tal efeito hipoglicemiante também foi verificado em pacientes
com diabetes tipo 1 ou tipo 2. O perfil eletroforético do polipeptideo-p foi também muito
similar ao da insulina bovina, apresentando uma massa molecular aproximada de 11.000
Daltons, apds analise de seus aminoacidos constituintes em um analisador automatico
(KHANNA; JAIN, 1981).

O extrato proteico de frutos de M. charantia, obtido por um processo de extracdo
semelhante ao que foi utilizado para isolar o polipeptideo-p, porém com algumas
modificacdes, apresentou atividade hipoglicemiante em ratos normais e diabéticos,
estimulando também a secrecdo de insulina por pancreas perfusionados de ratos. Além disso,

0 extrato aumentou a captacdo de glucose por culturas de células musculares C2C12 e
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adiposas 3T3-L1, mostrando que o efeito hipoglicémico do extrato pode estar relacionado a
vias de estimulo de secrecdo de insulina, como também a vias insulinomiméticas (YIBCHOK
—ANUN et al., 2006).

Existem outros relatos na literatura de compostos proteicos do tipo insulina em
vegetais. A partir de folhas de determinadas espécies, tais compostos foram ndo sé detectados,
mas, também, parcialmente purificados (COLLIER et al., 1987; SILVA et al., 2002). Uma
proteina de 6 kDa isolada de folhas de Bauhinia variegata, com propriedades bioquimicas
semelhantes a insulina, exerceu efeito hipoglicemiante em camundongos diabéticos
(AZEVEDO et al., 2006). De sementes de C. ensiformis e de Vigna unguiculata, ja foram
isoladas e detectadas proteinas com sequencia homologa e perfil de eluicdo cromatografica
semelhante a da insulina bovina e que, também, reagiram com anticorpos anti-insulina
(OLIVEIRA et al., 1999; VENANCIO et al., 2003).

A presenca de insulina ou de proteinas do tipo insulina em vertebrados e em outros
organismos como microbios, insetos, cianobactérias, fungos, algas e plantas revela que tais
moléculas foram evolutivamente conservadas, provavelmente regulando vias de sinalizagédo
similares (LEROITH et al.,, 1985; OLIVEIRA et al., 1999; CHAN; STEINER, 2000;
SOWER; SUZUKI; REED, 2000; SILVA et al., 2002). Em vegetais, tem sido observado que
a insulina bovina promove a germinacdo de sementes, acelera a sintese de proteinas
ribossomais em embrides e aumenta a atividade de enzimas de glioxissomos (GOODMAN;
DAVIS, 1993; JIMENEZ; BELTRAN-PENA; ORTIZ-LOPEZ, 1999; DINKOVA;
AGUILAR; JIMENEZ, 2000). Foi suposto que tais proteinas do tipo insulina tenham nos
vegetais algum papel relacionado ao transporte de glucose ao embrido, funcdo similar a da
insulina em vertebrados (VENANCIO et al., 2003).

2.6. Moringa oleifera

A moringa (Moringa oleifera Lam.) é uma espécie perene do nordeste da india, de
pequeno a médio porte e de crescimento rapido, distribuindo-se hoje nas Filipinas, América
Central, America do Norte e América do Sul. E adaptada a diversos tipos de condicdes
climaticas, desde as subtropicais secas e Umidas até tropicais secas e florestas umidas.
Pertence a familia Moringaceae, que contem 1 género e 14 espécies. A planta € capaz de
suportar longos periodos de estiagem, consegue sobreviver em solos pobres e adapta-se a uma
ampla faixa de solos, com melhor desenvolvimento nos neutros ou levemente Aacidos
(ANWAR et al., 2007; GOYAL et al., 2007; FERREIRA et al., 2008).
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As flores, frutos, folhas e sementes da moringa sdo utilizados como alimentos em
muitos paises como India, Paquistdo, Havai e varios paises da Africa (FIGURA 3). Analises
quimicas desses 6rgaos tém mostrado amplo valor nutricional: folhas de moringa sdo boas
fontes de antioxidantes, tais como vitamina C, B-carotendides, flavondides e outros compostos
fendlicos, além de céalcio e potéssio; as sementes sdo ricas em proteinas e lipidios,
apresentando uma proteina coagulante de fundamental importancia biotecnolégica como
agente clarificante no tratamento de agua potavel; flores e frutos sdo também ricos em
vitamina C e em outros antioxidantes naturais, porém pobres em [-carotendides
(NDABIGENGESERE; NARASIAH; TALBOT, 1995; ANWAR et al., 2007; MOURA et
al., 2009).

Folhas e sementes sdo 0s 6rgdos da moringa com maior conteldo de proteinas.
Folhas in natura apresentam teor proteico em torno de 6,4-6,7%. A proteina € 0 composto
encontrado em maior quantidade nas sementes, com um teor médio de 40%, apresentando
grandes  quantidades de  corpos  proteicos (RAMACHANDRAN; PETER,;
GOPALAKRISHNAN, 1980; GALLAO; DAMASCENO; BRITO, 2006; MOURA et al.,
2009).

Muitas propriedades farmacoldgicas tém sido descritas para substancias de diversos
tecidos da moringa, tais como acdo anti-inflamatoria, hepatoprotetora, antimicrobiana,
protetora contra estresse oxidativo, hipolipidémica e antidiabética (GUEVARA et al., 1999;
KAR; CHOUDHARY; BANDYOPADHYAY, 2003; MEHTA et al., 2003; NIKKON et al.,
2003; FAKURAZI; HAIRUSZAH; NANTHINI, 2008; MEHTA; AGRAWAL, 2008;
PEREIRA et al., 2011; SINHA et al., 2011). Tais propriedades embasam a utilizacdo da
moringa na medicina popular para o tratamento de diversas patologias, muitas delas
associadas ao diabetes, em virtude da presenca dessas e de algumas outras propriedades
farmacoldgicas (GOYAL et al., 2007).

Dando énfase ao efeito antidiabético, extratos aquosos de folhas de moringa foram
efetivos em reduzir os niveis glicémicos de ratos diabéticos durante teste oral de tolerancia a
glucose. As doses administradas promoveram reducfes significativas apds 3 horas da
administracdo intragastrica de solucdo de glucose, tanto em animais subdiabéticos como nos
moderadamente diabéticos. O extrato das folhas também promoveu reducdes significativas na
glicemia de jejum e na glicemia pos-prandial de ratos severamente diabéticos, porém com
tratamento cronico (JAISWAL et al., 2009).
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FIGURA 3 — Moringa oleifera Lam. (A) Arvore de Moringa oleifera; (B) Folhas; (C) Flores;
(D) Frutos; (E) Sementes.
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Em outro modelo de roedor com diabetes quimicamente induzido, o extrato etandlico
da casca do tronco reduziu os niveis hiperglicémicos para niveis normais e eliminou a
glicosUria, presente no periodo anterior ao tratamento. Em modelos esponténeos de diabetes
tipo 2, folhas de moringa também reduziram os niveis glicémicos de forma significativa. A
dose de 200 mg/dL do p6 da folha, que foi suspendido na mesma solucdo de glucose
administrada em teste oral de tolerancia a glucose, reduziu significativamente as glicemias 20,
30, 45 e 60 minutos apos o inicio do teste. Nesses animais, o tratamento com o pd da folha
também diminuiu o esvaziamento gastrico, constituindo um mecanismo antidiabético por
meio do retardo da absorcdo de glucose pelo intestino, aliviando, assim, o efeito
hiperglicémico pos-absortivo (KAR; CHOUDHARY; BANDYOPADHYAY, 2003; NDONG
et al., 2007).

Compostos bioativos isolados de extratos metandlicos dos frutos de moringa
mostraram-se potentes secretagogos de insulina, em um ensaio in vitro. A incubagdo de
linhagens celulares de células B pancreaticas com 100 ppm de N-benzil tiocarbamatos, N-
benzil carbamatos, benzil nitrilas e benzil éster, isolados desses extratos, resultou na liberacédo
de 15-33 ng insulina/mg proteina, enquanto que a incubacdo dessas celulas com 4 mM de
glucose (o principal indutor de secrecdo de insulina em sistemas vivos) promoveu a liberagdo
de 4-6 ng insulina/mg proteina (FRANCIS et al., 2004).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar o efeito do pool de proteinas extraidas de folhas de Moringa oleifera na
glicemia de modelos animais diabéticos.

3.2. Especificos

o Realizar a extracdo proteica de folhas de moringa e concentrar o material obtido
através de um método de precipitacdo de proteinas;

o Caracterizar a fracdo proteica por meio da analise do perfil eletroforético, da
digestibilidade in vitro, da presenca de atividades enzimaticas antioxidantes e de reacédo
cruzada com o anticorpo anti-insulina;

o Verificar o efeito agudo da fracdo proteica na glicemia de animais diabéticos atraves
da realizacdo de curvas glicémicas;

o Verificar o efeito cronico da fracdo proteica obtida na glicemia, em pardmetros
bioguimicos séricos relacionados ao estado hiperglicémico e nos niveis de marcadores e

enzimas hepaticas relacionados ao estresse oxidativo.
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4. MATERIAIS

4.1. Material Vegetal

Folhas de Moringa oleifera Lam. (moringa) foram coletadas de plantas localizadas
no Campus do Pici da Universidade Federal do Ceara (UFC), em Fortaleza, Ceard, entre 0s
meses de fevereiro de 2011 a janeiro de 2012. O numero da exsicata da espécie, depositada no
Herbario Prisco Bezerra (UFC), é EAC34591.

4.2. Eritrocitos

Eritrdcitos utilizados nos ensaios de aglutinacdo foram obtidos de amostras de
sangue de coelho albino adulto (linhagem Nova Zelandia), de camundongo albino Swiss e de
rato albino Wistar, mantidos no Biotério do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da UFC.

4.3. Animais

Camundongos albinos Swiss (Mus musculus), com massa corporea entre 30 e 50 g,
foram utilizados nos experimentos in vivo. Os camundongos foram fornecidos pelo Biotério
Central da UFC e mantidos no Biotério do Laboratério de Bioprospeccdo de Recursos
Regionais (UFC), em caixas de polipropileno contendo &gua e racdo ad libitum, sob
fotoperiodo de 12 h e temperatura de 22-25 °C. O estudo foi submetido a avaliagdo pela
Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA), do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da UFC, com o protocolo de nimero 55/2012. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com as diretrizes para o cuidado de animais de laboratorio preconizadas
por essa Comissdo.

O procedimento de eutanasia dos animais foi realizado apds a execucdo dos

protocolos experimentais, por meio da realizacdo de deslocamento cervical.

4.4. Reagentes quimicos

Acrilamida, &cido tiobarbiturico, 2-mercaptoetanol, alboumina sérica bovina, aloxano

monohidratado, anticorpo anti-insulina humana produzido em frango, azul brilhante de
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Coomassie G e R, azul de bromofenol, dodecil sulfato de sddio (SDS), acido etileno diamino
tetraacético (EDTA), fenilmetanosulfonilfluorido (PMSF), guaiacol, N,N’-metileno
bisacrilamida, N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina (TEMED), pepsina, polivinilpirrolidona
(PVP), 5- bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (BCIP), azul de nitro tetrazolio (NBT), sulfato de
amonio, 1,1,3,3 1,1,3,3-tetraetoxipropano e tripsina foram obtidos da Sigma Chemical Co., St.
Louis, EUA.

Persulfato de amdnio e marcadores de massa molecular foram obtidos da GE
Healthcare, USA.

Insulina e os demais reagentes de grau analitico foram obtidos comercialmente.
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5. METODOS

5.1. Obtencao de proteinas a partir de folhas de M. oleifera

5.1.1. Preparagéo da farinha

As folhas coletadas (limbo) de M. oleifera foram lavadas com agua destilada para
remocdo de contaminantes e, em seguida, secadas em papel filtro. As folhas limpas e secas
foram pulverizadas em nitrogénio liquido, com o objetivo de se obter uma farinha para
otimizar a extracdo das proteinas. A farinha obtida foi imediatamente utilizada no processo de

extracdo das proteinas.

5.1.2. Selecédo do tampéo de extragdo

Para estabelecer a melhor condicdo de extracdo das proteinas, a farinha das folhas de
M. oleifera foi submetida a extracdo com diferentes tampdes nas concentracdes de 0,05 e 0,1
M e nos tempos de extracdo de 0,5 e 1 hora. Os tampdes testados foram: acetato de sodio, pH
5,2; fosfato de potassio, pH 7,0 e Tris-HCI, pH 8,0. A cada um dos tampdes foram
acrescentados NaCl 0,15 M, PVP 2% (p/v), PMSF 0,001 M e EDTA 0,01 M, com o objetivo
de melhorar a extracdo proteica, bem como de preservar a integridade das proteinas extraidas.
A farinha das folhas foi macerada com os respectivos tampdes extratores, na proporc¢do de 1:5
(p/v), com o auxilio de cadinho e pistilo. O macerado obtido foi filtrado em pano de trama
fina e, posteriormente, centrifugado a 15.000 x g, por 30 minutos, a 4 °C. O precipitado foi

descartado e aliquotas do sobrenadante foram utilizadas para dosagem de proteinas.

5.1.3. Dosagem de proteinas soluveis

A dosagem de proteinas sollveis foi feita pelo método de Bradford (1976). A uma
aliquota de 100 pL dos extratos, em diferentes tampdes, foram adicionados 2,5 mL do
reagente de Bradford. A mistura foi levemente agitada e, apds 10 minutos, foram realizadas as
leituras das absorbancias a 595 nm em espectrofotdmetro. A concentracdo foi estimada em

relacdo a uma curva padrdo, obtida utilizando diferentes concentracfes de BSA.
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5.1.4. Obtencéo da fracéo proteica

De acordo com os resultados obtidos no item 5.1.2, a farinha das folhas de M.
oleifera foi submetida a extracdo em tampdo Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0, contendo NaCl 0,15
M, PVP 2% (p/v), PMSF 0,001 M e EDTA 0,01 M, por 30 minutos (proporcao 1:5, p/v). O
material obtido foi filtrado em pano de trama fina e o material filtrado centrifugado a 15.000 x
g, por 30 minutos, a 4 °C. O sobrenadante coletado foi novamente filtrado em pano de trama
fina, tendo sido o filtrado denominado de extrato total, a partir do qual foi realizada a
dosagem de proteinas soliveis (BRADFORD, 1976).

Em sequencia, as proteinas do extrato total foram precipitadas pela adicdo de sulfato
de aménio, na faixa de saturacdo de 0-90%. Apds 12 horas, a suspensdo foi centrifugada a
15.000 x g, por 30 minutos, a 4 °C. Apos descarte do sobrenadante, o material precipitado foi
dissolvido em tampdo Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0, contendo NaCl 0,15 M e, em seguida,
submetido a diélise exaustiva contra agua destilada, em membrana com cut-off de 2 kDa. O
material dialisado foi liofilizado, resultando a fragdo denominada Mo-FPF (Mo: Moringa
oleifera; FPF: fracdo proteica de folhas), que foi armazenada a -20 °C até o uso nas analises
posteriores (FIGURA 4).

5.1.5. Determinacéo de proteinas totais

Para determinacdo do nitrogénio total, a fracdo 0-90% foi submetida a digestéo, de
acordo com o método de Kjeldahl (AOAC, 1990), de modo que 0 nitrogénio organico fosse
convertido em ions amdnio. A porcentagem desses ions foi determinada através do ensaio
fotocolorimétrico descrito por Baethgen e Alley (1986). Para isso, tubos de digestdo contendo
0,02 g de Mo-FPF, 1,1 g de catalisador (sulfato de potassio, sulfato de cobre e selénio
metélico, na proporcdo de 100:10:1, respectivamente) e 1,5 mL de é&cido sulfarico
concentrado foram alocados em digestor, que foi programado para aumentos gradativos de
temperatura de 100 até 400 °C (15 minutos a 100 °C, 15 minutos a 150 °C, 15 minutos a 250
°C, 30 minutos a 350 °C e 45 minutos a 400 °C), por um periodo de 2 horas. O material
digerido, apds resfriamento até 200 °C foi diluido 50 vezes em baldo volumétrico. Aliquotas
desse material foram tomadas, misturadas com solucbes referentes a fotocolorimetria e
submetidas as leituras das absorbancias a 650 nm (espectrofotémetro tipo Novapesc I,

Pharmacia).
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FIGURA 4 — Fluxograma de obtencdo do extrato total e da fracdo proteica 0-90% (Mo-FPF)
a partir de folhas de Moringa oleifera.
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Para quantificacdo de nitrogénio total, foi utilizada uma curva padréo, construida a
partir de concentracGes conhecidas de sulfato de amonio, tomando-se por base que 1 g de
sulfato de amdnio contém 212 mg de nitrogénio. Para a determinacdo de proteinas totais, 0
contetdo de nitrogénio total foi multiplicado por 6,25, baseando-se no fato de que a maioria

das proteinas apresenta um contetdo de 16% de nitrogénio.

5.2. Caracterizacdo bioguimica da Mo-FPF

5.2.1. Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida

Com o objetivo de verificar o perfil de proteinas presentes em Mo-FPF, foi realizada
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS, conforme metodologia descrita por
Laemmli (1970). O gel de separagdo contendo 12,5% de acrilamida e 1% de SDS foi
confeccionado utilizando tampdo Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8, enquanto que o gel de
empilhamento, contendo 3,5% de acrilamida e 1% de SDS, foi preparado em tampéo Tris-
HCI 1,0 M, pH 6,8. A fracdo proteica foi dissolvida em tampao de amostra, consistindo de
Tris-HC1 0,0625 M, pH 6,8, SDS 1%, glicerol 20%, com ou sem [-mercaptoetanol 1%.
Também foi adicionado azul de bromofenol 0,1 %, que serviu como corante de rastreio da
eletroforese. Mo-FPF dissolvida no tampédo de amostra foi, entdo, aquecida a 100 °C, por 10
minutos e, em seguida, centrifugada a 10.000 x g, por 5 minutos. A corrida eletroforética foi
conduzida em sistema vertical descontinuo (MV10COMP, Biosystems), a uma voltagem de
200 V e amperagem de 20 mA. Como marcadores de massa molecular foram utilizados
fosforilase B (97 kDa), albumina sérica bovina (67 kDa), albumina do ovo (45 kDa), anidrase
carbbnica bovina (29 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactoaloumina (14,2 kDa). Foi
realizada a impregnacdo das bandas proteicas com prata, sendo estas posteriormente
visualizadas ap0s incubacdo do gel em solucéo de carbonato de sodio, contendo tiossulfato de

sodio e formaldeido, conforme descrito por Blum et al. (1987).

5.2.2. Digestibilidade in vitro de Mo-FPF

A digestibilidade in vitro de Mo-FPF foi avaliada utilizando-se proteases comumente
encontradas no trato gastrintestinal de mamiferos conforme ensaio protocolado por Sathe et
al. (1997). Para a digest&o por tripsina, aliquotas da solugdo da enzima, dissolvida em tampé&o

Tris-HCI 0,1 M, pH 8,1, foi adicionada a solu¢do de Mo-FPF (4 mg/mL) dissolvida no mesmo
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tampdo, de forma que a mistura reacional apresentasse uma proporcdo enzima:substrato de
1:10. A mistura foi incubada a 37 °C, deixada sob agitacéo, tendo sido retiradas aliquotas apds
2 e 4 horas de digestdo. Apos isso, a reacdo foi interrompida pela adi¢do de 5 uL de HCI 0,1
M. Essa mistura foi diluida em 15 pL de tampdo de amostra (item 5.2.1), fervida por 10
minutos e, em seguida, centrifugada a 10.000 x g, por 10 minutos. Aliquotas do sobrenadante
foram aplicadas em gel contendo 12,5% de poliacrilamida e SDS para a realizacdo de
eletroforese, a fim de ser observada a ocorréncia ou ndo de digestdo. Para a digestdo por
pepsina, foram utilizados 0os mesmos passos metodoldgicos, porém o meio reacional foi HCI
0,001 M e a solugdo de parada da reacdo foi NaOH 0,1 M. Albumina sérica bovina foi

utilizada como proteina controle do processo de digestao.

5.2.3. Determinacgdo de atividade hemaglutinante

Uma vez que varios trabalhos mostram o potencial hipoglicemiante de algumas
lectinas, foi realizado um ensaio para avaliacdo da atividade hemaglutinante de Mo-FPF. Uma
solugcdo de Mo-FPF (6 mg/mL) foi submetida a diluicbes seriadas em tubos de ensaio, na
presenca de NaCl 0,15 M. A 200 uL de cada diluicdo foi adicionado igual volume de uma
suspensdo de hemacias (2%), tratadas ou ndo com tripsina, obtidas de coelho, camundongo e
rato. Os tubos foram incubados a 37 °C, por 30 minutos e deixados em repouso por mais 30
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 3.000 x g, por
30 segundos, a temperatura ambiente. A visualizacdo de aglutinados foi feita a olho nu e os
resultados foram expressos em unidade de hemaglutinacdo (UH), definida como o inverso da
maior diluicdo da amostra que ainda foi capaz de aglutinar heméacias (MOREIRA,;
PERRONE, 1997).

A técnica utilizada para tratamento enzimatico dos eritrécitos foi a descrita por Lis e
Sharon (1972). Inicialmente, amostras contendo 1 mL de sangue foram lavadas trés vezes
com NaCl 0,15 M e, em seguida, tripsina foi adicionada na proporcéo de 1 mg de enzima para
10 mL da suspensdo de eritrocitos 2%. Essa suspensdo foi incubada por 1 hora, a 4 °C, sob
agitacdo ocasional e centrifugada a 3.000 x g, por 5 minutos. Os eritrocitos tratados foram
novamente lavados com NaCl 0,15 M (6 vezes) e o pellet de células resultantes foi suspenso

em um volume de NaCl 0,15 M suficiente para obtencdo de hemacias a 2%.
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5.2.4. Determinagéo de atividades antioxidantes in vitro de Mo-FPF

5.2.4.1. Determinacao de atividade peroxidasica dependente de fendis (POX)

A atividade peroxidasica dependente de fendis foi avaliada segundo metodologia
descrita por Urbanek, Kuzniak-Gebarowska e Herka (1991). Em tubos de ensaio, foram
adicionados 900 pL de tampdo acetato de sédio 0,05 M, pH 5,2, 500 pL de guaiacol e 500 pL
de peréxido de hidrogénio, sendo os dois Ultimos reagentes compostos que atuam como
agente redutor e oxidante da reacdo, respectivamente. ApoOs incubacdo a 30 °C, por 10
minutos, foram adicionados 100 pL da solu¢do de Mo-FPF (2 pg/uL), dissolvida em Tris-HCI
0,025 M, pH 7,5. Aumento na leitura da absorbancia a 480 nm, correspondente a formagéo de
tetraguaiacol, o produto formado da oxidagdo do guaiacol, foi verificado (espectrofotometro
Novapesc II, Pharmacia). Os resultados foram expressos como Aabssgonm/Minuto/mL
(variacdo da absorbancia lida em 480 nm/minuto/mL). Os ensaios foram realizados em

triplicata.

5.2.4.2. Determinacao de atividade peroxidasica dependente de ascorbato (APX)

A avaliacdo da atividade de peroxidase do ascorbato (APX) foi determinada de
acordo com metodologia descrita por Peixoto et al. (1999). Em triplicata, foram adicionados,
em tubos de ensaio, 800 pL de tampéo fosfato de potéssio 0,05 M, pH 6,0, contendo 0,5 mM
de &cido L-ascorbico e 100 pL de solucdo de Mo-FPF (2ug/pL), dissolvida em Tris-HCI
0,025 M, pH 7,5. Apés incubacdo dos tubos a 30 °C, por 10 minutos, foram adicionados a
mistura reacional 100 pL de peroxido de hidrogénio 0,002 M e logo apos foram realizadas as
leituras das absorbancias a 290 nm, em intervalos de 180 segundos. O indice de oxidacao do
ascorbato, representado pelos decréscimos dos valores de absorbancia com o tempo, foi
expresso como Aabsygonm/minuto/mL (variacdo da absorbancia lida em 290 nm/minuto/mL).

O ensaio foi realizado em triplicata.
5.2.4.3. Determinacdo de atividade catalasica (CAT)
A verificacdo de atividade catalasica foi realizada conforme descrito por Peixoto et

al. (1999). Em tubos de ensaio foram adicionados 600 pL de tampéo fosfato de potassio, pH
7,0, 200 pL de Mo-FPF (2ug/puL) e 100 pL de agua deionizada. Apoés a adigdo de 100 pL de
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peroxido de hidrogénio 112,5 mM, leituras das absorbancias em 240 nm foram realizadas,
acompanhando o decréscimo dos valores de absorbancia em um intervalo de tempo de 60
segundos. De posse do valor de variagcdo da absorbancia, expresso em AAbs/mL/minuto, foi
utilizada a equacdo referente a lei de Lambert-Beer, com o objetivo de se obter o valor da
concentragdo de H,O; na cubeta de quartzo. A atividade catalésica foi expressa em yuM de
H,0, consumido/minuto. O ensaio foi realizado em triplicata.

5.2.5. Dot Blot

Mo-FPF foi avaliada quanto a presenca de proteina(s) capaz(es) de ser(em)
reconhecida(s) pelo anticorpo anti-insulina. Para isso, foi realizado um imunoensaio
utilizando o método de Dot Blot (TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 1979). Vinte
microlitros de Mo-FPF (2pg/uL) foram aplicados em membranas de fluoreto de polivinilideno
(PVDF). Apls a secagem da amostra, os sitios livres de ligagdo com proteinas foram
blogueados pela incubacdo da membrana, por 12 horas, com solucédo de bloqueio, consistindo
de tampao TBS-T com 5% de leite desnatado (TBS-T: tampéo Tris-salina contendo 0,05% de
Tween20). Apos o blogueio, as membranas foram lavadas com TBS-T e, entdo, incubadas,
respectivamente, com solucdes de anticorpo primério anti-insulina (em TBS-T contendo 1%
de leite desnatado) diluido 250, 500 e 1000 vezes, por 3 horas, sob uma agitacdo leve. Em
seguida, as membranas foram lavadas 5 vezes com tampdo TBS-T e, ap0s, incubadas com
solucdo de anticorpo secundario anti-IgG de coelho conjugado com fosfatase alcalina, diluido
2000 vezes em TBS-T contendo 1% de leite desnatado, por 2 horas, a temperatura ambiente.
Apos lavagem com TBS-T, as membranas foram incubadas com a solucdo de revelacédo
BCIP/NBT até o surgimento de coloracdo, com a reacao interrompida pela lavagem com agua
deionizada. Foram utilizados como controles positivo e negativo, respectivamente, insulina

humana recombinante e solucéo de blogueio.

5.3. Ensaios in vivo para verificacéo de efeito hipoglicemiante de Mo-FPF

5.3.1. Adaptacao dos animais

Os animais submetidos a avaliacdo do efeito hipoglicemiante de Mo-FPF foram,

antes da realizacdo dos experimentos, submetidos a um periodo de adaptagdo com o objetivo

de minimizar o estresse decorrente da manipulacdo dos mesmos ao longo dos ensaios in vivo
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e, assim, serem reduzidas as hiperglicemias decorrentes da liberacdo de hormodnios
contrareguladores. Para isso, foram realizadas manobras de contencdo, pesagem, identificacéo
e simulagdes das manipulacdes e procedimentos que ocorreriam nos dias dos experimentos, a
fim de aclimatar os animais com tais manipulagdes. Os periodos de adaptacdo duraram entre
10 a 12 dias, em ambiente de maximo siléncio, tendo sido realizados por, no maximo, dois
manipuladores, os quais foram 0s mesmos que participaram dos ensaios in vivo. A adaptacao
foi avaliada de forma subjetiva, tendo sido observadas a ocorréncia de defecacdes e a

tranquilidade dos animais durante os procedimentos de simulagido (FIGURA 5).

5.3.2. Inducéo de diabetes experimental

A inducdo de diabetes experimental nos animais foi realizada pela administracao, por
via intraperitoneal, de aloxano monohidratado, uma pirimidina que destréi seletivamente as
células B pancreaticas produtoras de insulina. Camundongos machos com massa corporea
entre 30 e 50 g foram deixados em jejum de pré-inducdo de 16 horas, apds o que aloxano foi
administrado na dose de 150 mg/Kg de peso corporeo, diluido em NaCl 0,15 M
(OZOUGWU, 2011). Apds 72 horas da administracdo do agente diabetogénico, aliquotas de
sangue, obtidas por inciséo transversal da veia caudal, foram tomadas para a mensuracao das
glicemias em glucometro portéatil (Accu-Chek Active, Roche). Camundongos com glicemias

> 250 mg/dL foram considerados diabéticos e utilizados nos experimentos (FIGURA 6).

5.3.3. Prospeccéo de acédo hipoglicemiante — teste de dose Unica

Para verificagdo do efeito agudo de Mo-FPF na glicemia de animais diabéticos,
foram testadas as doses de 100, 300 e 500 mg Mo-FPF/Kg de peso corpéreo. A rota de
administracdo inicialmente escolhida foi a intraperitoneal, considerando a natureza
predominantemente proteica de Mo-FPF. Os outros grupos experimentais foram constituidos
pelo controle positivo (animais tratados com 0,7 Ul de insulina/Kg de peso corpdreo) e
controle negativo (animais tratados com o veiculo). Foram verificadas as glicemias antes do
tratamento (t = 0 hora) e, também, 1, 3 e 5 horas ap6s as administra¢fes, com o auxilio de um
glucbmetro portatil (Accu-Chek Active, Roche, EUA), tendo sido as amostras de sangue

obtidas da veia caudal. Cada grupo experimental foi constituido por 12 animais.
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FIGURA 5 - Sequéncia de procedimentos executados diariamente durante o periodo de
adaptacédo (10-12 dias) dos animais para posterior realizacdo dos experimentos.
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cauda: simulacéo de verificagdo
da glicemia

l

Contencdo para simulacéo de
administracdo das amostras

l

Marcacao dos animais na cauda,
com pincéis atoxicos

Verificagdo de Observacao da
defecacéo tranquilidade do animal
(tentativa de fuga,
vocalizacGes e observacao
do comportamento
(agitado ou calmo)
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FIGURA 6 - Etapas utilizadas para inducdo quimica de diabetes por aloxano em

camundongos.

Jejum de pré-inducdo, por 16 horas

Administragéo intraperitoneal de
aloxano
(150 mg/Kg de peso corpdreo)

72 horas

Coleta de sangue, atraveés de
incisdo transversal da ponta da
cauda

Mensuracgéo glicémica em
glucémetro portatil

Glicemias > 250 mg/dL

(diabéticos)
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5.3.4. Avaliacdo da natureza proteica do agente hipoglicemiante

Baseando-se nos resultados obtidos no item 5.3.3, foram realizados testes de dose
Unica utilizando as vias intragastrica e intraperitoneal de administracdo, sendo essa Ultima
realizada através da administracdo de Mo-FPF previamente fervida por 1 hora, com o fim de
serem obtidos dados que embasassem a natureza proteica do agente hipoglicemiante
verificado. A dose de Mo-FPF utilizada foi a que produziu os melhores resultados de redugéo
glicémica verificada no ensaio referente ao item 5.3.3. Como controle positivo para a rota
intragastrica de administracao, foi utilizado o hipoglicemiante oral glibenclamida, na dose de
50 mg/Kg de peso corpéreo. Foram utilizados 12 animais por grupo.

5.3.5. Teste de doses repetidas

Baseando-se nos resultados obtidos nos itens 5.3.3 e 5.3.4 e, ainda, com o objetivo de
verificar o efeito da administracdo cronica de Mo-FPF na glicemia de camundongos
diabéticos, foram realizadas administracdes intraperitoneais diarias de Mo-FPF, na dose de
500 mg/Kg, durante 20 dias, tendo as glicemias sido mensuradas em intervalos de trés dias.
Para a obtencdo das aliquotas de sangue a serem usadas na mensuracdo glicémica em
glucébmetro portétil, foi realizada uma incisao transversal da ponta da cauda no primeiro dia
de experimento. Nos outros dias, o sangue foi obtido pela retirada manual da crosta de
cicatrizacdo formada. Foram utilizados 12 animais por grupo.

Parametros sintomatoldgicos do estado hiperglicémico, como perda de peso, politria
e polidipsia também foram analisados periodicamente. Assim, nos mesmos dias em que
mensuradas as glicemias, foram procedidas analises dos pesos dos animais, da ingestdo
hidrica média e, ainda, avaliacdo visual da intensidade da umidade das maravalhas em
decorréncia da liberacdo de urina, em um periodo de 24 horas.

Ao final dos 20 dias de tratamento com Mo-FPF, os animais receberam anestesia
inalatéria com éter dietilico, de modo que amostras de sangue através de puncdo cardiaca
fossem retiradas. Em seguida, foram eutanasiados para a realizacdo do procedimento de
necropsia e remocao dos figados.

As amostras de sangue foram deixadas em repouso durante a noite, a 4 °C, para
permitir a coagulacdo do sangue. Apés centrifugacdo a 1000 x g, por 7 minutos, O
sobrenadante (soro) foi coletado e a partir dele foram dosados colesterol total, HDL

colesterol, triacilglicerdis, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
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fosfatase alcalina, uréia, creatinina, proteinas totais e albumina. As analises foram feitas
através da utilizacdo de kits especificos obtidos comercialmente (Bioclin). LDL e VLDL
foram mensurados a partir da equacdo de Friedewald (FRIEDEWALD; LEVY;
FREDRICKSON, 1972). Os figados retirados foram utilizados na determinacdo do nivel de
peroxidacao lipidica e de enzimas antioxidantes (item 5.3.6).

5.3.6. Determinacao do estado oxidativo hepatico

5.3.6.1. Determinacao de peroxidacao lipidica

A peroxidagdo lipidica hepéatica foi determinada através da mensuragdo de
malondialdeido (MDA), uma espécie reativa ao acido tiobarbiturico, seguindo metodologia de
Agar et al. (1999). Para isso, homogenatos a 10% do figado, feitos com cloreto de potassio
10%, foram incubados a 37 °C, por 1 hora e, em seguida, adicionados de 400 pL de acido
perclorico 35%. Apos centrifugacdo a 8.300 x g, por 10 minutos, o sobrenadante foi coletado
e a ele 200 pL de acido tiobarbiturico 1,2% foram adicionados. As amostras foram novamente
incubadas a 95 °C, por 30 minutos e aliquotas retiradas para leitura da absorbancia a 532 nm,
em leitora de microplacas (Expert Plus, Analitica, Brasil). Através de uma curva padrao
utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano, os resultados foram expressos como micromols de

MDA por grama de tecido (umol/g tecido).

5.3.6.2. Determinacdo de superdxido dismutase

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada como descrito por
Beauchamp e Fridovich (1971). O tecido foi homogeneizado em tampao fosfato de potassio
50 mM, pH 7,8, para obtencdo de um homogenato a 10%, o qual foi centrifugado a 8.300 x g,
por 10 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi retirado e centrifugado novamente (20 minutos,
12.000 x g, a 4 °C). Numa camara escura, foram misturados 1 mL do meio de reacdo (tampéo
fosfato de potassio 50 mM, EDTA 100 nM e L-metionina 13 mM , pH 7,8), 10 uL da
amostra (sobrenadante), 150 uL de NBT 750 uM e 300 pL de riboflavina 2uM. Os tubos
contendo a solucdo foram expostos a lampada fluorescente (15 W) por 15 minutos. A
absorbéancia foi medida a 560 nm. Os resultados foram expressos em unidades da enzima/ug

de proteina, que corresponde a razdo entre a quantidade de SOD necessaria para inibir a
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reducdo do NBT em 50%. A quantidade de proteina dos homogenatos foi determinada pelo
método de Bradford (1976).

5.3.6.3. Determinacéo de catalase

A atividade catalésica foi medida de acordo com o método descrito por Aebi (1984).
A 20 pL do homogenato do figado a 5% em tampao fosfato de potdssio 50 mM, pH 7,0,
foram adicionados 2 mL de tampdo fosfato de potéassio 50 mM, pH 7,0, contendo H,0, 10
mM. Em seguida, foram efetuadas leituras em espectrofotdometro a 230 nm. A atividade da
catalase foi definida como a quantidade da enzima requerida para decompor 1 nmol de H,O,
por minuto, a 25 °C. Os resultados foram expressos como milimol por minuto por grama de

tecido (mmol/min/g tecido).

5.3.6.4. Determinacao de 6xido nitrico

Os niveis teciduais de oOxido nitrico foram medidos como niveis totais de
nitrato/nitrito com uso do reagente de Griess (GREEN et al., 1982). Os tecidos hepaticos
foram homogeneizados em tampéo fosfato de potéassio 50 mM, pH 7,8, para obtencdo de um
homogenato a 10% e centrifugados a 11.000 x g, por 15 minutos, a 4 °C. Cem microlitros do
sobrenadante foram misturados a 100 pl do reagente de Griess (cloreto de
naftiletilenodiamina 0,1% e sulfanilamida 1% em &cido fosforico 5%) e, apds 10 minutos, a
absorbancia foi medida a 540 nm. A curva padrdo foi obtida usando nitrito de sodio. Os
resultados foram expressos como micromoles nitrato/nitrito por grama de proteina. A

concentracdo de proteina nas amostras foi determinada pelo método de Bradford (1976).

5.4. Toxicidade aguda

Para avaliacdo da toxicidade aguda, foi administrada uma dose cinco vezes maior
que aquela testada no estudo de dose cronica. Foram analisados ocorréncia de mortalidade e
sinais de toxicidade, tais como piloerecdo, sialorréia, diarreia, tremores, alteracdo do
equilibrio, convulsdes, hiperexcitabilidade, prostracdo e outros sinais em intervalos de 1 a 4
horas e, entdo, novamente analisados 24 e 72 horas apds a administracdo. Um grupo de 8
camundongos machos, pesando entre 30 e 50 g, foram utilizados para a realizacdo desse
experimento (ANVISA, 2004; JAISWAL et al., 2009).
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5.5. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. As comparagdes
estatisticas foram feitas pela aplicacdo de ANOVA one way seguida pelo teste post hoc de
comparacdo mdaltipla de Tukey-Kramer. Os dados foram analisados com o programa
GraphPad Prism versdo 5.01 para Windows. Diferengas que mostraram um valor de p de 0,05

ou menos foram consideradas estatisticamente significantes.
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6. RESULTADOS

6.1. Obtencao de proteinas a partir de folhas de M. oleifera

A TABELA 4 mostra a concentracdo de proteinas sollveis presentes nos extratos
totais obtidos através da utilizacdo dos tampdes acetato de sddio pH 5,2, fosfato de potéssio
pH 7,0 e Tris-HCI pH 8,0, nas concentrac6es de 0,05 e 0,1 M e nos tempos de extracao de 0,5
e 1 hora. Em geral, a utilizacdo do tamp&o Tris-HCI pH 8,0 resultou em uma maior
quantidade de proteinas extraidas em comparacdo com os outros tampdes. Como a eficiéncia
de extracdo desse tampdo foi muito similar nas concentracdes de 0,05 e 0,1 M e nos tempos
de extracdo testados, o tampdo Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0, e o tempo de maceragédo de 0,5 hora
foram selecionados para obtencao do extrato total.

Para obtencdo da fracdo proteica, o extrato total foi submetido a precipitagdo com
sulfato de aménio na faixa de saturacdo de 0-90% que, apos dialise e liofilizacdo, resultou na
fracdo denominada Mo-FPF. A concentracdo de proteinas e o rendimento proteico ao longo
das etapas de obtencdo de Mo-FPF estdo mostrados na TABELA 5. O extrato total apresentou
uma quantidade de proteinas soltveis de 8,60 + 0,90 mgP/gF. O rendimento do material
proteico resultante da precipitacdo do extrato total com sulfato de aménio (fracdo 0-90%) foi
de 70,3%, ou seja, 6,05 £ 0,10 mgP/gF. A dialise contra 4gua destilada, para remocéo do sal,
seguida da liofilizacdo acarretou na reducdo do teor proteico para 4,96 = 0,33 mgP/gF,
correspondendo a um rendimento proteico de 57,5%. O percentual proteico de Mo-FPF,

calculado a partir da determinacdo de nitrogénio total, foi de 70,8 £ 5,79%.

6.2. Caracterizacéo bioguimica da Mo-FPF

A FIGURA 7 mostra o perfil eletroforético das proteinas presentes em Mo-FPF, na
auséncia e presenca do agente redutor. Em geral, os perfis sdo bem parecidos,
independentemente do B-mercaptoetanol ter sido adicionado ou ndo. Uma diversidade de
bandas proteicas é observada, a maioria delas apresentando massa molecular aparente acima

de 29 kDa e uma Unica banda na regido de 19 kDa.
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TABELA 4 - Proteinas sollveis presentes nos extratos totais obtidos com diferentes tamp&es

e tempos de extracdo

RESULTADOS

Tampao®

Tempo de extragédo (h)

Proteina (mg/mL)"

Acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2
Acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2
Acetato de sodio 0,1 M, pH 5,2
Acetato de sodio 0,1 M, pH 5,2
Fosfato de potassio 0,05 M, pH 7,0
Fosfato de potéssio 0,05 M, pH 7,0
Fosfato de potéassio 0,1 M, pH 7,0
Fosfato de potéssio 0,1 M, pH 7,0
Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0

Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0

Tris-HC1 0,1 M, pH 8,0

Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0

0,5
1,0
0,5
1,0
0,5
1,0
0,5
1,0
0,5
1,0
0,5

1,0

0,23 + 0,02
0,44 + 0,02
0,32+0,01
0,41 + 0,03
0,98 + 0,02
1,20 £ 0,02
0,77 £ 0,02
1,00 £ 0,02
3,40 £ 0,02
3,20 £ 0,02
2,90 +£0,03

3,40 £ 0,02

Valores expressos como média £ desvio padrao.

8 Todos os tampdes testados continham NaCl 0,15 M, PVP 2% (p/v), PMSF 0,001 M e EDTA

0,01 M.

®Valores obtidos através de dosagem pelo método de Bradford (1976).
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TABELA 5 - Teor de proteinas e rendimento proteico ao longo das etapas de obtencdo da

fracdo proteica de folhas de Moringa oleifera (Mo-FPF)

Etapas® Proteina (mg/gF)° Rendimento (%)°
Extrato total 8,60 = 0,90 100,0
Fracdo 0-90% n&o dialisada 6,05+ 0,10 70,3
Fracdo 0-90% liofilizada (MoFPF) 4,96 + 0,33 57,5

Valores representam a média + desvio padrao de trés experimentos similares.

# Etapas de obtencdo de Mo-FPF.

® Quantidade de proteina recuperada (mg) em cada etapa por grama de folhas de M. oleifera.
¢ Rendimento proteico obtido em cada etapa, considerando o extrato total como 100%.
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FIGURA 7 — Perfil da eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) na presenca de SDS da
fracdo proteica de folhas de Moringa oleifera (Mo-FPF), obtida por precipitacdo do extrato
total com sulfato de aménio (0-90%), na auséncia e presenga de [-mercaptoetanol 1%. M:
marcadores de massa molecular. Foram aplicados 8, 10, 12 e 14 ug de Mo-FPF. As bandas

proteicas foram reveladas pelo uso da prata.
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(condicdes ndo redutoras)  (condigdes redutoras)
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Quando analisado o comportamento da Mo-FPF frente a proteases, as proteinas
presentes nessa fragdo mostraram-se digeriveis por enzimas encontradas no trato digestorio de
animais monogastricos. Apds 2 horas de incubacdo com pepsina, nas condigdes ideais para a
hidrélise enzimatica, praticamente todas as proteinas da Mo-FPF com massa molecular
aparente acima de 29 kDa foram parcialmente hidrolisadas, sendo totalmente digeridas ap6s 4
horas de incubacdo com a enzima. Porém, a proteina correspondente & massa molecular
aparente de 19,0 kDa mostrou-se mais resistente a digestdo por pepsina, uma vez que apos 2
horas de contato com a enzima a intensidade da banda proteica correspondente permaneceu
praticamente inalterada, diminuindo somente apds 4 horas de incubacdo com a pepsina
(FIGURA 8). Por outro lado, a albumina sérica bovina (BSA), utilizada como controle,
aparentemente teve digestéo total com apenas 2 horas de incubagdo com a pepsina.

O contato com tripsina promoveu aparentemente a completa digestdo das proteinas
da Mo-FPF, ja nas primeiras 2 horas de incubacdo, incluindo a banda de massa molecular
aparente de 19,0 kDa, que mostrou ser mais resistente a digestdo péptica. A digestdo da BSA
por tripsina indicou que a enzima se encontrava ativa nas condigdes experimentais utilizadas
(FIGURA 9).

Mo-FPF ndo foi capaz de aglutinar eritrocitos de coelhos, tratados ou ndo com
tripsina. No entanto, essa fracdo promoveu a aglutinacdo dos eritrécitos de ratos e
camundongos, ndo tendo a atividade hemaglutinante sido influenciada pelo tratamento dos
eritrocitos com tripsina (TABELA 6).

Com relacdo as atividades antioxidantes in vitro, Mo-FPF apresentou atividade
peroxidasica guaiacol-dependente (FIGURA 10), mas ndo mostrou ter atividade peroxidasica
dependente de ascorbato (FIGURA 11) e nem catalasica (FIGURA 12). Os valores de
absorbancia semelhantes a 290 nm verificadas para Mo-FPF e para o controle negativo feito
com agua deionizada mostraram que a oxidacdo do ascorbato verificada para Mo-FPF nao foi
devido a acdo de suas proteinas, tratando-se, na verdade, de uma oxidacdo natural do
ascorbato ao longo do tempo. Da mesma forma, o ensaio de atividade catalasica mostrou que
a diminuicdo das concentracdes de H,O, pela adicdo de Mo-FPF, verificadas pelas leituras a
240 nm, tratou-se de uma dismutacdo natural do H,0,, além do que tais resultados foram

significantemente menores do que o controle positivo feito com a catalase pura.
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FIGURA 8 — Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (12,5%) da fracdo protéica de
folhas de Moringa oleifera (Mo-FPF), obtida por precipitagéo do extrato total com sulfato de
amoénio (0-90%) e submetida a digestdo enzimatica com pepsina. Mo-FPF foi dissolvida em
HCI 0,001 M e incubada com pepsina a 37 °C, na propor¢cdo enzima:substrato de 1:10.
Aliquotas correspondentes ao tempo de 2 e 4 horas de incubacdo foram retiradas e submetidas
a PAGE-SDS. Albumina sérica bovina (BSA) foi utilizada como controle positivo. A
quantidade de Mo-FPF e de BSA aplicadas nos pocos foi de 13 pug. M: marcadores de massa

molecular.
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FIGURA 9 — Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (12,5%) da fracdo protéica de

folhas de Moringa oleifera (Mo-FPF), obtida por precipitagéo do extrato total com sulfato de

amoénio (0-90%) e submetida a digestdo enzimatica com tripsina. Mo-FPF foi dissolvida em

tampado Tris-HCI 0,1 M, pH 8,1, e incubada com tripsina a 37 °C, na proporgédo

enzima:substrato de 1:10. Aliquotas correspondentes ao tempo de 2 horas e de 4 horas de

incubacdo foram retiradas e submetidas a PAGE-SDS. Albumina sérica bovina (BSA) foi

utilizada como controle positivo. A quantidade de Mo-FPF e de BSA aplicadas nos pocos foi

de 13 pg. M: marcadores de massa molecular.
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TABELA 6 - Determinacdo de atividade hemaglutinante da fracdo proteica de folhas de
Moringa oleifera (Mo-PFL), obtida por precipitacdo do extrato total com sulfato de amdnio
(0-90%)

Animal Eritrdcito Eritrdcito UH?
(tripsinizado) (ndo tripsinizado)

Coelho (Oryctolagus cuniculus) - - ND

Rato (Rattus norvegicus) + + 8,0

Camundongo (Mus musculus) + + 16,0

# Unidades de Hemaglutinagdo. Valor expresso como o inverso do titulo da maior diluicdo na

base 2 que ainda foi capaz de promover aglutinacdo visivel dos eritrocitos a olho nu.
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FIGURA 10 - Atividade peroxidasica dependente de guaicol (POX) da fracdo proteica de
folhas de Moringa oleifera (Mo-FPF), obtida por precipitagcdo do extrato total com sulfato de
amonio (0-90%), expressa como a variagdo da absorbancia a 480 nm por minuto e por mL de
amostra (0,06 mgP). O simbolo *** representa valores que diferiram em relagdo ao controle
feito com &gua deionizada (p < 0,001).
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FIGURA 11 - Atividade peroxidasica dependente de ascorbato (APX) da fracdo proteica de
folhas de Moringa oleifera (Mo-FPF), obtida por precipitacdo do extrato total com sulfato de
amonio (0-90%), expressa como a variagdo da absorbancia a 290 nm por minuto e por mL de

amostra (0,06 mgP). Como controle negativo foi utilizada 4gua deionizada.
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FIGURA 12 - Atividade catalasica (CAT) da fracdo proteica de folhas de Moringa oleifera
(Mo-FPF), obtida por precipitacdo do extrato total com sulfato de amdnio (0-90%), expressa
em micromoles de H,O, consumido por minuto. O simbolo *** representa os valores que

diferiram em relac&o ao controle feito com &gua deionizada (p < 0,001).

30000 - * ok k

25000 -

20000 A

15000 -

,0, consumido/min

10000 -

uM H

5000 A

Agua deionizada Mo-FPF Catalase




RESULTADOS | 77

A FIGURA 13 mostra os resultados da avaliagdo de reagédo cruzada entre Mo-FPF e
0 anticorpo anti-insulina humana, por meio da realizagdo de Dot Blot. Nas trés diluicdes de
anticorpo utilizadas (1:250, 1:500 e 1:1000), foi possivel a observacdo de reacdo cruzada,
através do surgimento de cor na membrana de PVDF, resultante da reacdo redox do substrato
BCIP/NBT, indicando que o anticorpo primario anti-insulina reconheceu epitopos antigénicos

do tipo insulina presentes em Mo-FPF.

6.3. Ensaios in vivo para verificacédo de efeito hipoglicemiante da Mo-FPF

A FIGURA 14 mostra os resultados obtidos ap6s a administracdo intraperitoneal de
Mo-FPF, nas doses de 100, 300 e 500 mg/Kg de peso corporeo, em camundongos diabéticos.
N&o houve diferencga estatistica entre o grupo tratado com a dose de 100 mg/Kg de peso
corporeo e o controle diabético tratado com o veiculo (Tris-HCI 0,025 M, contendo NaCl 0,15
M, pH 7,5) em nenhum periodo ap0s administracdo. J& no tempo de 1 hora apds a
administracdo, as doses de 300 e 500 mg/Kg de peso corporeo resultaram em glicemias
significativamente menores quando comparadas ao controle diabético. O efeito hipoglicémico
foi ainda mais evidente nos tempos de 3 e 5 horas ap0s a administracdo. Insulina
recombinante humana de acdo rapida (insulina asparte, NovoNordisk®, Brasil ), na dose de
0,7 UI/Kg de peso corpdreo, foi utilizada como controle positivo. As percentagens de redugéo
ou aumento da glicemia de todos os tratamentos em relacdo ao tempo O hora estdo mostradas
na FIGURA 15. As doses de 300 e 500 mg/Kg de peso corporeo produziram, nos tempos de
1, 3 e 5 horas ap6s a administracdo, reducdes glicémicas de aproximadamente 3, 36 e 38% e
de 10, 53 e 60%, respectivamente.

A administracdo por via intragastrica de Mo-FPF, na dose de 500 mg/Kg de peso
corporeo, ndo resultou em glicemias estatisticamente diferentes das do controle diabético nos
trés tempos de mensuracdo (FIGURA 16). Da mesma forma, a administracao intraperitoneal
da mesma dose de Mo-FPF, previamente fervida por 1 hora, ndo resultou em glicemias

diferentes das observadas no controle diabético, exceto no tempo t = 5 horas (FIGURA 17).
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FIGURA 13 - Dot Blot realizado para detecgdo de proteinas do tipo insulina na fracdo
proteica de folhas de Moringa oleifera (Mo-FPF), obtida por precipitacdo do extrato total com
sulfato de aménio (0-90%). Solucédo de bloqueio (TBS com 5% de leite desnatado e 0,05% de
Tween20) e insulina recombinante humana foram utilizadas como controle negativo e

positivo, respectivamente.
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FIGURA 14 - Efeito da fragdo proteica de folhas de Moringa oleifera (Mo-FPF), obtida por
precipitacdo do extrato total com sulfato de amdnio (0-90%), na glicemia de animais
diabéticos. Doses de 100, 300 e 500 mg/Kg de peso corpéreo de Mo-FPF foram administradas
intraperitonealmente em camundongos. No controle diabético, foi administrado apenas o
veiculo (Tris-HCI 0,025 M, contendo NaCl 0,15 M, pH 7,5). Insulina recombinante humana
aspartica, na dose de 0,7 Ul/Kg de peso corporeo, foi utilizada como controle positivo. ** e
*** representam p < 0,01 e p < 0,001 em relacdo ao controle diabético, respectivamente.
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FIGURA 15 - Percentual de aumento ou reducdo glicémica da fracdo proteica de folhas de

Moringa oleifera (Mo-FPF), obtida por precipitagdo do extrato total com sulfato de amonio

(0-90%), quando administrada intraperitonealmente, nas doses de 100, 300 e 500 mg/Kg de

peso corpdreo, em camundongos diabéticos, em relacdo a glicemia mensurada antes do

tratamento (t = 0 hora). No controle diabético, foi administrado apenas o veiculo (Tris-HCI

0,025 M, contendo NaCl 0,15 M, pH 7,5). Insulina recombinante humana aspartica, na dose

de 0,7 UI/Kg de peso corpéreo, foi utilizada como controle positivo.
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FIGURA 16 — Efeito da administracdo intragastrica da fracdo proteica de folhas de Moringa
oleifera (Mo-FPF), obtida por precipitacdo do extrato total com sulfato de aménio (0-90%), na
dose de 500 mg/Kg de peso corporeo, na glicemia de camundongos diabéticos. No controle
diabético, foi administrado apenas o veiculo (Tris-HCI 0,025 M, contendo NaCl 0,15 M, pH
7,5). Como controle positivo, foi utilizado o hipoglicemiante oral glibenclamida, na dose de
50 mg/Kg de peso corporeo. * e ** representam p < 0,05 e p < 0,01 em relagcdo ao controle

diabético, respectivamente.
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FIGURA 17 - Efeito da administracdo intraperitoneal da fracdo proteica de folhas de

Moringa oleifera (Mo-FPF), obtida por precipitagdo do extrato total com sulfato de aménio

(0-90%), previamente fervida por 1 hora, na dose de 500 mg/Kg de peso corpéreo, sobre a

glicemia de camundongos diabéticos. No controle diabético, foi administrado apenas o
veiculo (Tris-HCI 0,025 M, contendo NaCl 0,15 M, pH 7,5). Insulina recombinante humana

aspartica, na dose de 0,7 Ul/Kg de peso corporeo, foi utilizada como controle positivo.

Valores expressos como média * desvio padrdo. ** e *** representam p < 0,01 e p < 0,001

em relacdo ao controle diabético, respectivamente.
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O tratamento crénico com Mo-FPF, durante 20 dias, no qual a dose de 500 mg/Kg de
peso corpdreo foi administrada diariamente, pela via intraperitoneal, resultou em glicemias
significativamente menores quando comparadas ao controle diabético, em todas as
mensuracdes realizadas. Em relacdo ao controle ndo diabético, as glicemias do grupo tratado
com Mo-FPF ndo foram diferentes nos 7°, 16° e 20° dias de tratamento. Insulina
recombinante humana de acdo lenta (insulina glargina, Sanofi-Aventis, Brasil), na dose de 5
UI/Kg de peso corpoéreo, foi utilizada como controle positivo (FIGURA 18). Em relacdo a
glicemia mensurada antes da administragdo da primeira dose dos tratamentos, Mo-FPF
promoveu, no 4°, 7°, 10°, 13°, 16° e 20° dias de tratamento, reduc6es glicémicas de 31, 50, 35,
11, 44 e 57%, respectivamente (FIGURA 19).

Com relacdo a sintomatologia relacionada ao estado hiperglicémico, o tratamento
diario com Mo-FPF amenizou a polidipsia (FIGURA 20) e a polidria (FIGURA 21)
evidentemente observadas no controle diabético. Ndo houve diferenga estatistica entre 0s
grupos com relagdo a massa corpodrea, em todos os dias em que ela foi mensurada (FIGURA
22).

Mo-FPF, administrada durante 20 dias, resultou em niveis séricos de colesterol total
e da fracdo lipoproteica de baixa densidade (LDL) estatisticamente menores do que 0S
observados nos controles diabético e ndo diabético. A fracdo HDL, VLDL e os triacilglicerdis
séricos, contudo, ndo foram estatisticamente diferentes entre 0S grupos experimentais
(TABELA 7). Em relacdo aos outros parametros sericos mensurados, incluindo
aminotransferases, fosfatase alcalina, ureia, creatinina, proteinas totais e albumina, também
ndo houve diferenca entre os diferentes tratamentos (TABELA 8).

Além do efeito hipoglicemiante e hipocolesterolemiante, Mo-FPF também exerceu
efeito protetor contra a peroxidacgéo lipidica hepatica. Os niveis de um marcador bioquimico
desse processo (malondialdeido) no grupo diabético tratado com Mo-FPF ndo foram
diferentes em relacdo ao controle normal, mas foram menores quando comparados ao controle
diabético. Insulina, no entanto, ndo exerceu tal efeito protetor (FIGURA 23). Os niveis de
catalase hepatica foram significativamente maiores no grupo diabético tratado com Mo-FPF
em relacdo aos outros grupos e, entre esses ultimos, ndo houve diferenca estatistica nos niveis
dessa enzima (FIGURA 24). Em relacdo a superoxido dismutase (SOD), houve um
decréscimo significante nos niveis hepaticos dessa enzima nos grupos controle diabético e
diabético tratado com Mo-FPF, em comparacdo com o grupo controle ndo diabético. No
tratamento com insulina, essa reducdo acentuada nos niveis de SOD nédo foi verificada,

estando os valores mais proximos daqueles verificados com o controle ndo diabético, tendo,

83



RESULTADOS | 84

no entranto, se mostrado significativamente diferentes (FIGURA 25). O grupo diabético
tratado com Mo-FPF apresentou niveis hepaticos de dxido nitrico similares aos do controle
diabético, os quais foram estatisticamente menores em relacdo aos verificados no tratamento

com insulina e no controle ndo diabético (FIGURA 26).
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FIGURA 18 - Efeito do tratamento diério da fracdo proteica de folhas de Moringa oleifera
(Mo-FPF), obtida por precipitacdo do extrato total com sulfato de amdnio (0-90%), durante 20
dias, na glicemia de camundongos diabéticos. Mo-FPF foi administrada pela via
intraperitoneal na dose de 500 mg/Kg de peso corpdreo. Valores expressos como média +
desvio padrdo. A glicemia do dia 1 é referente & mensuragdo realizada antes da administragdo
do primeira dose dos tratamentos. No controle diabético, foi administrado apenas o veiculo
(Tris HCI 0,025 M, contendo NaCl 0,15 M, pH 7,5). Insulina recombinante humana glargina,
foi utilizada como controle positivo. *** representa p < 0,001 em relacdo ao controle
diabético e # e ### representam p < 0,05 e p < 0,001 em relacdo ao controle ndo diabético,

respectivamente.
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FIGURA 19 — Percentual de aumento ou reducdo das glicemias, em relacdo a glicemia
inicial, mensurada antes da administracdo da primeira dose dos tratamentos, ao longo dos 20
dias de tratamento com a fragéo proteica de folhas de Moringa oleifera (Mo-FPF), obtida por
precipitacdo do extrato total com sulfato de aménio (0-90%), na dose de 500 mg/Kg de peso
corpéreo, em camundongos diabéticos. No controle diabético, foi administrado apenas o
veiculo (Tris HCI 0,025 M, contendo NaCl 0,15 M, pH 7,5). Insulina recombinante humana
glargina, na dose de 5 UI/Kg de peso corporeo, foi utilizada como controle positivo.
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FIGURA 20 — Efeito da administragcdo intraperitoneal da fracdo proteica de folhas de
Moringa oleifera (Mo-FPF), obtida por precipitacdo do extrato total com sulfato de amdnio
(0-90%), na dose de 500 mg/Kg de peso corpdreo, sobre a ingestdo hidrica de camundongos
diabéticos no periodo de 24 horas e ao longo de 20 dias de tratamento. Os valores, dados em
mL de &gua ingerida/100 g de animal, foram calculados pela formula (V1 — V2)/M x 100, onde
V1 = volume de &gua fornecido; V, = volume de agua restante na mamadeira; M = soma das

massas corpdreas dos animais.
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FIGURA 21 — Efeito da administragédo da fracdo proteica de folhas de Moringa oleifera (Mo-
FPF), obtida por precipitagdo do extrato total com sulfato de aménio (0-90%), na taxa de
miccdo, em 24 horas, verificado pela observacdo visual da umidade das maravalhas. A —
controle diabético; B — Controle ndo diabético; C — Diabético tratado com insulina glargina de
acdo lenta (5 UI/Kg de peso corpéreo); D — Diabético tratado com Mo-FPF (500 mg/Kg de
peso corporeo). Imagens obtidas no 20° dia do teste de doses repetidas.
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FIGURA 22 — Efeito da administragéo intraperitoneal da fragdo proteica de folhas de
Moringa oleifera (Mo-FPF), obtida por precipitagdo do extrato total com sulfato de aménio
(0-90%), na dose de 500 mg/Kg de peso corpdreo, sobre a massa corpérea de camundongos

diabéticos ao longo de 20 dias de tratamento. Valor expresso como média + desvio padrao.
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TABELA 7 — Concentracg@es de lipideos e lipoproteinas séricas em camundongos (n = 12) ap6s 20 dias de administracdo intraperitoneal de doses
repetidas (500 mg/Kg de peso corpdreo) da fracdo proteica de folhas de Moringa oleifera (Mo-FPF), obtida por precipitagdo do extrato total com
sulfato de amonio (0-90%)

Colesterol total HDL LDL VLDL Triacilglicerois
Controle diabético 135,1+9,7 345+95 56,3+7,1 445+ 7,3 222,6 + 36,6
Controle néo diabético 138,3 + 16,6 349+572 61,1+8,8 42,3+95 210,6 + 38,6
Insulina 5 UI/Kg de peso corpdreo 1395+7,6 32,8+57 59,177 47,6 £8,7 236,8 + 32,7
Mo-FPF 500 mg/Kg de peso corpéreo 97,8+147 " 363+9,3 196+35 41,7+9,0 208,5 + 36,7

Valores em mg/dL de soro, expressos como média + desvio padrao.
*** Valores que diferiram em relacéo ao controle diabético (p < 0,001).

"% \Valores que diferiram em relag&o ao controle néo diabético (p < 0,001).



RESULTADOS | 91

TABELA 8 — Niveis séricos em camundongos (n = 12) de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina
(FA), uréia, creatinina, proteinas totais e albumina ap6s 20 dias de administracdo intraperitoneal de doses repetidas (500 mg/Kg de peso
corporeo) da fracdo proteica de folhas de Moringa oleifera (Mo-FPF), obtida por precipitacdo do extrato total com sulfato de aménio (0-90%)

Controle diabético Controle Insulina Mo-FPF
nao diabético (5 UI/Kg de peso corporeo) (500 mg/Kg de peso corporeo)

AST (UI) 190,30 + 24,70° 192,60 + 26,00 175,90 + 47,30° 182,40 + 35,10°
ALT (UI) 50,20 + 6,80° 49,70 + 7,30 46,84 + 9,60° 47,30 + 9,00°
FA (U/L) 44,20 +9,02° 41,20 + 3,51° 39,60 * 7,22° 43,40 + 5,16°
Uréia (mg/dL) 31,20 + 8,41° 30,10 * 4,55" 35,90 + 9,63" 32,30 +9,32¢
Creatinina (mg/dL) 0,35 + 0,05° 0,30 + 0,04° 0,34 + 0,05° 0,31+ 0,07°
Protefnas totais (g/dL) 38,30 + 4,36 35,60 + 3,27° 35,70 + 4,41° 37,10 + 5,01
Albumina (g/dL) 29,60 + 6,83¢ 30,30 * 3,23° 31,30 + 5,14¢ 30,50 + 4,93°

Valores expessos como média + desvio padrao.

Letras iguais

indicam que ndo houve diferenca estatistica entre

0S grupos em

relacdo a qualquer pardmetro mensurado.
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Figura 23 — Efeito da administracéo intraperitoneal da fracdo proteica de folhas de Moringa
oleifera (Mo-FPF), obtida por precipitacdo do extrato total com sulfato de aménio (0-90%), na
dose de 500 mg/Kg de peso corpdreo, sobre os niveis hepéaticos de malondialdeido, uma
espécie reativa ao &cido tiobarbitdrico, em homogenatos de figado de camundongos
diabéticos ao final dos 20 dias de experimento. Os resultados representam pmol de
malondialdeido por grama de tecido hepético, estando os valores expressos como média +
desvio padrdo. *** representa p < 0,001 em relacéo ao controle diabético e ### representa p <

0,001 em relagdo ao controle ndo diabético.
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FIGURA 24 — Efeito da administragcdo intraperitoneal da fracdo proteica de folhas de
Moringa oleifera (Mo-FPF), obtida por precipitacdo do extrato total com sulfato de amdnio
(0-90%), na dose de 500 mg/Kg de peso corporeo, sobre a atividade de catalase hepatica em
homogenatos de figado de camundongos diabéticos ao final dos 20 dias de experimento. A
atividade da catalase foi definida como a quantidade da enzima requerida para decompor 1
nmol de H,O, por minuto, a 25 °C. Valores expressos como média + desvio padrdo. *
representa p < 0,05 em relacdo ao controle diabético e # representa p < 0,05 em relacéo ao
controle ndo diabético.
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FIGURA 25 — Efeito da administracdo intraperitoneal da fracdo proteica de folhas de
Moringa oleifera (Mo-FPF), obtida por precipitacdo do extrato total com sulfato de amdnio
(0-90%), na dose de 500 mg/Kg de peso corpdreo, nos niveis de superéxido dismutase em
homogenatos de figado de camundongos diabéticos, ao final de 20 dias de experimento. Os
resultados representam unidades da enzima por micrograma de proteina, estando os valores
expressos como média + desvio padrdo. *** representa p < 0,001 em relacdo ao controle
diabético e ## e ### representam p < 0,01 e p < 0,001 em relacdo ao controle ndo diabético,

respectivamente.
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FIGURA 26 — Efeito da administragdo intraperitoneal da fracdo proteica de folhas de
Moringa oleifera (Mo-FPF), obtida por precipitagdo do extrato total com sulfato de amdnio
(0-90%), na dose de 500 mg/Kg de peso corpéreo, nos niveis totais de nitrito/nitrato em
homogenatos de figado de camundongos diabéticos, apés os 20 dias de tratamento. Os
resultados estdo representados como micromoles nitrato/nitrito por micrograma de proteina,
estando os valores expressos como média + desvio padrdo. *** representa p < 0,001 em

relacdo ao controle diabético e ### representa p < 0,001 em relagdo ao controle ndo diabético.
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6.4 Toxicidade aguda

A TABELA 9 mostra os resultados referentes a verificagdo de sinais de toxicidade e
de mortalidade apds a administracéo intraperitoneal de Mo-FPF, numa dose cinco vezes maior
(2500 mg/Kg de peso corporeo) do que aquela utilizada no teste de doses repetidas. Apds
quatro horas da administracdo, foram verificados sintomas como prostragdo, contorcoes
abdominais e diarréia, essa Ultima perdurando até 24 horas. Tais sinais ndo mais estiveram

presentes apos 72 horas de administracdo de Mo-FPF. Ndo houve mortalidade.
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TABELA 9 — Investigagédo de toxicidade aguda decorrente da administracdo intraperitoneal
da fragéo proteica de folhas de Moringa oleifera (Mo-FPF), obtida por precipitagédo do extrato
total com sulfato de aménio (0-90%), na dose de 2500 mg/Kg de peso corpéreo

Sintomas Tempo ap6s administracéo
4 horas 24 horas 72 horas
Alteracéo da locomocao Néo Né&o Né&o
Piloerecéo Né&o Né&o Né&o
Diarréia Sim Sim Né&o
Contorgdes abdominais Sim Né&o Né&o
Hiperexcitabilidade Né&o Né&o Né&o
Convulsdes Né&o Né&o Né&o
Tremores Né&o Né&o Né&o
Alteracdes do equilibrio Néo N&o Né&o
Prostracéo Sim N&o Né&o

Morte Nao Néao Nao




DISCUSSAO

7. DISCUSSAO

Moringa oleifera, uma planta nativa do nordeste da india, possui grande versatilidade
de utilizagdo como alimento, agente clarificante no tratamento de &gua, matéria prima
industrial e na medicina popular. Dentre as propriedades medicinais atribuidas a essa planta,
as atividades hipocolesterolemiante, anti-inflamatdria, antireumatica, antimicrobiana e o0s
efeitos espectorantes podem ser destacados. Para as folhas, em particular, ja foram relatados
efeitos diuréticos, anti-inflamatorios, antiulcerogénicos e, também, hipoglicemiantes
(FAHEY, 2005; GALLAO; DAMASCENO; BRITO, 2006; ANWAR et al., 2007; GOYAL et
al., 2007)

Destacando o potencial hipoglicemiante de M. oleifera, as folhas constituem os
Orgdos que sdo mais citados na literatura com respeito a essa propriedade farmacoldgica
(NDONG et al., 2007; JAISWAL et al., 2009; TENDE et al., 2011). Tal efeito é muito
creditado a compostos resultantes do metabolismo secundario vegetal, como compostos
fendlicos, terpenos e cumarinas, até mesmo pelas metodologias empregadas para obtencao
dos extratos foliares, que utilizam solventes extratores especificos desses tipos de compostos
ou mesmo passos metodoldgicos que sdo incompativeis para a manutencdo da estrutura e
atividade de outras moléculas, como proteinas (JAISWAL et al., 2009; TENDE et al., 2011;
NAEEM,; ALI.; MAHMOOD; 2012). De fato, a folha de M. oleifera é rica em metabdlitos
secundarios, incluindo diversos tipos de polifendis, o0s quais sdo compostos que,
conhecidamente, apresentam propriedades hipoglicémicas (LAMBA et al., 2000; FRANCIS
et al., 2004).

Embora diversos tipos de metabdlitos secundarios de plantas tenham demonstrado
efeitos hipoglicemiantes, pouco se tem especulado acerca de outras moléculas com tal
atividade, principalmente em relacdo as proteinas vegetais. Entretanto, ja existem evidéncias
de que algumas proteinas de plantas atuam como hipoglicemiantes. Nesse sentido, as folhas
de M. oleifera foram o objeto de estudo desse trabalho, que teve como objetivo principal
investigar a possibilidade de participacdo de proteinas foliares em eventos hipoglicemiantes in
vivo, sendo essa escolha motivada pelo fato da acdo hipoglicemiante de folhas de moringa ja
estar bem documentada e pelo seu teor proteico ser relativamente elevado (MOURA et al.,
2009).

Para se chegar ao objetivo principal desse trabalho, foram desenvolvidas
metodologias e realizados experimentos que (1) favorecessem ao maximo a obtengdo de

proteinas e a eliminacdo de metabdlitos secundarios e (2) permitissem especular a
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possibilidade de efeito hipoglicemiante. Uma vez que, desses passos iniciais, foram obtidos
resultados promissores, se procederam experimentos in vivo para investigagdo da existéncia
ou ndo da participacdo proteica nos eventos hipoglicemiantes proporcionados pelas folhas de
M. oleifera.

Os passos metodologicos empregados para concentrar as proteinas foliares extraidas
resultaram na obtencdo de uma fracdo proteica, denominada Mo-FPF (Fracdo Proteica de
Folhas de Moringa oleifeira), representando 4,96 mgP/g de folha (TABELA 5). Mo-FPF
apresentou teor proteico médio de 70,8%. Considerando que os teores proteicos das folhas de
M. oleifera, relatados na literatura, variam de 6,4 a 6,7%, o método de obtencdo de Mo-FPF
empregado nesse trabalho foi bastante eficiente em concentrar o material proteico extraido
das folhas (RAMACHANDRAN; PETER; GOPALAKRISHNAN, 1980; MOURA et al.,
2009).

A coloracédo verde de Mo-FPF e a sua viscosidade quando em solugdo sugeriam que
pigmentos poderiam ter sido carreados com as proteinas e a elas mantidos associados, uma
vez que as principais proteinas foliares sdo cloroplasticas e, também, apontavam para a
presenca de carboidratos de elevada massa molecular, respectivamente (GUERROUE et al.,
1996). Na tentativa de amenizar as caracteristicas ressaltadas, Mo-FPF foi dialisado. No
entanto, foi utilizada uma membrana com cut-off de 2 kDa, com intuito de preservar,
inclusive, os peptideos pequenos no material dialisado. O fato de ter sido usada uma
membrana de tamanho de poro pequeno pode ter favorecido a permanéncia ndo somente de
carboidratos, mas, também, de metabdlitos secundarios de massas moleculares elevadas
(WINK, 2010).

A avaliacdo do perfil eletroforético de Mo-FPF mostrou uma diversidade de
proteinas, em sua maioria com massas moleculares acima de 29 kDa (FIGURA 7). Uma
banda proteica com massa molecular aparente de 19,0 kDa também foi observada, sendo essa
massa proxima aquelas ja observadas para proteinas hipoglicemiantes (KHANNA; JAIN,
1981; RAJASEKHAR et al., 2010). O perfil eletroforético de proteinas de folhas de Bauhinia
variegata, das quais foi isolado um peptideo do tipo insulina, também mostrou uma grande
versatilidade de bandas proteicas (AZEVEDO et al., 2006).

Outra propriedade de Mo-FPF foi a susceptibilidade in vitro a acdo de proteases
digestivas comumente encontradas em mamiferos monogastricos, tais como pepsina e tripsina
(FIGURAS 8 e 9). Esse dado reforca a natureza proteica de Mo-FPF, tendo sido verificado
que concentrados proteicos de outras plantas também apresentaram elevada digestibilidade
frente as proteases (MODESTI et al., 2007).
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Diversas plantas com compostos apresentando atividade antioxidante in vitro
também exerceram atividade hipoglicemiante em modelos animais de diabetes (MANOSROI
et al., 2011; KUNYANGA et al., 2012). A atividade de remocdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) pode ter beneficios em relacdo ao controle glicémico, uma vez que essas
moléculas participam da fisiopatologia do diabetes e da resisténcia insulinica (TIGANIS,
2011). As peroxidases de fendis estdo envolvidas em aspectos importantes da fisiologia das
plantas, dentre eles a regulacdo do crescimento e do processo de formagéo da parede celular.
Sua atividade antioxidante se da pela remocao de peroxido de hidrogénio (H,0,) através de
sua reducdo a uma molécula de agua, utilizando como mediador redox um composto fendlico,
como o guaiacol (OLIVEIRA; GONDIM; VASCONCELOS, 2009). In vitro, Mo-FPF
apresentou consideravel atividade de peroxidase dependente de guaiacol (FIGURA 10), uma
peroxidase de fenodis, mas ndo de peroxidase dependente de ascorbato e nem atividade
catalasica (FIGURAS 11 e 12). Mormodica charantia, uma planta bem documentada com
relagéo a seus efeitos hipoglicemiantes também mostrou uma elevada atividade peroxidasica
mediada por guaiacol (KARIM; HUSAIN, 2010).

Mo-FPF apresentou atividade hemaglutinante ou lectinica em eritrocitos
(tripsinizados ou ndo) de ratos e de camundongos sem a dependéncia de cations divalentes
(TABELA 6). Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune, que possuem,
no minimo, um dominio ndo catalitico e se ligam reversivelmente a carboidratos, possuindo
um ou mais sitios de ligacdo, podendo ser caracterizadas e detectadas por sua capacidade de
aglutinar eritrécitos, em certos casos com alta especificidade (PEUMANS; VAN DAMME,
1995; LIS; SHARON, 1998). Lectina de sementes de Urtica pilulifera exerceu atividade
hipoglicemiante em ratos com diabetes induzidos por estreptozotocina (KAVALALI et al.,
2003). Algumas lectinas possuem a capacidade de se ligar a receptores de insulina e de
induzir cascatas de reacgdes elicitadas por esse horménio (SMITH; LIU, 1981; SUZUKI et al.,
1984). A presenca de atividade lectinica verificada para Mo-FPF pode sugerir um efeito
hipoglicemiante in vivo ou atividade do tipo insulina in vitro para essa fracdo proteica.

Por meio do ensaio imunoldgico de dot blot, o anticorpo anti-insulina humana
recoheceu Mo-FPF, sugerindo a presenca de epitopos antigénicos do tipo insulina em sua
estrutura (FIGURA 13). Azevedo et al. (2006) isolaram uma proteina do tipo insulina de
folhas de Bauhinia variegata, que foi reconhecida por anticorpo anti-insulina humana e
apresentou atividade hipoglicemiante em camundongos com diabetes induzido por aloxano,
ap6s administracdo subcutanea. Uma proteina do tegumento de sementes de Canavalia

ensiformis também reagiu com anticorpo anti-insulina e demonstrou atividade
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hipoglicemiante em camundongos com diabetes aloxanico (OLIVEIRA et al., 1999).
Antigenos do tipo insulina em espinafre apresentaram ligacdo a receptores de insulina e
elicitaram respostas insulinicas em células adiposas (COLLIER et al., 1987). Com esses
dados, ha forte indicio em relagdo a Mo-FPF de ser um potencial hipoglicemiante.

A proxima etapa do trabalho foi a avaliacdo do efeito hipoglicemiante da Mo-FPF em
camundongos com diabetes induzido por aloxano. Aloxano, uma pirimidina com estrutura
semelhante a glucose, é um agente diabetogénico efetivo, que destroi células beta pancreéticas
através da geracdo de espécies reativas ao oxigénio no interior dessas células (WALDE et al.,
2002). No presente estudo, com a dose de aloxano de 150 mg/Kg de massa corpdrea, a
porcentagem de diabetizagdo nos animais, ou seja, de animais com glicemias acima de 250
mg/dL, foi de 75 = 10% (dados nd&o mostrados). Uma vez que o estresse acaba por estimular a
liberacdo de hormonios contra-reguladores (catecolaminas, cortisol, glucagon) envolvidos no
aumento da glicemia, com o fim de disponibilizar uma fonte energética a ser rapidamente
utilizada pelo animal em uma situacdo de alerta, um periodo de adaptacdo de 10-12 dias foi
previamente incluido (SQUIRES, 2003). A adaptacdo consistiu de simulacGes das
manipulacdes que ocorreriam no dia dos experimentos, a fim de minimizar a interferéncia do
estresse nas glicemias, decorrente da manipulacdo animal. Ao longo do periodo de adaptacéo,
foi percebida a reducdo do numero de defecaces e do estado de agitacdo dos animais, no
momento das manipula¢es, o que poderia configurar um estado de menor liberacdo de
horménios hiperglicemiantes envolvidos na resposta adaptativa ao estresse.

Nos camundongos diabéticos, a administracao intraperitoneal de Mo-FPF, nas doses
de 300 e 500 mg/Kg de peso corporeo, resultou em glicemias significativamente menores do
que as do controle diabético, tratado intraperitonealmente com o veiculo (tampéao Tris-HCI
0,025 M com NaCl 0,15 M, pH 7,5), e essa diferenca foi observada ja no periodo de 1 hora
apos a administracdo, tornando-se mais evidente apos 3 e 5 horas (FIGURA 14). A dose de
500 mg/Kg de peso corporeo de Mo-FPF foi a que se mostrou mais eficiente em termos de
atividade hipoglicemiante, promovendo, em relacdo as glicemias mensuradas antes do
tratamento (t = 0 horas), reducdes de 10, 53 e 60%, em comparagdo com 0s decréscimos de 3,
36 e 38% verificados para a dose de 300 mg/Kg de peso corpéreo, nos tempos de 1, 3 e 5
horas, respectivamente (FIGURA 15). Em 1 hora apds o tratamento com insulina, foi
verificada uma reducdo glicémica de 53% em relacdo a glicemia anterior ao tratamento,
configurando uma queda rapida e brusca da glicemia. Nesse grupo, hipoglicemias podem ter
ocorrido, de forma que nos tempos de 3 e 5 horas as glicemias ndo foram ainda menores,

possivelmente porque ocorreu a liberagdo de horménios contra-reguladores, liberados para
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corrigir a queda acentuada da glicemia. Eventos hipoglicémicos constituem um efeito
colateral bastante comum em individuos que fazem uso da terapia insulinica para o controle
do diabetes (CRYER; DAVIS; SHAMOON, 2003). Contrariamente, Mo-FPF, na dose mais
efetiva, produziu reducgdes glicémicas lentas e graduais. A proteina hipoglicémica de
Mormodica cymbalaria, administrada intraperitonealmente, na dose de 2,5 mg/Kg, também
foi habil em reduzir de forma aguda a glicemia de ratos diabéticos, promovendo uma reducdo
de 64,5% apds 5 horas de sua administracdo (RAJASEKHAR et al., 2010). A administracao
subcutanea de uma dose Unica do extrato proteico de frutos de Mormodica charantia exerceu
efeitos hipoglicemiantes em 4 horas (YIBCHOK-ANUN et al., 2006). Também, através de
testes de dose Unica, extratos de outras plantas exerceram efeito hipoglicemiante quando
administrados intraperitonealmente e, em alguns casos, com a utilizacdo da rota intragastrica
(ALMEIDA et al., 2006; TANKO et al., 2008; EIDI et al., 2010).

Contrariamente ao observado pela via intraperitoneal, a administracdo intragastrica
de Mo-FPF, na dose de 500 mg/Kg de peso corpdreo, ndo exerceu efeito hipoglicemiante em
camundongos diabéticos (FIGURA 16). As glicemias verificadas 1, 3 e 5 horas apés a
administracdo dessa fracdo foram semelhantes aquelas observadas no controle diabético.
Tomando-se por base os resultados de digestibilidade in vitro, nos quais Mo-FPF foi
totalmente digerida por pepsina e tripsina, € sugerida a natureza proteica do principio
hipoglicemiante de Mo-FPF. E possivel que, in vivo, Mo-FPF tenha sido digerida ao longo do
trato digestorio, 0 que ocasionou a inativacdo desse principio. Uma fracdo proteica do extrato
aquoso de frutos de M. cymbalaria, obtida a partir da precipitacdo com sulfato de aménio,
produziu reducgdes significativas nos niveis glicémicos de jejum, quando administrada
intravenosamente em ratos diabéticos. Uma proteina purificada a partir dessa fragcdo proteica,
denominada M. Cy, quando administrada por via parenteral, promoveu glicemias
significativamente menores do que as do controle diabético, tratado com o veiculo, enquanto
que pela via de administracdo oral, essa proteina ndo foi capaz de exercer efeito
hipoglicemiante (RAJASEKHAR et al., 2010).

O aquecimento prévio de Mo-FPF a 100 °C, por 1 hora, resultou na perda da
atividade hipoglicemiante observada em 1 e 3 horas, apds a sua administracdo intraperitoneal
(500 mg/Kg de peso corpdreo) (FIGURA 17). Contudo, 5 horas apds a administracdo da
fracdo proteica fervida, a glicemia foi significativamente menor do que a observada no
controle diabético. Essa diminuicdo na atividade hipoglicemiante pode ter sido ocasionada
pela desnaturacdo parcial do material proteico, requerendo um maior tempo para ser

observada. Estudos espectroscopicos e de escaneamento calorimétrico mostraram que entre 60
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e 70 °C existe uma perda consideravel da estrutura secundéria da lectina de M. charantia,
comprometendo sua atividade hipoglicemiante (KAVITHA; BOBBILI; SWAMY, 2010).

O tratamento crénico com Mo-FPF, durante 20 dias, resultou em niveis de glucose
sanguinea significativamente menores do que os do controle diabético, em todos os dias nos
quais as glicemias foram mensuradas (FIGURA 18). As reducgdes glicémicas mais
consistentes foram verificadas no 4° e 20° dia de tratamento, as quais corresponderam a
reducbes de 50 e 57%, respectivamente, em relacdo a média glicémica observada antes do
tratamento (FIGURA 19). Contrariamente, as médias glicémicas do controle diabético no 4°
dia de tratamento em diante foram maiores do que a média verificada antes do inicio do
tratamento com o veiculo, com hiperglicemias severas e consistentes, configurando uma piora
no quadro clinico dos animais. Hiperglicemias prolongadas e constantes constituem a
principal causa de complicagfes crénicas em individuos diabéticos. Por outro lado, melhoras
no controle glicémico resultam na prevencao ou retardo do aparecimento dessas complicacdes
e de outras alteracGes associadas ao diabetes (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2012). A atividade hipoglicemiante de Mo-FPF resultou em um bom controle dos niveis de
glucose sanguinea ao longo dos 20 dias de tratamento, a ponto de promover no 4°, 16° e 20°
dia, glicemias semelhantes aquelas observadas no grupo controle ndo diabético. Em ratos com
diabetes induzido por estreptozotocina, a lectina de sementes de Urtica pilulifera causou
efeito hipoglicemiante significativo apds 30 dias de administracdo intraperitoneal diaria.
Doses diarias de uma xantona isolada de folhas de Mangifera indica, administradas pela via
intraperitoneal, durante 28 dias, promoveram percentuais de reducdes glicémicas similares
aquelas verificadas para Mo-FPF em camundongos com diabetes aloxanico (KAVALALI et
al., 2003; MURUGANANDAN et al., 2005). Saponinas de Panax notoginseng e extrato de
Gymnema yunnanense também reduziram de forma significativa as glicemias de
camundongos com diabetes tipo 2 espontaneo, quando da administracdo intraperitoneal diaria
por 28 e 12 dias, respectivamente (XIE et al., 2003; YANG et al., 2010).

De forma similar ao efeito hipoglicemiante produzido pela administracao
intraperitoneal de Mo-FPF, o tratamento diario pela rota intragastrica do extrato aquoso das
folhas de moringa também reduziu as glicemias em modelos de ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina (JAISWAL et al., 2009). Nesse estudo de tratamento crnico, que durou 21
dias, a maxima reducdo glicémica foi de 69,2%, verificada no Gltimo dia de tratamento. A
maior porcentagem de reducdo glicémica promovida pela Mo-FPF nos camundongos
diabéticos, como discutido anteriormente, foi de 57%, também verificada no ultimo dia do

experimento de tratamento cronico, que durou 20 dias.
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Os dados das glicemias mensuradas ao longo do teste de dose cronica corroboram
com os resultados referentes a polidipsia decorrente do estado hiperglicémico (FIGURA 20).
A ingestdo média de agua no grupo de animais ndo diabéticos variou de 20 a 33 mL/100 g de
massa corpdrea, enquanto que no controle diabético, que apresentou hiperglicemias
consistentes e severas ao longo de todo o estudo, foi verificada uma intensa polidpsia, com
volumes médios de ingestdo de agua acima de 140 mL/100 g de massa corpdrea, em todos 0s
dias de mensuragdo. Os tratamentos com insulina e Mo-FPF resultaram em ingestfes médias
de agua bem menores do que as verificadas no controle diabético (34-51 e 39-63 mL/100 g de
massa corpérea, respectivamente), uma vez que preveniram as severas hiperglicemias
verificadas nesses grupos. A relacdo entre melhor controle glicémico e amenizacdo de
polidipsia também foi verificada em dois estudos onde extrato metandlico de folhas de
Ichnocarpus frutescence e extrato aquoso de flores de Inula japonica, ambos
hipoglicemiantes, foram administrados em camundongos e em ratos diabéticos,
respectivamente (SHAN; YANG; REN, 2006; SUBASH-BABU; IGNACIMUTHU;
AGASTIAN, 2008).

Da mesma forma que observada a polidipsia, uma intensa poliuria foi verificada no
controle diabético, enquanto que, aparentemente, uma taxa de mic¢do bem menor ocorreu no
controle normal e nos grupos diabéticos tratados com insulina e Mo-FPF (FIGURA 21). Em
ratos com diabetes induzido por estreptozotocina, extratos hipoglicemiantes de M. charantia,
Eugenia jambolana, Mucuna pruriens e Tinospora cordifolia evitaram a ocorréncia de intensa
poliuria verificada no controle diabético ndo tratado (GROVER et al., 2001). Adicionalmente,
ja foi relatada amenizacdo da perda de peso por conta do estado de privacdo de insulina em
modelos de animais diabéticos apds o tratamento crbnico com extratos vegetais (PARI;
SATHEESH, 2004; RAMACHANDRAN; RAJASEKARAN; MANISENTHILKUMAR,
2012). No presente trabalho, ndo houve diferenca estatistica entre 0s quatro grupos
experimentais em relacdo a massa corporea (FIGURA 22). A auséncia de perda de peso no
controle diabético sugere que o tempo de 20 dias ndo foi suficiente para o aparecimento desse
sintoma.

Alguns extratos vegetais exercem seu efeito hipoglicemiante em animais com
diabetes induzido através de um efeito secretagogo de insulina, verificado pelo aumento dos
niveis séricos desse horménio, sugerindo que tal estimulo de secre¢do é promovido em células
beta pancredticas residuais que nao foram destruidas pelo agente diabetogénico utilizado
(KAVALALI et al., 2003; AL-KHATEEB et al., 2009; KUMAR et al., 2011; GANDHlI;
IGNACIMUTHU; PAULRAJ, 2012; NAIN et al., 2012). No presente estudo, a administracao
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intragéstrica de glibenclamida (um antidiabético oral que atua como secretagogo de insulina)
em camundongos diabéticos exerceu efeito hipoglicemiante (FIGURA 16), sugerindo que no
modelo experimental de diabetes aloxanico, utilizado no presente trabalho, existiam células
beta pancreaticas remanescentes. Assim, especulacdes futuras poderiam ser realizadas para
verificar se Mo-FPF também atuaria como um estimulador da secrecdo insulinica.

Ainda com relagdo ao mecanismo de agéo de extratos e compostos hipoglicemiantes
de plantas, também tem sido relatado que tal efeito pode ser devido a acBes
insulinomiméticas. O extrato proteico de frutos de M. charantia exerceu efeito
hipoglicemiante em ratos com diabetes induzido por estreptozotocina e, também, promoveu
aumento significativo da captacdo de glucose por culturas de células adiposas e musculares,
de modo semelhante ao estimulo insulinico (YIBCHOK-ANUN et al., 2006). Tem sido
proposto que proteinas hipoglicemiantes reconhecidas por anticorpo anti-insulina exercem tal
efeito ao ligar-se a receptores de insulina presentes na membrana celular (OLIVEIRA et al.,
1999; SILVA et al., 2002; VENANCIO et al., 2003; AZEVEDO et al., 2006). De fato,
antigenos vegetais reconhecidos por anticorpo anti-insulina e que estimularam a captacao in
vitro de glucose por células isoladas de adipdcitos foram habeis em se ligar a receptores de
insulina presentes em culturas de linfocitos IM-9. A conglutinina-8, uma glicoproteina de
sementes de lupina que apresentou efeitos hipoglicemiantes em ratos, aumentou o transporte
de glucose, a translocacao de receptores GLUT-4 e a transcricdo génica musculo-especifica
através das mesmas vias de sinalizacdo estimuladas apos a ligacdo da insulina ao seu receptor
(COLLIER et al., 1987; TERRUZZI et al., 2011). Mo-FPF promoveu um efeito
hipoglicemiante consideravel em camundongos diabéticos e, também, foi reconhecida por
anticorpos anti-insulina humana (FIGURA 10). Além disso, Mo-FPF apresentou atividade
hemaglutinante em hemécias de camundongos (TABELA 4), havendo relatos de que muitas
lectinas foram capazes de interagir com receptores de insulina e de exercer atividades
insulinomiméticas em culturas de células (CZECH; LYNN, 1973; HEDO; HARRISON;
ROTH, 1981; SMITH; LIU, 1981; SUZUKI et al., 1984; NG et al., 1985; NG; LI; YEUNG,
1989). Uma lectina ligante a galactose, isolada de M. charantia exerceu atividade
antilipolitica e lipogénica em adipécitos de forma semelhante a insulina (NG et al., 1986).
Experimentos adicionais sdo necessarios para elucidar a possibilidade da existéncia de alguma
molécula proteica em Mo-FPF capaz de elicitar a¢des insulinomiméticas através da ligacdo a
receptores de insulina e, em caso positivo, se tal molécula pertence a classe das lectinas.

Em geral, individuos diabéticos possuem um risco de doencas cardiovasculares 2 a 4

vezes maior em relacdo & populagdo ndo diabética, em virtude de anormalidades nas
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concentracdes de lipideos e de lipoproteinas séricas decorrentes do estado hiperglicémico
prolongado, sendo a doenga macrovascular responsavel por 80% da mortalidade em pessoas
com diabetes (VILJOEN; WIERZBICKI, 2010). A dislipidemia no diabetes é caracterizada
por elevacOes séricas dos triacilglicerois, da fragdo LDL colesterol e por redugdes dos niveis
de HDL colesterol (TASKINEN, 2002). Ja foi relatado o aparecimento dessas anormalidades
em modelos de animais com diabetes quimicamente induzido e a melhora de tais parametros
apos o tratamento com extratos ou substancias hipoglicemiantes isoladas de espécies vegetais
(MURUGANANDAN et al., 2005, KUMAR et al, 2011; RAMACHANDRAN;
RAJASEKARAN; MANISENTHILKUMAR, 2012). No presente estudo, ndo houve
diferenca estatistica entre os niveis de colesterol total e fragdes e de triglicerideos entre os
grupos controle diabético e ndo diabético ao final do teste de doses repetidas, sugerindo que o
tempo de duracdo do teste ndo foi suficiente para o aparecimento de anormalidades lipidicas
decorrentes da hiperglicemia crénica (TABELA 7). Ainda assim, o tratamento com Mo-FPF
resultou em niveis seéricos de colesterol total e LDL significativamente menores do que ambos
0s controles, sem alterar os niveis de HDL e triacilglicerdis. Esse efeito hipocolesterolémico
parece resultar de um efeito direto da Mo-FPF, ao invés de ser decorrente do efeito
hipoglicemiante, ja que o0s niveis séricos entre os controles diabético e ndo diabético foram
similares. LDL € considerado o alvo primario para reducdo no tratamento hipolipemiante de
indiviuos diabéticos, uma vez que se constitui como o fator de risco mais importante para
doenca arterial coronariana nessa populacdo (TURNER et al., 1998). Reducdes nos niveis de
LDL com estatinas, uma classe de farmacos hipocolesterolémicos que inibem a enzima
limitante da biossintese do colesterol, sdo associadas com concomitantes decréscimos, acima
de 30%, em eventos cardiovasculares. Os beneficios de efeitos hipocolesterolémicos em
pacientes diabéticos é maior que em individuos ndo diabéticos, uma vez que pacientes com
diabetes apresentam um maior risco de eventos ateroscleroticos (SACKS et al., 2000;
HEART PROTECTION STUDY COLLABORATIVE GROUP, 2002; COLHOUN et al.,
2004; KNOPP et al., 2006; CHOLESTEROL TREATMENT TRIALISTS® (CTT)
COLLABORATORS, 2008). Estudos posteriores sdo necessarios para esclarecer o
mecanismo hipocolesterolemiante da Mo-FPF.

A avaliacdo de parametros séricos adicionais mostrou que os niveis de AST, ALT e
fosfatase alcalina ndo foram alterados pela hiperglicemia crénica (TABELA 8). O tratamento
com Mo-FPF manteve os niveis desses marcadores de injuria hepatica, indicando que essa
fracdo proteica ndo exerceu efeito toxico no figado. Da mesma forma, 0s niveis de ureia e

creatinina ndo foram diferentes entre os grupos. A prevencdo de aumentos significativos dos
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niveis de ureia e creatinina em modelos de animais diabéticos apds a administracdo de
extratos hipoglicemiantes de plantas ja foi verificada. Porém, o tempo de duracdo do teste de
doses repetidas empregado nesse trabalho parece ter sido insuficiente para promover o
aparecimento de danos renais, de modo a permitir a prospeccao de algum efeito protetor de
Mo-FPF (GROVER et al., 2001; AL-ATTAR; ZARI, 2010; XUE et al., 2011). Similarmente,
ndo houve diferenga significativa entre os grupos em relacdo aos niveis séricos de proteina
total e albumina.

O aumento da producdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS - Reactive Oxygen
Species), configurando o estresse oxidativo, constitui um elemento importante na
fisiopatologia do diabetes. Essas espécies, tais como radicais hidroxil, peréxido de hidrogénio
e anions superdxido, sdo produzidas em excesso pela mitocondria, como resultado de um
aumento na atividade da cadeia transportadora de elétrons induzido pela hiperglicemia
intracelular (GIACCO; BROWNLEE, 2010). O aumento de ROS ocasiona danos a diversas
estruturas celulares, incluindo proteinas, DNA e lipidios de membrana, disparando o curso do
desenvolvimento de complicacfes diabéticas bem como piorando o controle glicémico
(NISHIKAWA et al., 2000; NEWSHOLME et al., 2007). Subprodutos da peroxidacéo
lipidica, tais como o malondialdeido (MDA), se elevam com o aumento de ROS, funcionando
como marcadores de estresse oxidativo (RIO; STEWART; PELLEGRINI, 2005). A
FIGURA 23 mostra o aumento da peroxidacdo lipidica no controle diabético em relacdo ao
controle ndo diabético decorrente, provavelmente, da hiperglicemia crénica e, também, da
administracao de aloxano. O tratamento dos camundongos diabéticos com Mo-FPF reduziu as
concentracdes de MDA a niveis proximos do controle ndo diabético. Contrariamente, o
tratamento com insulina ndo foi capaz de reduzir os niveis de MDA. Isso pode ter acontecido,
em parte, pela ocorréncia de hiperglicemias transitorias pos-prandiais, que podem ter sido
mais prolongadas no grupo tratado com insulina do que nos animais tratados com Mo-FPF.
Hiperglicemias persistentes podem induzir um aumento de ROS mesmo apo6s a hormalizacao
nos niveis glicémicos, fenébmeno conhecido por meméria hiperglicémica (GIACCO;
BROWNLEE, 2010). Além disso, Mo-FPF pode também ter atuado como varredorora de
ROS geradas pelo aloxano, enguanto que a insulina ndo exerceu tal efeito (AHLEM et al.,
2009).

Os niveis de SOD sofreram reducdes significativas no controle diabético, bem como
nos grupos diabéticos tratados com Mo-FPF e com insulina, em relacdo ao controle nédo
diabético (FIGURA 25). A insulina amenizou essa reducdo, uma vez que esse hormonio

estimula a atividade de SOD (LIMA et al., 2011). Ja para a catalase, ndo houve diferenca nos
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niveis dessa enzima em relacdo aos controles e ao grupo diabético tratado com insulina
(FIGURA 24). No entanto, os niveis de catalase foram significativamente maiores no grupo
tratado com Mo-FPF em relacdo ao controle ndo-diabético. Esse resultado também pode
explicar a normalizacdo dos niveis de MDA promovido por Mo-FPF, pois ocorreu 0 aumento
de catalase acima dos niveis basais de normalidade, acompanhando o aumento de ROS
decorrente da situacdo diabética. Em relacdo ao grupo tratado com insulina, os niveis de
enzimas antioxidantes ndo foram aumentados acima dos niveis basais, 0 que provavelmente
fez com que o tratamento com insulina ndo promovesse a redugdo dos niveis de MDA.
Extratos hipoglicemiantes de Terminalia paniculata, Tectona grandis e Potentilla discolor
também foram capazes de reverter as alteragcbes nos niveis de enzimas antioxidantes
verificadas no controle diabético e de normalizar ou amenizar a peroxidacdo lipidica em
animais com diabetes quimicamente induzido (ZHANG et al., 2010; RAMACHANDRAN;
RAJASEKARAN; KUMAR, 2011; RAMACHANDRAN; RAJASEKARAN;
MANISENTHILKUMAR, 2012).

Os niveis de 6xido nitrico foram reduzidos no grupo controle diabético em relacdo ao
controle ndo diabético e apenas o tratamento com insulina foi capaz de evitar essa reducéo
nos animais diabéticos, resultando em niveis de NO semelhantes aos do controle néo
diabético (FIGURA 26). E sabido que o diabetes é uma condicdo que reduz a
biodisponibilidade de 6xido nitrico, um potente vasodilatador, sendo tal reducdo uma das
principais causas da disfuncdo endotelial presente nessa doenca (KEARNEY et al., 2007).
Insulina é um estimulador da producdo de NO (CARVALHO; COLACO; FORTE, 2006) e
sua auséncia no grupo controle diabético e diabético tratado com Mo-FPF pode ter
contribuido para a reducdo significativa dos niveis dessa molécula. Ja a administracdo de
insulina exdgena evitou esse abaixamento nos camundongos diabéticos. O NO, apesar de ter
papéis benéficos no que diz respeito a homeostase vascular e a outros processos fisiologicos,
pode se tornar toxico em condigdes de estresse oxidativo, uma vez que pode reagir com ROS
produzindo o radical peroxinitrito (ONOQ"), deletério para a célula (PACHER; BECKMAN;
LIAUDET, 2007). A elevada peroxidacéo lipidica verificada nos animais diabéticos tratados
com insulina também pode ser explicada pelo aumento da producdo de ONOQO", uma vez que
nesse grupo os niveis de NO ndo foram reduzidos na condi¢do de estresse oxidativo.

Com relacgdo a toxicidade aguda, a administracdo intraperitoneal de Mo-FPF na dose
de 2500 mg/Kg de peso corpdreo ndo promoveu mortalidade dos camundongos no periodo de
24 horas. Ao estender o periodo de observagdo até 72 horas, também ndo ocorreu morte.

Awodele et al. (2012) encontraram taxas de mortalidade de 20 e 80% nas doses de 1000 e
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2000 mg/Kg de peso corpdreo, respectivamente, apos a administracao intraperitoneal em ratos
do extrato aquoso de folhas de moringa, com uma DLs, de 1585 mg/Kg de peso corpdreo.
Mo-FPF também foi obtida a partir de um extrato aquoso. Todavia, é possivel que as etapas
empregadas na obten¢do da fracdo proteica tenham contribuido para a perda de componentes
toxicos que, possivelmente, estivessem presentes no extrato total. Em ratos, a administragdo
intragéstrica do extrato aquoso de folhas de moringa, nas doses de 1000 e 2000 mg/Kg de
peso corporeo também ndo apresentou mortalidade durante o periodo de 24 horas (JAISWAL
et al., 2009).

Em relagdo a presenca de sinais de toxicidade, Mo-FPF, nas primeiras 4 horas apés a
administracdo intraperitoneal, promoveu apatia nos animais, apds o que se tornaram
novamente ativos (TABELA 9). Adedapo, Mogbojuri e Emikpe (2009) relataram apatia nas
primeiras 5 horas ap0s administracdo intragastrica do extrato aquoso das folhas de moringa.
Awodele et al. (2012) também observaram esse sintoma nas duas primeiras horas que
procederam a administracdo intragastrica e intraperitoneal do extrato de folhas de moringa,
tendo sido logo apds revertido. Disso, surge a ideia de que algum composto presente no
extrato total aquoso de moringa, com possibilidade de atuar como depressor do sistema
nervoso central, pode também estar presente em Mo-FPF. Em relacdo aos outros sintomas
observados, compreendendo diarreia e contor¢des abdominais, este Gltimo insinuando dor, é
possivel que sejam provenientes da sobrecarga hepatica ocasionada pela elevada quantidade

de proteinas administradas e da elevada viscosidade da solugdo concentrada de Mo-

FPF, respectivamente.
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8. CONCLUSOES

No presente trabalho foi obtida uma fracdo proteica de folhas de Moringa oleifera,
denominada Mo-FPF, que apresenta atividades peroxidasica e hemaglutinante e é reconhecida
pelo anticorpo policlonal anti-insulina humana. A administracdo intraperitoneal da Mo-FPF
em camundongos com diabetes quimicamente induzido resultou em efeitos hipoglicemiante,
hipocolesterolemiante e antioxidante, ndo tendo sido observada letalidade, mesmo quando
utilizada em dose mais elevada. Tal efeito hipoglicemiante se mostrou reduzido quando Mo-
FPF foi previamente fervida por 1 hora e ausente pela via de administracdo oral. Em suma, 0s
dados obtidos mostram que moléculas de natureza proteica presentes em folhas de M. oleifera
contribuem para o efeito hipoglicemiante observado com essa espécie vegetal e revelam o

potencial de Mo-FPF para utilizagdo no tratamento do diabetes.
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