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PAULO, Luis Fernando de. Perfil da recuperacdo do pancreas e rins de ratos
wistar diabéticos tratados com fracdo acetato de etila de trichilia catigua:
analise bioquimica, morfologia tecidual e estado redox. 2017. 129 f. Tese (Doutorado
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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) € uma doenga crbnica de distribuicdo mundial, e
caracteriza-se pela deficiéncia ou nao producdo de insulina pelas células B
pancreaticas. Essa deficiéncia apresenta como principal resultado a hiperglicemia
crénica, que por sua vez produz alteracbes metabdlicas e sistémicas. O diabetes
apresenta 4 tipos basicos: o DM Tipo 1, DM Tipo 2, Diabetes Gestacional e outros
tipos de DM. Dentre as principais complicagcdes do DM temos alteracdes bruscas
nos niveis da glicose (hiperglicemia e hipoglicemia) e o desenvolvimento de doencas
secundarias ao estado diabético, como a retinopatia, complicacdes cardiovasculares,
neuropatia e nefropatia. A nefropatia diabética caracteriza-se por alteracdes
histopatolégicas no tecido renal, que levam a lesdo dos glomérulos e tubulos distais
muitas vezes por mecanismos de estresse oxidativo, e juntamente com lesdes
pancreaticas criam um ambiente favoravel para o desenvolvimento das
complicagdes do DM. A utilizagdo de compostos naturais no tratamento de doencgas
cronicas tem sido bastante estudado. A Catuaba (Trichilia catigua) € popularmente
utilizada no tratamento de estresse, impoténcia, déficit de memoria e fadigas, e
estudos recentes mostram resultados promissores apresentando efeitos
antioxidantes e anti-inflamatérios. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar
se a Fracdo de Acetato de Etila de Trichilia catigua (EAF) possui algum efeito
atenuador ou farmacoldgico sobre as complicagdes decorrentes do DM. Para isso,
utilizou-se Ratos Wistar divididos em 4 grupos: N - normoglicémico, N-EAF —
normoglicémico tratado com EAF (200 mg / kg); D: diabéticos e D-EAF: diabético
tratado com EAF (200 mg / kg). O diabetes foi induzido por uma unica injec¢ao de
estreptozotocina (STZ) (35 mg / kg) na veia peniana. Dois dias apds a injeccéo de
STZ, o EAF foi administrado por gavagem, 7 dias por semana, durante 8 semanas.
Durante o periodo do experimento os animais foram analisados quanto a parametros
metabdlicos: peso, ingestdo de agua e ingestdo de ragdo. Apds esse periodo foram
coletados o sangue total dos animais para analises bioquimicas (glicemia, fungéo
renal, fungédo hepatica e fungao pancreatica) e analises hematoldgicas. O pancreas e
os rins foram coletados para analises morfométricas e histopatolégicas. Os ratos do
grupo D apresentaram reducéo de peso corporal, tecido adiposo e massa muscular
(p <0,05). Estes animais apresentaram aumento na ingestdo de alimentos e agua e
hiperglicemia com atrofia das ilhotas pancreéaticas (p <0,05). No entanto, a
administracdo EAF no grupo D-EAF atenuou a perda de massa corporal e redugéo
da ingestdo de alimentos e de agua (p<0,05). Além disso, o tratamento EAF em
ratos D-EAF promoveu um efeito hipoglicemiante com reducéo de 24% da glicose no
sangue (P <0,05) e melhora a outros parametros bioquimicos. A analise da imuno-
histoquimica para marcag&o da insulina mostra aumento do numero de células 3 e
ilhotas tamanho significativo no grupo D-EAF por proliferagado de células-f marcado
com PCNA. Além disso, os nossos estudos histopatologicos mostraram que EAF
promove reducdo nos danos do tecido renal (glomeruloesclerose, degeneragao



glicogénica e depdsito de colageno) em ratos com diabetes tratados com EAF. as
analises do estresse oxidativo aprsentaram a capacidade da T. catigua proteger os
rins da peroxidagao lipidica. O presente estudo mostrou que extrato de T. catigua
melhora a homeostase da glicose, protege o pancreas das agdes da STZ sobre as
células B, e protege os rins da peroxidagao liidica inibindo o desenvolvimento da
nefropatia diabética em ratos induzidos por STZ.

Palavras-chave: Diabetes mellitus. Nefropatia diabética. Trichilia catigua. Lesao
renal. Lesdo pancreatica. Protecgao.



PAULO, Luis Fernando de. Profile of recovery of the pancreas and kidneys of
wistar diabetic rats treated with fraction ethyl acetate of trichilia catigua:
biochemical analysis, tissue morphology and redox state. 2017. 129 p. Thesis
(Doctorate in Experimental Pathology) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2017.

ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a chronic disease of worldwide distribution, and is
characterized by deficiency or non-production of insulin by pancreatic 8 cells. This
deficiency presents as main result the chronic hyperglycemia, which in turn produces
metabolic and systemic alterations. Diabetes presents 4 basic types: Type 1 DM,
Type 2 DM, Gestational Diabetes and other types of DM. Among the main
complications of DM we have sudden changes in glucose levels (hyperglycemia and
hypoglycemia) and the development of diseases secondary to the diabetic state,
such as retinopathy, cardiovascular complications, neuropathy and nephropathy.
Diabetic nephropathy is characterized by histopathological alterations in renal tissue,
which lead to injury of the glomeruli and distal tubules, often due to mechanisms of
oxidative stress, and together with pancreatic lesions, create a favorable environment
for the development of DM complications. The use of natural compounds in the
treatment of chronic diseases has been well studied. Catuaba (Trichilia catigua) is
popularly used in the treatment of stress, impotence, memory deficit and fatigue, and
recent studies show promising results with antioxidant and anti-inflammatory effects.
Thus, the objective of this study was to evaluate whether the Trichilia catilgua Ethyl
Acetate Fraction (EAF) has some attenuating or pharmacological effect on the
complications resulting from DM. For this, Wistar rats were divided into 4 groups: N-
normoglycemic, N-EAF-normoglycemic treated with EAF (200 mg / kg); D: diabetics
and D-EAF: diabetic treated with EAF (200 mg / kg). Diabetes was induced by a
single injection of streptozotocin (STZ) (35 mg / kg) into the penile vein. Two days
after STZ injection, EAF was given by gavage, 7 days a week, for 8 weeks. During
the period of the experiment the animals were analyzed for metabolic parameters:
weight, water intake and feed intake. After that period, the animals' whole blood was
collected for biochemical analysis (blood glucose, renal function, liver function and
pancreatic function) and hematological analysis. The pancreas and kidneys were
collected for morphometric and histopathological analyzes. The rats of group D
showed reduction of body weight, adipose tissue and muscle mass (p <0.05). These
animals had an increase in food and water intake and hyperglycemia with atrophy of
the pancreatic islets (p <0.05). However, EAF administration in the D-EAF group
attenuated body mass loss and reduced food and water intake (p <0.05). In addition,
EAF treatment in D-EAF rats promoted an hypoglycemic effect with a 24% reduction
in blood glucose (P <0.05) and improvement in other biochemical parameters. The
immunohistochemical analysis for labeling of insulin shows an increase in the
number of B cells and islets of significant size in the D-EAF group by PCNA-labeled
proliferation of 3-cells. In addition, our histopathological studies have shown that EAF
promotes reduction in renal tissue damage (glomerulosclerosis, glycogen
degeneration and collagen deposition) in rats with diabetes treated with EAF. The
oxidative stress analyzes showed the ability of T. catigua to protect the kidneys from
lipid peroxidation. The present study showed that T. catigua extract improves glucose



homeostasis, protects the pancreas from STZ actions on B cells, and protects the
kidneys from lipid peroxidation by inhibiting the development of diabetic nephropathy
in STZ-induced rats.

Keywords: Diabetes mellitus. Diabetic nephropathy. Trichilia catigua. Renal injury.
Pancreatic injury. Protection.
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) € uma doenga crénica diagnosticada, no ano
de 2015, em aproximadamente 450 milhdes de pessoas pelo mundo. Trata-se de

uma doenga silenciosa, o que contribui para um diagnostico tardio (BRASIL, 2013).

O DM é caracterizado por uma hiperglicemia causada por uma
desordem que leva a falha do metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios.
Falha esta ocasionada pelo déficit na produgao de insulina pelo pancreas, ou mesmo
pela ineficiéncia da agdo desse horménio nos tecidos (MARITIM; SANDERS, 2003;

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011; ARYA; YADAV; SHARMA, 2011).

O DM tem seus primeiros registros encontrados em papiros egipcios
com idade aproximada de 3500 anos, e durante todo esse tempo buscou-se
explicacbes sobre as caracteristicas da doencga, suas causas e tratamentos

(BARNETT; KRALL, 2009).

Nas décadas de 1980 e 1990 a Associagdo Americana de Diabetes
(ADA) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estabeleceram os primeiros

critérios de diagndstico e tratamento.

Em 1997 foram estabelecidos quatro critérios basicos de diagndstico
clinico do DM: 1) presenca de sintomas como polidipsia, poliuria e perda de peso,
acompanhadas de dosagem de glicose sanguinea acima de 200 mg/dl; 2) glicemia
de jejum acima de 126 mg/dl, com repeticdo em mais de um dia para confirmacéo; 3)
glicemia de jejum acima de 200 mg/dL duas horas apés ingestao de 75 g de glicose;
4) dosagem de hemoglobina glicada acima de 6,5% (BARNETT; KRALL, 2009;

DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2014).
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Classicamente o DM ¢ dividido em quatro grupos reconhecidos pela
Associagao Americana de Diabetes (ADA) de 2012 e 2014, pela International
Diabetes Federation (IDF) de 2013 e pela Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD)

de 2014, distinguindo caracteristicas clinicas e fisioldgicas bem definidas:

1) Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1): caracteriza-se pela destruicao das
células B pancreaticas, ocasionando a deficiéncia na producdo de insulina. E uma
doenga que afeta principalmente criangas e representa cerca de 5% a 10% dos
casos de DM. A destruicdo € variavel e pode levar deficiéncia total causada
principalmente por uma reacdo de autoimunidade contra as células B pancreaticas
(apoptose das células B). Existe ainda outro tipo de DM1 como forma idiopatica e

sem marcadores de auto-imunidade.

2) Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2): é caracterizada pela insuficiéncia
progressiva das células B pancreaticas, diminuicdo da producdo e resisténcia
periférica a insulina de maneira tardia. Representa cerca de 90% dos casos de DM,
com incidéncia em individuos a partir dos 40 anos de idade ou mais. Para o DM2
existem estagios pré-diabéticos, onde ndo se tem sintomas clinicos, mas sim a
glicemia de jejum alterada (entre 100 a 126 mg/dL) e tolerancia a glicose diminuida
(glicemia entre 140 a 200 mg/dL, apds ingestao de 759 glicose). Esta sindrome de
resisténcia esta também ligada a fatores de risco cardiovascular como obesidade e

sedentarismo (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011, 2012, 2014).

3) Diabetes Mellitus Gestacional (DMG): quadro hiperglicémico
identificado durante a gestagdo, com complicagdes para a gestante e o feto. O
desenvolvimento da DMG constitui-se cofator de risco ao desenvolvimento da DM2.

Sua fisiopatologia € explicada pela elevagdo de hormdnios contra-reguladores da
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insulina, pelo estresse fisioldgico imposto pela gravidez e a fatores predeterminantes
(genéticos ou ambientais). O principal horménio relacionado com a resisténcia a
insulina durante a gravidez € o horménio lactogénico placentario, contudo, sabe-se
hoje que outros hormdnios hiperglicemiantes como cortisol, estrogeno, progesterona

e prolactina também estido envolvidos.

4) Outros tipos de Diabetes (DMO): ligados a problemas de ordem
genética, levam ao funcionamento ineficiente das células B pancreaticas, defeitos na
secregao e agao da insulina, doengas do pancreas exdécrino ou medicamentoso por

efeito adverso.

Dentre as complicagdes da DM destaca-se a nefropatia diabética,
caracterizada por disturbios microvasculares facilitada pela predisposi¢cao genética e
pela hiperglicemia, comprometendo a fungao dos glomérulos renais (espessamento
das membranas basal e tubular) e consequentemente a esclerose mesangial. Com a
instalagéo da esclerose mesangial, a concentragao da glicose no citoplasma torna-
se aumentada, culminando em insuficiéncia renal (BARNETT, KRALL, 2009; ARYA;

YADAV; SHARMA, 2011; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011, 2012, 2014).

Com o excesso de glicose e dos produtos da glicagdo avancada, a
sintese proteica da matriz extracelular (laminina, tenascina e colageno) é
estimulada. Esse fenbmeno ocasiona a esclerose glomerular, principalmente devido
ao depdsito de colageno | e lll, pelo aumento de eventos inflamatérios e pelo
estresse oxidativo loca (EKOE et al, 2008; SANTOS et al.,, 2012; AMERICAN

DIABETES ASSOCIATION, 2014).

Histologicamente a nefropatia diabética apresenta a hipertrofia
glomerular, espessamento da base do glomérulo, expansdo da matriz mesangial e

glomeruloesclerose. A expansao progressiva da matriz mesangial € resultado do
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aumento da degradacdo protéica extracelular mesangial rica em fibronectina e
colageno, que apds extenso aumento desse quadro leva a lesdo de capilares e
consequentemente a insuficiéncia renal (ONKAMO et al.,1999; EKOE et al., 2008;

SANTOS et al., 2012; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014).

A hiperglicemia crénica contribui de maneira significativa para que
sejam formadas as espécies reativas de oxigénio (EROS), os quais desiquilibram o
balango oxidativo. Como resultado tem-se a instalagdo do quadro de injuria tecidual,
criando um ambiente de estresse oxidativo que altera a fungdo molécular, ativa
respostas celulares, como a transcricdo do fator NF-KB, e ativacdo da proteina
cinase C (HANAS, 2007; BOSI et al., 2009; OBSERVATORIO NACIONAL DA

DIABETES, 2013).

O DM é um das doencas que aparece no roll de pesquisas cientificas

mundiais com destaque na utilizacdo de produtos naturais em seu tratamento.

Compostos como taninos e flavonoides possuem capacidade de
prevenir doencas degenerativas causadas pelo desequilibrio fisiopatolégico do
diabetes™"". A maior parte das plantas utilizadas para o tratamento do diabetes
apresentam capacidade hipoglicemiante, reduzindo os danos causados pela
disfungao das células pancreaticas produtoras de insulina (HANAS, 2007; STENE et

al., 2010; RAIMUNDO, 2010).

Nesta perspectiva, a Trichilia catigua A. Juss, no Brasil também
conhecida como Catuaba, Catuama e Catigua, distribuida por toda América Latina,
tem apresentado capacidade de redugdo da fadiga e do estresse, bem como a
promogao de efeitos benéficos frente a disturbios neuroldgicos, inflamatérios e do
estresse oxidativo (ATKINSON; MACLAREN, 1994; RAIMUNDO, 2010; SANTOS et

al.; CORREIA; RAPOSO; BOAVIDA, 2012; THABIT, HOVORKA; EVANS, 2012).
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No presente trabalho, buscamos entender a capacidade
hipoglicemiante da Catuaba, bem como o efeito frente as complicagdes metabdlicas,

bioquimicas, pancreaticas e da histologia renal do diabetes tipo I.
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2. EPIDEMIOLOGIA DO DIABETES

O diabetes é considerado um problema de saude publica e é agravado
pela falta de conhecimento sobre a doenga e suas complicagdes e a auséncia de
sintomas iniciais ou de um diagndstico preciso, dificultando a associagdo dos
sintomas a doenga (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013; AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2014).

A distribuicdo do DM no mundo apresenta prevaléncias muitos
discrepantes, sendo que tem-se por exemplo grande acometimento da populagéo
em regides da Oceania e no Arizona (EUA), no qual a metade da populagdo é
diabética. No Brasil cerca de 15% da populagao é diabética, no entanto, ressalta-se
sempre que casos nao diagnosticados ainda ficam a margem dessas estatisticas
(ONKAMO, 1999).

Existe uma distribuicdo diferente entre os tipos de DM e sua
epidemiologia, sendo que o DM tipo 1 apresenta distribuicdo nao uniforme entre as
diferentes populagdes, acometendo em menor numero pessoas negras e asiaticas
em contraponto a populagdes caucasianas (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2013; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2012, 2014).

Essa distribuicido n&o uniforme apresenta-se em numeros muito
expressivos quando comparado a incidéncia desta doenga no Japao, onde se
encontra 1 a 2 casos a cada 100.000 habitantes (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2012). Ja na Finlandia ha o alarmante achado de 40 casos em
100.000 individuos. Atrelado a essa informagao, os casos de DM1 tem aumentado
significativamente em paises como a Suécia, Noruega e Polbnia (INTERNATIONAL

DIABETES FEDERATION, 2013; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014).
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A diferenca de incidéncia apresentada tem como pano de fundo as
bases ambiental e genética com predisposi¢do acentuada no continente Europeu.
Nos Estados Unidos a incidéncia é de 0,5% da populagdo acometidas pelo DM1 e
no Brasil 8 casos a cada 100.000 pessoas (ONKAMO, 1999; INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2013; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014).

Dentre os casos de DM, 90% sao DM2. Esses casos estao ligados ao
estilo de vida da populagdo que tem mudado drasticamente nos ultimos anos. Por
ser definido como DM ligado a resisténcia a insulina, estd diretamente ligada a
obesidade que tem aumentado em numeros alarmantes na populagdo em geral.
Estudos epidemioldogicos apresentam uma progressdo nos casos de DM2, sendo
que na década de 1980 cerca de 7% da populagdo era diabética e hoje pode-se
detectar que os dados chegam ao acometimento de cerca de 20% da populagéo
mundial (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013; AMERICAN DIABETES

ASSOCIATION, 2012, 2014).

Os demais tipos de DM, DMG e DMO, correspondem a cerca de 0,5%
dos casos de diabetes e por estarem restritos a etiologias especificas para o
desenvolvimento da doenga (EKOE et al., 2008; BOSI, 2009; INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2013; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014). No
Brasil, o SUS (Sistema Unico de Salde) apresenta uma politica de prevencéo e
tratamento do DM, no entanto, ainda aparece nos primeiros lugares entre os paises
com maior numero de individuos acometidos, com cerca de 15 milhdes de pessoas
(SANTOS, 2012).

Nos ultimos anos os gastos com saude no Brasil tém aumentado
drasticamente nos servicos publicos e privados, sendo que no ano de 2013, os

gastos com o diagndstico e tratamento do DM chegaram a 550 milhdes de ddlares, o
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que corresponde a 10 % dos gastos com saude do adulto. Esses casos de DM
foram responsaveis pela morte de cerca de 6 milhdes de pessoas economicamente
ativas em todo mundo, correspondendo a uma morte a cada 6 segundos
((INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013; AMERICAN DIABETES

ASSOCIATION, 2014).
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3. COMPLICACOES DO DIABETES MELLITUS

Por ser uma doenga de complicagdes graves, muitas vezes tem-se o
diagnostico tardio com comprometimento dos diversos orgédos e sistemas, tornando
o tratamento ainda mais oneroso para o sistema de saude e piorando o progndstico.
Contribui para isso, ainda, a relacdo da doenca com as populagdes de baixa renda,
que apresentam menor instrugao para o tratamento e menor acesso aos servigos de
saude (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013; AMERICAN DIABETES

ASSOCIATION, 2014).

Sabendo da existéncia de dois tipos principais de DM, Tipo 1 e 2, com
complicagbes semelhantes, o presente trabalho atenta-se para o DM1, devido a
facilidade de acesso ao modelo laboratorial de indugdo do DM e pela melhor
instalacdo do quadro de hiperglicemia necessario para o desenvolvimento das

complicagdes.

3.1. Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1)

Os casos de DM1, acontecem principalmente a partir da infancia,
especialmente em criangas (90% dos casos). Sendo que as causas do aumento
destes numeros nao estdo esclarecidas, ha hipoteses relacionadas com os fatores
genéticos, alimentagdo na infancia, riscos ambientais e possiveis infec¢des virais
(HANAS, 2007; STENE et al. 2010; RAIMUNDO, 2010; SANTOS, et al. 2011;
CORREIA; RAPOSO; BOAVIDA, 2012; THABIT, HOVORKA; EVANS, 2012;
INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013; OBSERVATORIO NACIONAL

DA DIABETES, 2013).
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No DM1 as células B pancreaticas deixam de produzir insulina. Na
maior parte dos casos esta falha de producido esta relacionada com a morte das
células B pancreaticas, morte esta que induzida por reacdes autoimunes
(ATKINSON; MACLAREN, 1994; OBSERVATORIO NACIONAL DA DIABETES,

2013; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014).

A forma mais comum do DM1 tem como causa a apresentacdo de
antigenos de células B pancreaticas pelos linfocitos, criando um processo de insulite,
caracterizada pela infiltracdo de células inflamatérias mononucleadas nas ilhotas do
pancreas, o que resulta na destruicdo das células B pancreaticas, que impede ou
prejudica o reparo tecidual e consequente diminuicdo ou mesmo interrupgcao da
producdo de insulina (ATKINSON; MACLAREN, 1994; HANAS, 2007; PATTON,

2011; ATKINSON; EISENBARTH; MICHELS, 2013).

Além disso, tem-se a producdo de anticorpos contra as células 3
pancreaticas que leva a uma resposta humoral concomitantemente. Deve-se, no
entanto, ressaltar que o processo de resposta imunoldgica frente as células
pancreaticas ocorre sempre de maneira abrupta (BONNER-WEIR, 2000; IMAGAWA,
HANAFUSA; MIYAGAWA; MATSUAWA, 2000; GROSS et al., 2002; DANEMAN,
2006; HU, 2011; INZUCCHI et al., 2012). Pacientes acometidos pelo DM1, devem
receber a terapéutica com administragao de insulina sera realizada durante toda vida
(STENE et al., 2010; SANTOS, et al.,2011; CORREIA; RAPOSO; BOAVIDA, 2012;

THABIT; HOVORKA; EVANS, 2012).

A insulina € um horménio que tem como funcido primordial mediar a
entrada de glicose dentro das células para sua utilizagado como fungao energética. O
mesmo hormonio apresenta também funcdo no metabolismo das proteinas e

lipideos. No DM1, a baixa producdo ou auséncia de insulina pelas células 3
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pancreaticas, resulta em altos niveis de glicose plasmatica e dificuldade na utilizacao
pelas células do organismo. Estes dois fendmenos estdo associados a inumeros
sintomas e complicagbes do diabetes. Os sintomas iniciais incluem a poliuria,
glicosuria, polidipsia, polifagia, emagrecimento e cansago cronico (HANAS, 2007;
HU, 2011; CORREIA; RAPOSO; BOAVIDA, 2012; ATKINSON; EISENBARTH;
MICHELS, 2013; INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013; AMERICAN

DIABETES ASSOCIATION, 2014).

Esse quadro de falta de insulina leva a n&o utilizagdo da glicose pelas
células e mudanga do metabolismo em busca de fontes de energia (reservas de
gorduras), aumentando a utilizacdo dos lipidios. No entanto esta mudanca
metabdlica resulta na formagao de corpos cetbnicos que em poucas horas serao
responsaveis por caracterizar um quadro de cetoacidose crénico (HANAS, 2007;
HU, 2011; CORREIA; RAPOSO; BOAVIDA, 2012; ATKINSON; EISENBARTH;
MICHELS, 2013; INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013; AMERICAN

DIABETES ASSOCIATION, 2014).

O tratamento do DM1 tem como foco principal a manutencdo da
glicemia dentro dos limites da normalidade - de até 110 mg/dL em jejum, com picos
de 140 mg/dL em casos de pos refeicdo. Esse controle visa prevenir complicagdes
micro e macrovasculares do diabetes a longo prazo, como por exemplo as
retinopatias, neuropatias e nefropatias e o controle se da pela aplicagao exoégena de
insulina (INTERNACIONAL SOCIETY FOR PEDIATRIC AND ADOLESCENT
DIABETES, 2009; DUARTE; GOIS, 20012; BOAVIDA; GARDETE-CORREIA, 2005;

ABREU, 2010; CORREIA; RAPOSO; BOAVIDA, 2012).
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Ressalta-se, no entanto, que o uso continuo da insulinoterapia faz com
qgue o controle glicémico se torne muito dificil, com riscos eminentes de hipoglicemia

(THABIT; HOVORKA; EVANS, 2012).

Os métodos de acompanhamento da glicemia mais comumente
utilizados sdo a dosagem da glicemia de jejum e dosagem da hemoglobina glicada
fracdo A1c, ou mais popularmente conhecida como Hemoglobina Glicada A1c
(HbA1c) (DUARTE; GOIS, 2002; BOAVIDA; GARDETE-CORREIA, 2005; ABREU,

2010; CORREIA; RAPOSO; BOAVIDA, 2012).

Para a ADA os niveis toleraveis de HbA1c sdo de até 6,5% para
pessoas acima de 19 anos e 7,0% para menores. Estudos de acompanhamento de
grandes grupos de pacientes diabéticos constataram que o controle glicémico
regular e severo, tem contribuido de maneira muito significativa para a diminuigéo de
complicagdes mais graves do diabetes. Estima-se que a diminuigdo da HbA1c em
1%, contribui para a diminuigdo das complicagbes em até 30% (DCCT RESEARCH

GROUP, 1987, 1993; NATHAN, 2014).

3.1.1. Hiperglicemia

O quadro de hiperglicemia clinicamente esta instalado quando temos
valores de glicemia acima de 200mg/dL de sangue. As hiperglicemias acontecem
principalmente pelo ndo acompanhamento dos pacientes em seus tratamentos com
insulina, falta de exercicios fisicos, com abusos alimentares, disturbios alimentares e
situagdes estressantes (HANAS, 2007; CORREIA; RAPOSO; BOAVIDA, 2012;

INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013).



31

Um processo que pode ocorrer de forma concomitante com a
hiperglicemia é a cetoacidose diabética, tendo como sintomas principais vémitos,
nauseas e quando ndo tratada a tempo pode levar ao coma diabético. Esse quadro
apresenta-se como o mais frequente em casos de atendimento de jovens e adultos

jovens em servicos de emergéncia (CARVALHO; DELGADO, 2013).

3.1.2. Hipoglicemia

As hipoglicemias acontecem quando se tem niveis de glicose
sanguinea abaixo de 70 mg/dL, sendo que as mesmas podem apresentar quadros
de hipoglicemia leve, moderada ou severa, dependendo do tempo e da amplitude da
falta de glicose (TABAEI et al., 2004; CRIER, 2010; SARAIVA, 2010; HOLT;
KUMAR, 2010; LAWTON, et al., 2012; RINTALA; PAAVILAINEM; ASTED-KURKI,

2013; CARVALHO; DELGADO, 2013; REACH, 2014).

Essa falta de glicose no sangue pode ser causada por inumeros
mecanismos, como a pouca ingestao de alimentos, excesso de exercicios, ingestao
de carboidratos que tem absorcdo lenta, doses de insulinas fora dos padrbes e
estresse (TABAEI et al., 2004; CRIER, 2010; SARAIVA, 2010; HOLT; KUMAR, 2010,

2010; LAWTON et al., 2012; RINTALA; PAAVILAINEM; ASTEDT-KURKI, 2013).

Os casos de hipoglicemia em geral apresentam sintomas classicos
como: sensacao de fome, sudorese, dorméncias de extremidades, tremores e
fraqueza, além de palpitagdes e ansiedade. Em casos de hipoglicemia grave tem-se
sintomas cerebrais como confusdo mental, visao turva e dores de cabecga (TABAEI
et al., 2004; HANAS, 2007; CRIER, 2010; SARAIVA, 2010; AMERICAN DIABETES

ASSOCIATION, 2012).
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Um dos 6rgaos que mais sofre com baixos niveis de glicose no sangue
€ 0 cérebro, que precisa uma grande quantidade de glicose para o desenvolvimento
de suas atividades, sendo que niveis muito baixos de glicose levam a falhas no
funcionamento desse importante 6rgdo. Essa necessidade vital para o cérebro
acontece pela sua incapacidade de produgao de glicose por vias alternativas quando
da falta da mesma na circulagdo (INTERNATIONAL SOCIETY FOR PEDIATRIC

AND ADOLESCENT DIABETES, 2009; CRIER, 2010).

A terapéutica de primeira escolha sempre sera a reposicao de acgucar o
mais rapido possivel, de preferéncias com acucar de rapida absorgdao, nao se
esquecendo de administrar concomitantemente acucares de baixa absorcdo que
serao indispensaveis para a manutencdo dos niveis glicémicos. Casos onde a
hipoglicemia grave nao é tratada a tempo, levam a complicagdes severas como o
coma hiperglicémico, que deve ser tratado de maneira mais abrupta por injecoes de
medicamentos que liberam as reservas de agucar para a corrente sanguinea
(HANAS, 2007; SARAIVA, 2010; HOLT; KUMAR, 2010; LAWTON et al., 2012;
CORREIA; RAPOSO; BOAVIDA, 2012; INTERNATIONAL DIABETES

FEDERATION, 2013).

Pacientes que apresentam casos de hipoglicemia frequentes devem
ser instruidos a comunicar e ensinar seus pares a como proceder de forma
adequada em casos de crise hipoglicémica. Somente com conhecimento sobre a
doenca é que o controle glicémico dos pacientes se torna efetivo e as complicagdes
tornam-se menos graves (HANAS, 2007; INTERNATIONAL SOCIETY FOS
PEDIATRIC AND ADOLESCENT DIABETES, 2009; CRIER, 2010; AMERICAN

DIABETES ASSOCIATION, 2012; LAWTON et al., 2012; INTERNATIONAL
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DIABETES FEDERATION, 2013; RINTALA; PAAVILAINEM; ASTEDT-KURKI, 2013;

REACH, 2014).

3.3.3. Doencas Cardiovasculares

O paciente diabético apresenta a capacidade de desenvolver doencas
cardiovasculares devido ao comprometimento do metabolismo dos lipideos
tornando-se alvo de preocupacgao dos pesquisadores com modelos para tratamentos

dos mesmos disturbios (CHAZAN; PEREZ, 2012).

Dentre as complicagbes a Hipertensdo Arterial € uma das mais
prevalentes, sendo também precursora de outras doencas mais graves como 0O
Acidente Vascular Cerebral (AVC) e o Infarto Agudo do Miocardio (IAM). A
associacado dessas doengas circulatérias e cardiovasculares com o DM agrava em
muito a possibilidade de morbimortalidade (SCHIMIDT et al.; 2009; YOUNG et al.,

2009; INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013; KRAMER et al. 2013).

Complicagdes macrovasculares levam ao aparecimento de cardiopatia
isquémica, doenca arterial periférica e doencga cerebrovascular nos pacientes
portadores de DM1 (FOX et al., 2004; SOEDAMAH-MUTHU et al., 2006; KRAMER

et al. 2013; MUHLESTEIN et al., 2014).

A compreensdo das lesbdes ateroscleréticas tem levado a elucidacao
dos mecanismos metabdlicos e inflamatérios, ligados ao metabolismo dos lipideos
que é alterado pela presenca do diabetes nos pacientes. O progresso nessa area de
conhecimento tem levado a redugdo dos processos de morte em pacientes
diabéticos com doengas cardiovasculares (BUSE et al., 2007; GREENLAND;

ALPERT, BELLER, 2010; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014;
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MUHLESTEIN et al., 2014). Pacientes que demonstram riscos diminuidos devido a
prevencdo e tratamento do DM, colaboram para diminuicdo da incidéncia e
mortalidade por doengas cardiovasculares nos pacientes sem diabetes (EKOE et al.,

2008; SANTOS et al., 2012)

3.3.4. Retinopatia Diabética

A retinopatia diabética € uma complicagdo comum em pacientes que
apresentam quadro de hiperglicemia prolongada, sendo com certeza uma das
complicagbes da retinopatia diabética, a cegueira, € um dos maiores temores dos
pacientes diabéticos. Sendo o DM a principal causa de cegueira ndao traumatica e

pacientes adultos (PEREIRA, 2011; FRASER; D’AMICO, 2014).

Caracteriza-se pelo extravasamento de sangue para regiao da macula,
regidao do fundo do olho responsavel pela visdao central detalhada. Esse
extravasamento pode ser dividido em edema macular focal, quando se tem
microaneurismas ou edema macular difuso causado pela dilatacdo dos capilares

presentes na retina.

As lesbes microvasculares causadas pela hiperglicemia séao
exacerbadas e os pequenos vasos do fundo do olho, por serem mais sensiveis,
tornam-se alvos faceis para o extravasamento de fluidos e consequente formacao do
edema na regidao da retina (PEREIRA, 2011; MCCULLOCH, 2012; FRASER;

D’AMICO, 2014).
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3.3.5. Neuropatia Diabética

O acometimento neurologico de pacientes diabéticos apresenta uma
série de sitios, sendo que os mais comuns sao: oftalmoldgicos, neuroldgicos e
nefrolégicos. Os casos de neuropatia diabética apresentam lesdes de axdnios e
fibras nervosas que podem ser acometidas por danos provenientes do estresse
oxidativo, causado pelo aumento da formacédo de radicais livres, que também
funciona como mecanismo patogénico importante (LAPOLLA et al., 2007; ANG et al.,

2014).

A neuropatia diabética ocasiona a perda de transmissdes sensoriais de
extremidades, principalmente nos pés, que pode causar transtornos das estruturas
Osseas e articulares, modificando o equilibrio estatico e dindmico dos acometidos. E
comum os pacientes portadores de neuropatias diabéticas apresentarem lesdes
focais ou generalizadas que acometem capacidades sensitivo-motoras e autonédmas

(THOMALLEY, 2007; REZENDE et al., 2009; IBRAHIM; ISLAM, 2014).

O termo “pé diabético”, lesdo causada por neuropatia em pacientes
com DM, acometem membros inferiores apds traumas causados principalmente por
objetos pontiagudos e contusdo. Essa lesao causa ulceras de dificil cicatrizagao, que
se tornam infectadas quando néo tratadas e apresentam grande extensao de tecido
necrético, desenvolvida pela triade: neuropatia periférica, doenca arterial periférica e
infeccdes. Esses casos de comprometimento de pacientes diabéticos sao
responsaveis por grande parte dos internamentos, que evoluem muitas vezes para

amputagdes (REZENDE, 2009; JUDE; ELEFHERIADOU; TENTOLOURIS, 2010).
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3.3.6. Nefropatia Diabética

A nefropatia é definida como lesao do tecido renal que pode resultar
em insuficiéncia renal crénica, potencialmente fatal. A progressdo da doenca ao
longo do tempo faz com que a capacidade renal fique diminuida e leve a quadros
caracteristicos de nefropatia: 1) microalbuminudria, denominada nefropatia silenciosa,
caracterizada por indices detectaveis de albumina urinaria; 2) macroalbuminuria,
aumento da excrecado de albumina desencadeando a nefropatia (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2013; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014;

GROSS, 2015; DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2016).

As lesdes renais no diabetes em geral estdo associadas a lesdes
microvasculares que contribuem de maneira significativa para alteragdes na matriz

mesangial do glomérulo, com casos de nddulos de Kimmelstiel e Wilson.

Em casos mais graves podem ser observados: espessamento das
membranas basais dos capilares glomerulares e da capsula de Bowman; acumulos
de material hialinos nas arteriolas; e a degeneracdo das células tubulares com

)’2. Essas lesdes renais s&o

acumulo de glicogénio (degeneragao glicogénica
causadas, na sua maioria, por picos de hiperglicemia que levam a danos vasculares
microscopicos, contribuindo para a desestruturacdo da homeostasia renal, com
quatro tipos diferentes de alteracbes basicas, quando comparados animais

diabéticos e n&o diabéticos (DUNNILL, 1976; DIRETRIZES DA SOCIEDADE

BRASILEIRA DE DIABETES, 2016).
e Acumulo de glicogénio nas células tubulares nos animais diabéticos;

e Arteriosclerose em graus avangados nos animais diabéticos;
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eAumento dos casos de pielonefrite aguda e cronica em animais

diabéticos;

e Aumento no numero de casos de glomeruloesclerose intercapilar.

3.3.7. LesOes Pancreaticas

As células pancreaticas sao responsaveis pela produ¢cao de horménios

utilizados na metabolizagao da glicose.

O hormonio hiperglicemiante glucagon é produzido pelas células a e o
horménio hipoglicemiante insulina pelas céluas . Os dois tipos celulares encontram-
se nas ilhotas pancreaticas ou ilhotas de Langerhans, localizadas na regido caudal
do pancreas (DUNNILL, 1976; BRASIL, 2013; AMERICAN DIABETES

ASSOCIATION, 2014).

Lesbes das células pancreaticas sao responsaveis pela diminuigao ou
auséncia total producdo desses hormoénios. Histologicamente podemos destacar
como principais alteragdes: degeneragao hialina, fibrose das ilhotas de Langerhans,

degeneracgao hidropica e morte celular.
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4. MODELOS EXPERIMENTAIS UTILIZADOS EM ANIMAIS

DIABETICOS TIPO 1

O estudo do DM1 em animais tem sido desenvolvido largamente na
pesquisa académica. Para sua exiguidade, dois modelos experimentais podem ser
utilizados: o DM induzido quimicamente ou o DM espontaneo (EKOE et al., 2008;

BRASIL, 2013; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014).

4.1. Diabetes Mellitus induzido quimicamente

A indugdo quimica do DM em animais acontece com a utilizagado de
produtos quimicos capazes de lesionar as células [ pancreaticas de maneira
seletiva, e dose-dependente. Dentre os produtos mais utilizados temos a
Estreptozootocina (STZ) e a Alloxana (SANTOS et al., 2012; AMERICAN DIABETES

ASSOCIATION, 2014).

A STZ é uma glicosamina-nitrosureia que apresenta efeito citotdxico
direto sobre as células B pancreaticas que possuem o transportador de glicose
GLUT-2. Esta substancia induz lesées no DNA pela alcalinizag&o e ativagao da poli-
ADP ribose sintetase causando a deplegao rapida e letal da Nicotina Adenina
Dinucleotideo (NAD) diminuindo os niveis de ATP nas células lesadas que causa a
diminuicdo da sintese e secrec¢ao da insulina e instalagdo do DM1. Sugere-se ainda
que a instalacdo de um ambiente oxidativo no pancreas colabore para a destruigcao
das células B pancreaticas participando de modo efetivo para o efeito diabetogénico
da STZ (EKOE et al.,, 2008; SANTOS et al., 2012; AMERICAN DIABETES

ASSOCIATION, 2014).
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O modelo experimental utilizado em nosso laboratério, do DM1
induzido através da utilizacdo de STZ, produz danos permanentes as células f3

pancreaticas, garantindo a eficiéncia do modelo experimental.

4.2. Diabetes Mellitus espontaneo

O estudo do DM espontaneo em geral é realizado em animais que
apresentam dois fatores patogenéticos especificos: a predisposicdo genética e
alteragdes imunoldgicas. Alguns modelos animais ja estudados apresentam
caracteristicas importantes do desenvoldimento do DM1, no entanto, sua
comparagdo com caracteristicas da doenga em humanos tem apresentado
diferencas que desestimulam a utilizagdo, caso dos Hamstes Chino e de coelhos
brancos da Nova Zelandia (EKOE et al.,, 2008; SANTOS et al., 2012; AMERICAN

DIABETES ASSOCIATION, 2014).

Outros dois tipos animais — ratos Biobreading (BB) e camundongos
Non Obese Diabetic (NOD) — tem apresentado caracteristicas da doenga muito
interessantes quando comparados a DM1 humanos e sua utilizagdo em pesquisas
laboratoriais tem sido estimulada (ONKAMO, 1999; EKOE et al., 2008; SANTOS et

al., 2012; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014).

Ratos BB mantidos em biotérios livres de patdgenos tem apresentado
incidéncia de 100% para do desenvolvimento do DM1 a partir do terceiro més de
vida, apresentando caracteristicas clinicas classicas como a glicosuria, perda de
peso, poluria, cetoacidos e polidipsia. Esse modelo tem como caracteristica a lesao
das células B pancreatica a partir da agao de linfécitos T com a producédo de

anticorpos anti-células [ pancreatica. Dessa maneira tratamentos que modulam a
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ativacao dos linfocitos T tem apresentado resultados promissores para o tratamento
do DM1 (EKOE et al, 2008; SANTOS et al., 2012; AMERICAN DIABETES

ASSOCIATION, 2014).
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5. CATUABA

As plantas brasileiras conhecidas e utilizadas como “catuaba” sao
representadas por mais de 10 espécies diferentes: Tommadeniaviolaceae
(Apocynaceae), Tetragastria catuaba (Burseraceae), Secundatiafloribunda
(Apocynaceae), PouteriaAubl Sapotaceae), Phyllanthusnobilis (L. f.) Maull. Arg
(Euphorbiaceae), Anemopaegma arvense (Vell.) (Bignoniaceae), Erythroxylum
catuaba e E. acciniifolium Mart. (Erythroxylaceae) e Trichilia catigua A. Juss.
(Meliaceae). Apesar da problematica apresentada sobre a denominagédo popular
destas espécies, a planta encontrada mais comumente no Brasil como “catuaba” é a

espécie vegetal Trichilia catigua (MARQUES, 1998).

A espécie Trichilia catigua A. Juss. pertencente a familia Meliaceae,
tem vasta distribuicdo na América do Sul e Central, sendo mais abundante no sul do

Brasil .

Constitui-se numa arvore de 10 m de altura, sendo que os ramos novos
pubescentes tornam-se glabros com a idade e de coloragédo acinzentada. As folhas
sdo compostas por 5 a 7 foliolos, sao curto-pediceladas, oblongo-elipticas, apice
acuminado, irregularmente agudos na base de até 7 cm de comprimento. As flores
podem apresentar coloracdo branco-amarelada e o fruto €& constituido de uma
capsula estreito-oblonga, com pélos longos rijos e amarelados com
aproximadamente 2 cm de comprimento, avermelhado e com apenas uma semente,
aparecendo de dezembro a janeiro. A época de floracdo é de setembro a outubro,
entretanto, a capsula pode permanecer na arvore por 5 a 6 meses antes de florescer

(KLEIN, 1984).
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A T. catigua fornece madeira vermelha, compacta, sélida, flexivel,
bastante resistente as intempéries, propria para obras externas, marcenaria,
carrogaria, torno, carpintaria e excelente lenha; peso especifico 0,600 a 0,640. A
casca € fina, lisa, amarga e adstringente, servindo para curtume e dando aos couros
cor amarela muito apreciada. Também fornece matéria tintorial que vai do amarelo-

laranja intenso até o vermelho e o violeta (KLEIN, 1984).

T. catigua é popularmente conhecida como catuaba ou catigua e suas
cascas sao utilizadas na medicina popular como tdnico para tratamento de fadiga,
estresse, impoténcia sexual e déficits de memdria. Alguns estudos quimicos
indicaram a presencga de omega-fenilalcanos, acidos omega-fenilalcandicos, omega-
fenil-gama-lactonas, alquil-gama-lactonas, alcenil-gamalactonas e &acidos graxos,
além de B-sitosterol, estigmasterol, campesterol e uma mistura de flavalignanas, em

extratos de T. catigua (SOUZA et al. 2001).

O solvente acetato de etila tem sido utilizado para realizacdo da
extragcado dos componentes fitoquimicos da casca da T. catigua, sendo demonstrado
ser o mais eficiente. Longhini et al. (2013) validou os componentes extraidos através
de testes realizados por HPLC no extrato de catuaba, sendo que na fracdo acetato
de etila (FAE) ha presenga de componentes fendlicos como a taninos, procianidina
B2 (PB2), epicatenina, chinchocainas la, Ib, lla, llb, catenina e acido clorogénico.
Ressalta-se dessa forma que os estudos com extratos da T. catigua restringem-se a

FAE por ser essa a unica fragao com efeitos bioldgicos.
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5.1. Efeitos Bioldgicos da Catuaba

O extrato e fragdes da catuaba (Trichilia catigua) tem sido amplamente
estudado no Brasil, com alguns estudos comprovando inumeras atividades
bioldégicas da planta, outros ainda em fase de experimental. Dentre as atividades
biologicas mencionadas na literatura merecem destaque as atividades tripanocida,
anticelulite, antiarritmica, afrodisiaca, antidepressiva, anti-inflamatéria e antioxidante

dentre outras.

Sua atividade tripanocida (capacidade da planta de eliminar formas
infectantes de Tripanossoma cruzi) foi testada em estudos in vitro e in vivo, com
resutados satisfatorios para o controle e reducédo de formas infectantes do parasito
no sangue (CORREA, 1984; VAS; MATA; CALIXTO, 1997; PIZZOLATTI, 2002a;

PIZZOLATTI, et al., 2002b)

A atividade anticelulite tem sido testada continuamente in vivo com
formas tépicas de pomadas e cremes que contem da fracdo acetato de etila (FAE),
ressalta-se no entanto que resultados preliminares apresentam a necessidade de
estudos mais aprofundados para elucidacdo de mecanismos de agao, atividade anti-
inflamatdria das formas farmacéuticas e possibilidade de desenvolvimento de casos
alérgicos e de toxicidade da FAE no tecido cutaneo (CALIXTO; CABRINI, 1997;

ANTUNES et al., 2001; CAMPQOS et al., 2004).

A FAE apresenta capacidade de reverter a fibrilacdo ventricular,
evitando reindugao e prolongando a condugao intraventrilcular, em coragdes de
coelhos, tornando possivel o efeito antiarritmico que também foi estudada (CAMPOS

et al., 2004).
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A capacidade afrodisiaca da catuaba é popularmente conhecida e
utilizada por leigos ha décadas. A planta € empregada em tratamentos de impoténcia
sexual, fadiga muscular, estresse e déficits de memdéria. Contribui para o tratamento
da impoténcia sexual por atuar no relaxamento vascular e dos corpos cavernosos
facilitando de maneira direta para a eregcao peniana, ativa a producdo de
testosterona (células de Leydig), mantendo os aspectos histolégicos normais das
demais estruturas do sistema reprodutor masculino (PIZZOLATTI et al., 2002b;

BABY ET AL., 2006).

Experimentos in vivo indicaram que o tratamento com o extrato das
cascas de T. catigua produziu significante redugdo do tempo de imobilidade em
modelo de nado forgado em camundongos, apontando um potencial efeito
antidepressivo. Estes estudos fornecem evidéncias de que o efeito antidepressivo é
modulado por dopamina. Alteragcbes motoras, cognitivas, ansioliticas e
antidepressivas tem sido apresentada em trabalhos recentes, além também de
casos que demonstram que diferentes doses de FAE influenciam no processo de
génese neuronal em regides do hipocampo (VAS; MATA; CALIXTO, 1997; BABY et

al., 2006; LONGHINI et al., 2013).

O efeito anti-inflamatério da FAE tem sido evidenciado em estudos in
vitro, a qual foi estabelecida a capacidade de relaxamento vascular nos animais
tratados com FAE mediado pela liberagdo de 6xido nitrico®” %%, Além de eventos
vasculares o processo inflamatério inclui a presenca da liberacdo de moléculas
especificas, como o acido araquidénico mobilizado pela fosfolipase A e a sintese de
prostaglandinas. A inibicdo da fosfolipase A se apresenta como mecanismo
especifico para a diminuicdo do processo inflamatério, uma vez que a sintese do

acido araquiddnico e das prostanglandinas estaria inibido (BARBOSA et al., 2004;
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PONTIERI et al., 2007; QUINTAO et al., 2008; VIANA et al., 2009; CHASSOT et al.,

2011; BONASSOLI et al., 2012).

Sabe-se, no entanto, que a T. catigua tem capacidade de inibir eventos
dolorosos do processo inflamatdrio, mas nao apresentou eficiéncia para controlar a
producdo de mediadores pro-inflamatérios como IL-1, TNF, PGE2 ou LTB4
(BARBOSA et al., 2004; PONTIERI et al., 2007; QUINTAO et al., 2008; VIANA et al.,

2009; CHASSOT et al., 2011; BONASSOLI et al., 2012).

A ingestado de alimentos antioxidantes €& primordial para a diminuicéo
das reacbes oxidativas e de suas consequéncias. Dentre os compostos quimico
naturais que apresentam melhor capacidade antioxidante destacam-se os taninos e
flavonoides. A T. catigua apresenta na composi¢cao de seus extratos a presenca de
diferentes tipos dessas substancias. A capacidade antioxidantes ja foi demonstrada
contra o anion superéxido e o radical hidroxila. A presenga de cinchocainas e
catiguaninas sustenta a hipotese de que a FAE apresenta capacidade antioxidantes
(DATTNER, 1999; MELLO et al., 2003; BRIGHENTE et al., 2007; ALBRECHT et al.,
2007; TANG et al., 2007).

Em estudo de isolamento de substancias do extrato bruto de T. catigua,
foi averiguada a capacidade antioxidante de sete substancias (epicatequina,
procianidina B2, cinchononas la, Ib, lla e llb, e pro-cianidina C1), sendo que todas
elas apresentaram efeito antioxidantes maior que o Trolox e a Vitamina C, sendo que
prociadina C1 foi a que apresentou a maior capacidade antioxidante, seguida de
cinchononas Ib, lla, llb e la, a pro-cianidina B2 e a epicatequina, respectivamente
(ALBRECHT, et al., 2007; RESENDE et al., 2011). Em estudos mais recentes, a FAE
foi testada com capacidade antioxidante superior a de substancias conhecidas como

as vitaminas C e E (TANG, 2007; CHASSOT et al., 2011; RESENDE et al., 2011).
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6. HIPOTESES

A utilizagdo de compostos vegetais na protegcdo contra doengas
cronicas tem sido estudada de maneira muito abrangente e a Catuaba (Trichilia
catigua) tem apresentado capacidade de atuar em diferentes mecanismos protetores

contra doencgas crénicas.

Sendo assim, nossa hipétese é de que a Catuaba sendo administrada
tenha capacidade de atenuar as alteragées degenerativas decorrentes do diabetes
tipo | induzido por estreptozootocina (STZ) no pancreas e rins de animais diabéticos.
Atuando como possivel adjuvante das terapias ja existentes para o tratamento do

DM.
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/7. OBJETIVOS

7.1. Objetivo Geral

O objetivo da presente Tese foi o de avaliar o efeito protetor da fragao
acetato de etila (FAE) da Catuaba frente a alteragdes metabdlicas, bioquimicas,
histopatoldgicas e do estresse oxidativo sobre os rins e o pancreas de ratos Wistar

com diabétes tipo | induzidos por estreptozootocina.

7.2. Objetivos Especificos

e Quantificar as alteragbes metabdlicas: consumo de agua, de ragao

e peso corporal de ratos diabéticos tratado com FAE.

e Averiguar as alteragbes bioquimicas presentes no sangue de

animais diabéticos e o efeito protetor do FAE.

e Estudar as alteragbes histopatolégicas presentes no pancreas e

rins de animais diabéticos tratados com FAE;

e Analisar as alteragdes do estresse oxidativo no rim de ratos

diabéticos e o efeito protetor do FAE.
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8. ARTIGOS

O presente trabalho originou dois artigos cientificos que ser&o incluidos nessa
tese como anexos. Eles foram realizados na Universidade Estadual de Londrina -
UEL, no Laboratério de Patologia Molecular e no Laboratério de Fisiopatologia e
Radicais Livres; Universidade Estadual de Maringh — UEM, Laboratério de
Plasticidade Neural Entérica, Laboratério de Histologia Animal; Laboratério Palafito e
no Laboratério de Analises Clinicas; Universidade Federal de Sdo Paulo — Unifesp —
Escola Paulista de Medicina, no Laboratério de Patologia Renal; Laboratério de
Anatomia Patologica e Citopatologia S&do Camilo; Laboratério de Anatomia
Patologica e Citopatologia Maringd; e Laboratério de Anatomia Patologica e
Citopatologia Souza.

O trabalhos serao submetidos para publicacao e intitulam-se:

Artigo 1: Hypoglycemic effect of ethyl-acetate fraction from

Trichilia catigua in streptozotocin-induced type 1 diabetic rats.

Artigo 2: Fracdo acetato de etila de Trichilia catigua protege

animais das complicacdes decorrentes da nefropatia diabética
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9. CONCLUSOES

O FAE apresenta-se como possivel opcao terapeutica para a melhora

dos parametros apresentados por animais diabéticos.

Foi observada a capacidade protetiva do extrato frente as alteragdes
metabdlicas apresentadas pelos animais diabéticos, fazendo com que a perda de

peso, o consumo de agua e ragao fossem melhorados.

Outra capacidade apresentada foi a de melhorar os parametros
bioquimicos dos animais tratados quando comparados com animais diabéticos,
sendo que foram significativas as melhoras nos valores da glicemia, fung&o renal,

funcao hepatica e pancreatica principalmente.

Foram significativas as melhoras nos padrées histopatologicos
sugerindo protecdo do FAE nos rins e pancreas de animais diabéticos. A
glomeruloesclerose, necrose glicogénica e deposicdo do colageno foram

melhoradas de maneira significativa.

Os resultados do estresse oxidativo apresentaram capacidade
protetora da FAE, inibindo o desevolvimento de produtos da peroxidagao lipidica no
grupo tratado com FAE. A oxidacdo de proteinas nao foi constatada no presente

estudo.

Conclue-se, portanto que o FAE apresenta-se como possivel opg¢ao de
adjuvante no tratamento do DM, juntamente com as terapéuticas ja existentes,
sendo necessario ainda mais estudos sobre a sua atividade frente ao diabetes

mellitus.

Pesquisas devem ser ainda realizadas buscando a melhor elucidagao

da eficacia, e de implicacbes sobre os padroes de animais e pacientes diabéticos,
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bem como sua eficiéncia no tratamento dos diversos tipos de diabetes, uma vez que

nesse estudo pesquisamos apenas o Diabetes Mellitus Tipo 1.
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Abstract

Background/Aims: Trichilia catigua A. Juss., known as “catuaba” in Brazil, has been
popularly used as a tonic for fatigue, impotence and memory deficits. Previously, our
group demonstrated that the ethyl-acetate fraction (EAF) of T. catigua has antioxidant
and anti-inflammatory effects. The present study evaluated the anti-diabetic activity of
EAF in type 1 diabetic rats. Methods: Male Wistar rats were divided into four groups
(N: non-diabetic group, D: type 1 diabetic group, NC: non-diabetic + EAF group and
DC: type 1 diabetic + EAF group). The latter two groups were treated with 200 mg/kg
EAF. Type 1 diabetes was induced by intravenous streptozotocin (STZ) injection (35
mg/kg). Starting two days after STZ injection, EAF was administered daily by gavage
for 8 weeks. Results: EAF attenuated body mass loss and reduced food and water
intake. EAF improved hyperglycaemia and other biochemical parameters, such as
alkaline phosphatase (ALP), alanine aminotransferase (ALT) and aspartate
aminotransferase (AST). Furthermore, the number of pancreatic B-cells and the size
of the islets had increased by B-cell proliferation in the DC group. EAF promoted
reduction in kidney tissue damage in STZinduced diabetic rats by reduction of renal
fibrosis. Conclusion: The present study showed that EAF improves glucose
homeostasis and endocrine pancreas morphology and inhibits the development of
diabetic nephropathy in STZ-induced diabetic rats.
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Introduction

Diabetes mellitus (DM) is a chronic non-communicable disease that
results in chronic hyperglycaemia. Type 1 DM is characterized by pancreatic B-cell
apoptosis and massive reduction in the number and area of the pancreatic islets [1-
3]. In 2015 alone, this pathology affected 415 million people worldwide, caused 5.0

million deaths and cost 673 billion dollars from public coffers worldwide [4].

Chronic hyperglycaemia leads to elevated production of advanced
glycation end products (AGEs) and oxidative/inflammatory activities. In this way, DM
is associated with tissue injuries leading to a risk of cardiometabolic diseases and
their related complications as long-term consequences, which include ketoacidosis,

neuropathy, retinopathy, cardiovascular disorders and nephropathy [5].

Natural products with antioxidant activity have been used for the
treatment of DM and diabetic nephropathy [6-8]. In addition, polyphenolic
compounds, flavonoids, tannins, anthocyanins and other phenolic constituents
prevent oxidative damage and several degenerative diseases [9, 10]. Trichilia catigua
A. Juss., known as “catuaba” in Brazil, has been popularly used as a tonic for fatigue,
impotence and memory deficits. It has been demonstrated that the ethyl-acetate

fraction (EAF) of T. catigua has antioxidant and anti-inflammatory effects [10-12].

Previously, our group reported the antioxidant capacity of EAF from the
bark of T. catigua, where nine polyphenolic constituents with antioxidant effects were
found [11, 13]. Furthermore, subchronic treatment with EAF promoted an
antidepressant effect as well as increased hippocampal cell proliferation in mice [12].
In addition, T. catigua treatment provided significant neuroprotection in cerebral

ischaemia-reperfusion, and this effect may be attributed to a reduction in reactive
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oxygen species (ROS) generation [14]. However, the protective mechanism of T.
catigua against diabetes remains to be further clarified. Thus, considering the broad
pharmacological effects attributed to T. catigua preparations, especially EAF, we
hypothesize that EAF has potentially beneficial effects against type 1 DM, caused by
pancreatic 3-cell apoptosis, and its related complications such as nephropathy. In this
study, we aimed to investigate the anti-diabetic effect of EAF from T. catigua and
whether this preparation can attenuate the development of diabetic nephropathy in

streptozotocin (STZ)-induced type 1 diabetic rats.
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Materials and methods

Plant material and extract preparation

The plant material and crude extract were prepared from the powdered
bark of T. catigua as previously described [15]. The crude extract was dissolved in
water, and EAF was isolated using an ethyl-acetate solution as previously described

[13, 16].

The quality of the EAF was evaluated by measuring the amounts of
procyanidin B2 (PB2) and epicatechin (EPC) in this fraction against analytical
standards by HPLC analysis (Thermo®, San Jose, CA, USA), according to a method
developed and validated by our group, as previously described [16]. These standards
were chosen for validation because they were available in the appropriate quantities
at the laboratory. We solubilized 5 mg of EAF in 3 mL of methanol-water solution (2:8;
v/v) and then purified it with a solid-phase extraction cartridge (SPE, SampliQ C18,
Agilent Technologies®, Santa Clara, CA, USA) preconditioned with methanol and
water. Subsequently, the samples were transferred to a volumetric flask, and the total
volume was brought to 10 mL with methanol-water solution (2:8; v/v). The samples

were processed in triplicate.

Analysis was performed on an HPLC system with a photodiode array
(PDA) spectrophotometric detector module (Model Finnigan Surveyor PDA Plus
Detector), integral pumps and degasser (Finnigan Surveyor LC Pump Plus), and an
auto sampler equipped with a 10 uL loop (Finnigan Surveyor Autosampler Plus), and
the process was controlled using ChromQuest software (Thermo®, San Jose, CA,
USA). The detection wavelength and flow rate were 280 nm and 0.4 mL/min,

respectively. We used the Luna PFP(2) column model, 100 A, 250 x 4.6 mm 5 ym
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(Phenomenex®, Torrance, CA, USA), and a guard column (6 x 3 mm, 5 um;
Phenomenex®). The mobile phase was eluted by a gradient system that consisted of
Phase A, methanolacetonitrile (75:25; v/v), and Phase B, water, both containing
0.05% trifluoroacetic acid (TFA), as follows: 0 min, 30% phase A; 36 min, 40% phase
A; 38 min, 30% phase A, continued at 40 min, followed by a 2 min post-time to re-

equilibrate the system.

Ethical approval

The handling of experimental animals was according to the Brazilian
Law no. 11.794/2008 and approved by The Animal Ethics Committee in Animal

Research of the State University of Maringa (protocol number 082/2012).

Animals and experimental design

Adult male Wistar rats, aged 80 days, were housed in the animal facility
of the Department of Morphological Sciences in polypropylene cages (45 cm/30
cm/15 cm), 3 animals per cage, under controlled luminosity [12:12 h light-dark cycle
(06:00-18:00 h)] and temperature (22.0 + 2°C). All animals received standard chow
(Nuvilab®, Colombo, Parana, Brazil) and water ad libitum. Food and water intake

were evaluated daily, and body weight (BW) weekly.
After one week of adaptation, the animals were divided into four groups
(n = 12 animals/group): (N) non-diabetic group, (D) type 1 diabetic group, (NC) non-

diabetic + EAF group, and (DC) type 1 diabetic + EAF group.
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Induction of experimental diabetes

Type 1 DM was induced by a single injection (35 mg/kg BW, i.v.) of STZ
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) dissolved in citrate buffer (0.1 mol/L, pH 4.5)
into the penile vein, performed after overnight fasting and under anaesthesia (sodium
thiopental; 40 mg/kg BW, i.p.). Diabetes was confirmed 48 h after STZ injection, and
the animals that showed fasting blood glucose >350 mg/dL were considered diabetic.
Blood samples were obtained from a small cut in the tail vein and measured using a

glucometer (ACCU-CHEK® Advantage, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).

EAF treatment

The animals from the NC and DC groups were treated daily with EAF
orally administered by gastric gavage (200 mg/kg of BW) for 8 weeks. The EAF was
diluted in a drop of glycerin and 0.9% NaCl saline solution (100 mg of EAF in 1 mL of
vehicle). The dilution was performed immediately prior to the treatment, and the
volume administered was 2 mL/kg of BW. Animals from non-treated groups received

vehicle solution without EAF. The treatment occurred between 4:00 and 5:00 p.m.

Euthanasia and sample collection

At the end of the treatment period and after overnight fasting, the
animals were anaesthetized with sodium thiopental (i.p. 40 mg/kg BW) for blood
sample collection through cardiac puncture. Blood samples were collected into tubes
without anticoagulant and centrifuged (3000 rpm for 5 min), and the serum was

stored at -80 °C for further analyses. Subsequently, the animals were euthanized,
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and samples of the soleus muscle, retroperitoneal and periepididymal adipose tissue,

pancreas and left kidney were removed and weighed.

Biochemical analysis

Blood samples were used for measurement of blood glucose by the
glucose oxidase technique (Gold Analisa® Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil) and
of creatinine, uric acid, total protein, albumin, globulin, amylase, alkaline phosphatase
(ALP), alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and
gamma-glutamyl transferase (GGT) by enzymatic colorimetric methods (Gold

Analisa®) according to the manufacturer's instructions.

Determination of retroperitoneal periepididimal fat and soleus muscle

weight

Laparotomy was then performed to remove and weigh retroperitoneal
and periepididymal adipose tissues and sole muscle. The retroperitoneal and
periepididymal fat deposits and sole muscle were weighed and expressed in g per

100 g of body weight (BW).

Histological analysis of the endocrine pancreas

Pancreas samples were fixed in 10% buffered formalin, dehydrated,
embedded in histological paraffin and sectioned (5 ym) in non-serial cuts. The tissue
sections were deparaffinized, rehydrated and blocked against endogenous

peroxidase, washed in 0.01 mol/L phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) and incu
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bated with 10% non-immune goat serum blocking solution (Histostain-Plus®,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) for 10 min. They were then incubated with
monoclonal primary antibodies against insulin (1:500, Sigma®, St. Louis, MO, USA)
or against PCNA (1:100, Zymed®, San Francisco, CA, USA) for 60 min. After being
washed (0.01 mol/L PBS), sections were incubated with a biotinylated secondary
antibody (HistostainPlus®) for 10 min, washed and incubated with diaminobenzidine
chromogenic solution (Histostain-Plus®) for 15 min, washed again, and finally
counterstained with haematoxylin. The morphometric analyses were performed using
digital images (TIFF 24-bit colour, 2560 x 1920 pixels) obtained with a light
microscope (Olympus BX41, Tokyo, Japan) and a camera QColor 3 Olympus.
Quantitative analyses of the islets number were performed using digital images (x20
magnification) of 6 different fields from each animal (n = 6 animals/group). Analyses
of islet area, islet insulin immunodensity and PCNA-positive cells were performed
using 40 digital images (x400 magnification) from each animal (n = 6 animals/group).
These analyses were performed using Image-Pro Plus 4.5 software (Media

Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).

Statistical analysis

Data were expressed as means * standard error of the mean (SEM).
After analyzing the distribution of normality, using the Kolmogorv-Smirnov test, with
all data presenting a normal distribution, the values were submitted to analysis of
one-way variance (ANOVA) with the Tukey post test, showing significant differences
between the values The different groups. Differences were considered significant at p

<0.05. Statistical analysis and confection charts were performed using
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GraphPadPrism Software Version 6.0 for Windows (GraphPad Software Inc., San

Diego, CA, USA).
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Results

Chromatographic analysis of EAF

The chromatogram of EAF is showed in Figure 1. The determination of
PB2 and EPC in the EAF samples were 37.2 + 0.84 and 20.3 + 0.74 pg/mL,
respectively. On the other hand, in the EAF analytical solution, the PB2 and EPC

determination were 74.4 and 40.6 mg/g, respectively.

Effect of EAF from T. catigua on body weight gain

The STZ-diabetic rats showed loss body weight throughout
experimental period compared to non-diabetic rats (Fig. 2A;p<0.05). This result can
be seen by decreasing in body weight gain (178%; Fig. 2B). The EAF treatment

attenuated the body weight loss from the fifth to 8" weeks of treatment in the DC

group.

Effect of EAF from T. catigua on adipose tissue and soleus muscle

As showedn in Figure 3A and 3B, the retroperitoneal and periepididymal
fat were decreased around of 94% (p<0.05) in STZ-diabetic group compared to non-
diabetic rats.On the other hand, in DC group,thisfat weight loss was diminue in both
adipose tissue by EAF. The STZ-diabetic group had reduction in soleus muscle mass
by 39% (p<0.05). However, the EAF treatment was able on diminue this parameter

by 25% in DC group (Fig. 3C;p<0.05).
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Effect of EAF from T. catigua on food and water intake

Figures 4 and 5 illustrate the effect of EAF on food and water intake,
respectively. Non-diabetic groups(N and NC groups) showed similar curves of food
and water intake (Fig. 4A and 5A, respectively). STZ-diabetic rats showed higher
food and water intake throughout experimental period compared to control ones
(p<0.05). The area under curve (AUC) of food and water intake increased by 64%
and 361%, respectively in STZ-diabetic group compared to non-diabetic group (Fig.
4B and 5B, respectively; p<0.05). Interestingly, treatment with EAF improved the
higher food and water intake, by reducing it around of 23% and 42%, respectively in

DC group (p<0.05).

Effect of EAF from T. catigua on biochemical analysis

Table 1 showeds the effect of EAF on biochemical parameters. Blood
glucose concentration was higher in STZ-diabetic rats compared tonon-diabetic rats
(403%; p<0.05). However, EAF treatment reduced significantly (24%) blood glucose

in DC group (p<0.05).

STZ-diabetic rats exibited amylase serum levels increased significantly
in STZ-diabetic rats when compared to non-diabetic rats (p<0.05). Nevertheless, EAF

treatment improved these parameters in DC group.

STZ-diabetic rats showed significant decrease in serum levels of the
total protein (19%), albumin (13%) and globulin (28%). Oral treatment with EAF
reversed these parameters in DC group. Furthermore, ALP, AST, ALT and GGT were

significantly increased in the serum from STZ-diabetic rats when compared to control
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rats (p<0.05). EAF treatment promoted an accentuated reduction in these enzymes

in DC group (p<0.05).

Effect of EAF from T. catigua on histological analysis of endocrine

pancreas

The histopathological examination of the endocrine pancreas revealed a
large reduction in pancreatic (-cell amount and in the size and number of pancreatic
islets in STZ-diabetic group compared to non-diabetic group (Fig. 6A—6H). The
quantitative morphometric analyses reveala significant reduction in pancreatic islet
number, islet area and islet insulin immunodensity (Fig. 6l, 6J and 6K; p<0.05).
Moreover, the pancreatic islets from STZ-diabetic group showed uneven distribution
of pancreatic B-cells as canbe seen in the Fig. 6F. Interestingly, EAF treatment
improved significantly the pancreatic islet number, islet area and islet insulin
immunodensity in DC group and did not change these parameters in NC group (Fig.
6l, 6J and 6K). Fig. 7 showeds that the EAF induced pancreatic p-cell proliferation
(PCNA positive cells) in both treated groups. The animals of the diabetic group did
not present any changes in the immunoblotting for PCNA. However, the animals
treated with EAF showed a higher proliferation of cells when compared with the

control animals, with a higher proliferation in the animals of the DC group.



73

Discussion

The present study confirms the hypothesis that EAF treatment has an
anti-diabetic effect. Given that, for the first time, this work shows that STZ-diabetic
rats treated with EAF presented a significant attenuation in body weight loss as well
as in the higher ingestion of food and water that features prominently in diabetes.
Other studies observed that treatment with natural products improved these
parameters [17, 18]. Additionally, reduction of the blood glucose levels and an
improvement in several others diabetic hallmark parameters were found herein.
Furthermore, anti-insulin immunohistochemical analysis shows significant increased
pancreatic B-cell number and islet size in the DC group as a result of B-cell
proliferation, ascertained through labelling by PCNA immunohistochemistry. In
addition, our histopathological studies showed that EAF promoted reduction in the

kidney tissue damage that is caused by diabetes.

A striking feature of STZ-type 1 diabetic rats is a severe reduction of
body weight caused by loss of adipose and muscular tissue; these characteristics are
known as cachexia [19]. Adipose and muscular tissue need insulin signalling for
glucose uptake; without insulin, these tissues show a significant reduction of glucose

uptake that compromises their overall metabolism [2, 17].

The main therapeutic goal of diabetes treatment is to control blood
glucose levels [4, 17]. Here, we show the effectiveness of the use of T. catigua as a
powerful anti-diabetic agent, demonstrating improvements in the hyperglycaemia,
polydipsia, and polyphagia observed in STZ-diabetic rats. In light of these results,
new findings are needed for better understanding the hypoglycaemic effect of T.

catigua. On the other hand, recent studies have shown antiinflammatory and
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antioxidant effects of PB2 and EPC, which exert positive effects by improving
diabetes comorbidities. They were observed to bring improvement in insulin
sensitivity and to exert a protective effect against diabetic nephropathy and

cardiomyopathy [20, 21].

In this study, diabetic animals exhibited low blood creatinine as well as
decreased total protein, albumin and globulin levels compared to control animals.
Interestingly, EAF treatment restored total protein, albumin and globulin
concentrations nearly to control group values. No significant effect was observed in
blood creatinine in the DC group. These results are consistent with improvement of
diabetes and kidney function as observed in other studies [18, 22]. Furthermore,
previous studies have demonstrated lower serum creatinine levels and increased
serum uric acid in STZ-diabetic animals and in type 2 diabetic humans [23]. Similarly,
in this work, serum creatinine was lower and uric acid higher in the STZ-diabetic
group, which could suggest renal impairments associated with diabetic complications
[22]. Moreover, serum amylase was significantly elevated in STZ-diabetic rats, which
is compatible with diabetic ketoacidosis [24]. However, we found that EAF attenuated
diabetes-induced elevations in serum uric acid and amylase. Phenolic compounds
present in T. catigua are probably, at least in part, the main agents responsible for the
protective effect of EAF on kidney function as indicated by our results. In addition,
previous studies have demonstrated that natural products exert protective effects on

kidney function by mediating many of those parameters [18, 22, 25].

The increases in the activity levels of serum ALP, ALT and AST
enzymes have been associated with liver damage [26]. In the present study, a
significant rise in the ALP, ALT, AST and GGT serum levels was observed in STZ-

induced diabetic rats, whereas the diabetic group treated with EAF showed a
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significant improvement in these parameters. Several studies have shown that
natural products from plants exert beneficial effects by reducing the high levels of
ALP, ALT and AST in diabetic individuals, which leads an improvement in hepatic

dysfunction [22, 26-28].

STZ-induced type 1 diabetes has been described as a useful
experimental model for the study of diabetes because of the selective pancreatic -
cell destruction caused by this drug [29]. Here, we show a significant reduction in the
number, area, and insulin immunodensity of pancreatic islets in STZ-diabetic rats that
is compatible with pancreatic B-cell death caused by STZ. In particular, STZ induces
the accumulation of superoxide, hydroxyl radicals and nitric oxide, which are known
to be cytotoxic. Increased ROS production by STZ cause pore formation in
mitochondria, resulting in disruption of the electrical potential of mitochondrial

membrane, unbalancing pancreatic 3-cell metabolism and insulin release [30, 31].

Interestingly, our hypothesis that EAF has anti-diabetic effects was
confirmed by the findings shown in this study. Here, we depict the effectiveness of
EAF treatment against diabetic complications; also, we suggest that the effects of
EAF treatment in ameliorating diabetic injuries in STZ-diabetic rats may be closely
associated with the increase of pancreatic B-cell proliferation as observed here,
which partially restores the normal morphology and endocrine function of the
damaged pancreatic islets caused by STZ in the rats. These findings indicate that
EAF may be useful as a potential pharmacological agent to protect against
pancreatic B-cell damage caused by oxidative stress associated with diabetes.
However, the protective mechanism of EAF on pancreatic islets remains to be further

clarified. We hypothesized that EAF has potentially beneficial effects against
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pancreatic B-cell apoptosis that may derive from its anti-inflammatory capacity and

inhibitory actions against free radicals [13].

During the course of diabetes, hyperglycaemia induces AGE formation,
pro-inflammatory cytokine overexpression and oxidative stress, promoting kidney
damage [27, 32]. In the present study, STZ-diabetic rats show a large area stained by
Azan trichrome, indicating ECM expansion and collagen deposition. This parameter
is compatible with renal fibrosis. Thus, these results were compatible with the kidney
function parameters such as low creatinine and serum protein and high uric acid
found in this work. On the other hand, EAF treatment inhibited ECM expansion and
restored renal morphology in the DC group to a normal pattern. Obviously, EAF
treatment may have improved morphology and renal function due to reduction of
blood glucose. However, beneficial effects on renal function promoted by plant
compound treatment, likely because of beneficial effects of polyphenols on free
radicals and inflammatory status, have been observed [18, 25]. The present study
showed that EAF from T. catigua improves glucose homeostasis and endocrine
pancreas function and inhibits the development of diabetic nephropathy in STZ-
induced type 1 diabetic rats. All together, these observations suggest that T. catigua

could be useful as an anti-diabetic agent.
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Fig. 1. HPLC analysesof EAF from T. catigua. Procyanidin B2 (PB2; 1), mixture of catechin
and chlorogenic acid (2), cinchonain lIb (3), cinchonain lla (4), epicatechin (EPC; 5), mixture
of chinchonains la and Ib (6). Flow rate 0.4 mL/min and detection wavelength 280 nm.
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Fig. 2. Effect of EAF from T. catigua on body weight gain. Body weight throughout
experimental period (A) and body weight gain (B). Data are presented as mean + SEM.
*values differ from non-diabetic group (p<0.05) and *values differ from diabetic group
(p<0.05). One-way ANOVA and post hoc test of Tukey.
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Fig. 3. Effect of EAF from T. catigua on adipose tissue and soleus muscle. Retroperitoneal
adipose tissue (A), periepididymal adipose tissue (B) and soleus muscle (C) weight. Data are
presented as mean + SEM. *values differ from non-diabetic group (p<0.05) and “values differ
from diabetic group (p<0.05). One-way ANOVA and post hoc test of Tukey.
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Fig. 4. Effect of EAF from T. catigua on food intake. Food intake throughout experimental
period (A) and AUC of food intake (B). Data are presented as mean = SEM. *values differ
from non-diabetic group (p<0.05) and *values differ from diabetic group (p<0.05). One-way
ANOVA and post hoc test of Tukey.
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Fig. 5. Effect of EAF from T. catigua on water intake. Water intake throughout experimental
period (A) and AUC of water intake (B). Data are presented as mean + SEM. *values differ
from non-diabetic group (p<0.05) and *values differ from diabetic group (p<0.05). One-way
ANOVA and post hoc test of Tukey.



o o
b

N D

noden!
s

Islet insuli

D

D

83

DC

Fig. 6. Effect of EAF from T. catigua on morphology of endocrine pancreas. Representative

photomicrography (A — D, x20 magnification, scale bars

1000 um and E — H, x400

magnification, scale bars = 50 ym) showed pancreatic sections immunostained with anti-
insulin antibody. Non-diabetic group (A and E), diabetic group (B and F), non-diabetic + EAF
group (C and G) and diabetic + EAF group (D and H). Quantitative analysis is showedn in (1),
(J) and (K). Data are presented as mean + SEM, *values differ from non-diabetic group
(p<0.05) and *values differ from diabetic group (p<0.05). One-way ANOVA and post hoc test

of Tukey.
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Fig. 7. Effect of EAF from T. catigua on cellular proliferation of endocrine pancreas.
Representative photomicrography (A — D, x400 magnification, scale bars = 50 yum) showed
pancreatic sections immunostained with anti-PCNA antibody. Non-diabetic group (A), diabetic
group (B), non-diabetic + EAF group (C) and diabetic + EAF group (D). Images showed
nuclei immunolabelled for PCNA in the pancreatic islets from T. catigua treated groups
(arrows). Quantitative analysis of the PCNA-positive cells (E). Data are presented as mean %
SEM, *values differ from non-diabetic group (p<0.05) and *values differ from diabetic group
(p<0.05). One-way ANOVA and post hoc test of Tukey.
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Tables

Table 1. Effect of EAF fromT. catigua on biochemical analysis.

N D NC DC
Blood glucose (mg/dL) 109.0+1.24 547.9+13.21  105.3#5.33  414.6+34.87"
Total protein (g/dL) 5.71+0.05 4.61+0.05 5.76+0.10 5.17+0.06"
Albumin (g/dL) 2.81+0.03 2.45+0.03 2.80+0.11 2.76+0.08"
Globulin (g/dL) 2.91+0.03  2.10+0.04  2.93+0.04  2.40+0.04"
Amylase (U/dL) 916.0421.58 1753.6455.22° 931.4+16.40 1312.1+24.72"
ALP (U/L) 138.6+7.69 1078.3+15.86 152.7+7.95 759.4+26.23"
ALT (U/L) 224.7+22.47 658.3+65.85 222.1+25.87 419.1+67.10"
AST (U/L) 494.0+44.83 693.6+22.73° 366.4+61.96 335.9+15.60"
GGT (U/L) 11.57+1.0 44.00+4.6 12.29+1.5 18.71+4.5"

Data are presented as means + SEM. *values differ from non-diabetic group (p<0.05),
*values differ from diabetic group (p<0.05) and ns, no significantly different. One-way ANOVA
and post hoc test of Tukey.
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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é uma doenga crbnica de distribuigdo mundial, e
caracteriza-se pela deficiéncia total ou parcial da insulina, podendo resultar em
doencas secudarias como a nefropatia, caracterizada por alteragdes histopatologicas
renais. A Catuaba (Trichilia catigua) tem sido utilizada no tratamento de diversas
doengas como agente antioxidante ou anti-inflamatério. O objetivo deste trabalho foi
avaliar se a Fracdo de Acetato de Etila de Trichilia catigua (EAF) possui efeito
protetor sobre as complicagdes renais decorrentes do DM. Para isso, utilizou-se
ratos Wistar divididos em 4 grupos: normoglicémico, normoglicémico tratado com
EAF (200 mg/kg); diabéticos e diabéticos tratados com EAF. O diabetes foi induzido
por estreptozotocina (STZ) (35 mg/kg). Dois dias apés a injecgéo de STZ, o EAF foi
administrado por gavagem, durante 56 dias. Foram realizadas analises dos
parédmetros metabdlicos, bioquimicos e histologicos. Os ratos do grupo diabético
apresentaram redugado de peso corporal e a administragdo EAF no grupo diabético
tratado atenuou a perda de massa corporal. O tratamento com EAF levou a redugao
da glicemia nos animais tratados e melhorando também parédmetros bioquimicos
relacionados a fungéo renal. Além disso, estudos histopatologicos do rim mostraram
que o EAF promove reducdo da glomeruloesclerose, degeneragédo glicogénica e
depdsito de colageno. Salienta-se ainda que as dosagens relativas ao estresse
oxidativo apresentaram uma capacidade do EAF prevenir a peroxidagao lipidica em
animais diabéticos tratados. Nosso estudo demonstrou que extrato de T. catigua
melhora a homeostase da glicose e previne a formagdo de espécies reativas de

oxigénio, inibindo o desenvolvimento da nefropatia diabética.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus; Lesdo Renal; Protegao; Catuaba; Trichilia

catigua. Estresse oxidativo.
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca crbénica de distribuicdo
mundial, que atinge cerca de 10% da populagdo mundial e caracteriza-se pela
deficiéncia ou mesmo nao producao de insulina pelas células B pancreaticas. Essa
deficiéncia apresenta como principal resultado a hiperglicemia crénica, que por sua

vez produz alteragdes metabdlicas e sistémicas[1-4].

O diabetes é classificado em 4 tipos basicos: o DM Tipo 1, DM Tipo 2,
Diabetes Gestacional e outros tipos de DM. Dentre as principais complicagbes do
DM temos alteragcbes bruscas nos niveis da glicose (hiperglicemia e hipoglicemia) e
o desenvolvimento de doengas secundarias ao estado diabético, como a retinopatia,

complicagdes cardiovasculares, neuropatia e nefropatia [5-8].

O DM tem capacidade de comprometer o tecido renal, através de
alteragdes inflamatdrias, degenerativas e também nos sistemas de microcirculacao.
Essas alteracbes sao diagnosticadas como Nefropatia Diabética, evoluindo para
doencga crénica que acompanhada de alteragdes no sistema vascular contribuem de
maneira significativa para o aumento da mortalidade de pacientes diabéticos [9]. E
verdadeira a afirmacao de que os indices de mortalidade e de comprometimento dos
pacientes sao diminuidos, com o controle glicémico e da pressao arterial, uma vez
que a presencga de nives alterados de glicose causam o aumento de produtos da
glicagao avangada lesando as células endoteliais de capilares renais, em associagao
com niveis alterados de pressao arterial que lesam os capilares glomerulares por
processo mecanico, contribuindo para lesées que culminam na esclerose glomerular

[10].
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A nefropatia diabética caracteriza-se por alteracbes degenerativas no
tecido renal, com lesbes dos glomérulos e tubulos distais muitas vezes por
mecanismos de estresse oxidativo, e que, juntamente com lesbes pancreaticas
criam um ambiente favoravel para o desenvolvimento das complicacbes do DM

[11,12].

Dentre as complicagdes renais do DM, tem-se a glomeruloesclerose
qgue histologicamente apresenta-se pela deposi¢cdo do mesangio renal, pelo aumento
de matriz mesangial e também de células mesangiais, que caracterizam a expansao
mesangial — que ocorre devido a lesdo dos produtos da glicagdo avangada contra as
células mesangiais, contribuindo assim para a diminuigdo da capacidade de filtragao
do glomérulo acometido. Outra caracteristica histolégica importante é a deposi¢éo
de moléculas de glicogénio nas células tumefeitas dos tubulos distais que
reabsorvem a glicose presente em grande quantidade no ultrafiltrado urinario. Esta
alteracao histolégica recebe o nome de degeneragdo ou degeneragao glicogénica

[10,11,12].

A utilizacao de compostos naturais no tratamento de doencas crénicas
tem sido bastante estudado. A Catuaba (Trichilia catigua) € popularmente utilizada

no tratamento de estresse, impoténcia, déficit de memaria e fadigas [13].

Considerado que o DM como doenca crbnica causa um ambiente
inflamatdrio sistémico, e sabendo de evidéncias em estudos recentes com a fracao
de acetato de etila (EAF) de Catuaba, tem mostrado resultados promissores
apresentando efeitos anti-inflamatérios [14,15], efeitos anti-oxidantes [16] e
antidepressivos [15], o objetivo deste trabalho foi avaliar se a Fragdo de Acetato de
Etila de Trichilia catigua (EAF) possui efeito protetor contra as complicagbes renais

decorrentes do DM, analisando-se parametros bioquimicos, morfologia tecidual e
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alteragbes histopatoldgicas, e parametros do estresse oxidativo nos rins de animais

diabéticos e diabéticos que receberam EAF.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Modelo Experimental

Para a realizacdo dos experimentos, vinte e quatro ratos machos
Wistar (Rattus norvegicus) com 90 dias de idade foram utilizados, pesando entre 330
e 370g, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa
(protocolo N.° 066/2012 e declaracdo de autorizagdo N.° 082/2012). Durante o
protocolo experimental, os animais foram mantidos no Biotério Setorial do
Departamento de Ciéncias Morfologicas da Universidade Estadual de Maringa, em
ambiente com temperatura controlada (20°C a 25°C), ciclo claro-escuro (12 horas) e
com livre acesso a agua e alimentacdo, em grupos de 3 animais por caixa (de
dimensdes 50x60x22cm). Os animais foram alimentados com ragao industrial padréao
(Nuvilab®, Colombo, Parana, Brazil) para ratos e agua ad libitum. Apoés uma semana
de adaptacao, os animais foram divididos em quatro grupos (n = 6 animais / grupo):
(N) do grupo normoglicémicos, (D) o grupo diabéticos, (N-EAF) normoglicémicos

tratados com EAF e (D-EAF) diabéticos tratados com EAF.

2.2. Droga vegetal e Preparacao do EAF

As cascas do vegetal T. catigua A. Juss. foram doadas pelo Laboratorio
Catarinense, Joinvile, SC, em julho de 2008. A coleta do material botanico foi
realizada na cidade de Caitité, no estado da Bahia, Brasil. A exsicata se encontra
depositada no herbario do Museu Botanico Municipal de Curitiba sob o numero
65901. As cascas foram fragmentadas, e as cascas secas foram cominuidas em
moinho de martelos, empregando-se o material sem separagdo granulométrica. A

extracdo foi realizada por Ultra-turrax UTC 115 KT, utilizando acetona/agua (7:3; v/v)
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como liquido extrator, na proporgao de 10% (m/v). Apds evaporagao do solvente sob
pressao reduzida, o extrato foi congelado e liofilizado, obtendo-se assim o extrato
bruto (EB) de T. catigua segundo Resende (2007) [17]. O EB de T. catigua foi
avaliado quanto ao teor de polifendis totais, segundo a Farmacopeia Brasileira
(2004), para garantir a sua padronizacéo. Cerca de 50 g de EB foi ressuspendido em
agua (0,5 L) e particionado com acetato de etila, obtendo, assim, a fragéo acetato de
etila (EAF). A EAF foi avaliada quanto ao seu teor de principios ativos utilizando
metodologia validada por Longhini et al. (2013) [18], através da cromatografia liquida
de alta eficiéncia em auxilio de tesouras de poda manual e secas a temperatura
ambiente. A qualidade da EAF obtida foi validada a partir da presenca de
procianidina B2 e epicatequina presentes na fragdo, de acordo com metodologia
descrita por Longhini et al (2013) [18]. Esses experimentos foram realizados no
Laboratério Palafito, de Farmagnosia da Universidade Estadual de Maringa, sob

orientacéo do Prof Dr. Jodo Carlos Pallazzo de Mello.

2.3. Inducéo do Diabetes

Os ratos dos grupos D e D-EAF foram submetidos a inducdo do
Diabetes mellitus apés 14 h de jejum. A inducdo foi realizada através de uma
injeccdo intravenosa em veia peniana de estreptozotocina (35 mg / kg de peso
corporal; Sigma, St. Louis, MO, EUA) dissolvida em solugdo tampéao de citrato, pH
4,5 (10 mM). Para verificar se houve a indugao eficaz do diabetes, apds dois dias,
uma gota de sangue foi obtida para determinagdo da glicemia através de método
fotométrico por meio da avaliagdo de glicose oxidorredutase (Accu-Chek

glicosimetro Ativo, Roche DiagnosticsGmbH, Mannheim, BW, Alemanha). Os ratos
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que apresentaram niveis de glicose acima de 250mg/dL foram considerados animais

diabéticos '°.

2.4. Tratamento com EAF

Os animais dos grupos N-EAF e D-EAF foram tratados diariamente
com dose individual de EAF administrado por gavagem gastrica 200 mg/Kg, 7 dias
por semana, durante 8 semanas. Para a diluigdo do EAF foi necessaria a
padronizagao de uma solugéo veiculo que permitisse a diluicdo do EAF em solugao
salina 0,9%. Essa solugao veiculo foi formada por solugao salina 0,9% + glicerina,
na propor¢cao de 1 gota de glicerina para cada 10 mL de solugao salina. Dessa
maneira, foi possivel a dissolugdo do EAF na solugao veiculo e a administracdo por
gavagem aos animais dos grupos tratados. Os animais dos grupos nao tratados

receberam apenas solugéo veiculo sem o EAF.

2.5. Avaliacao do Peso Corporal

O peso corporal foi acompanhado semanalmente a partir do inicio do
estudo até o ultimo dia, com uso de balanga comercial Digimed (KN1000) para

pequenos animais.

2.6. Coleta das Amostras

Ao final do tratamento com EAF, os animais foram submetidos a
eutanasia, sem dor ou sofrimento, com tiopental sodico (ip de 40 mg / kg de peso

corporal), para coletar os rins, que foram em plano coronal para se conseguir duas
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amostras iguais, uma para analise histoldégica e outra para analise posteriores e o
sangue dos animais foi coletado por puncdo cardiaca para posterior analise

bioquimica.

2.7. Analises Bioguimicas

Para as analises bioquimicas foram coletados 4 mL de sangue por
puncdo cardiaca em tubo sem anticoagulantes que foram centrifugados apds
retracdo dos coagulos e 2 mL em tubo com anticoagulante fluoreto de sddio. As
analises foram realizadas em analisador de bioquimica Vitros FS 5.1 (Johnson &
Johnson) através do método de quimica seca conforme instrugbes do fabricante,
tendo como amostra, plasma fluoretado para analise da glicemia (GLI), e soro
centrifugado para analises Ureia (URE), Creatinina (CRE), Proteinas Totais e

Fracdes (Albumina e Globulina) e Amilase.

2.8. Histologia Renal

As amostras coletadas para o analise histologicas foram fixadas em
solugao de formalina tamponada a 10% (V:V), durante 48 horas, e posteriormente
colocados em alcool 70%, até o momento do processamento histolégico. O
processamento se deu em Processador de Tecidos (Lupetec Mod. PTO05),
submetendo o material acondicionado em cassetes individuais, a 6 banhos de alcool
(70%, 80%, 90%, 100%, 100% e 100%) para a desidratacdo do material, 4 banhos
de xilol (solvente organico, Synth) buscando a diafanizacédo e 2 banhos de parafina
histolégica (Biotec® Pinhais, Parana, Brasil) para impregnacdao dos tecidos.

Posteriormente os espécimes foram incluidos com novo banho de parafina
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histolégica em central de inclusdo. Os blocos de parafina obtidos foram submetidos
a microtomia em micrétomo Leica RM2245 (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemanha), em cortes semi-seriados de 5mm, coletados de maneira sequencial,
porém distribuidos em 10 I|adminas de vidro tratadas com adeisno quimico
(OrganoSilano) depositados 1 corte por lamina, de forma que a distribuicdo dos
cortes em uma unica lamina fiquem semi-seriados, obtendo-se assim 50 cortes de
cada bloco para as diferentes coloragdes, que foram submetidas a desparinizacao

em estufa a 56-70°C.

Antes de cada coloracao, as laminas selecionadas recebem tratamento
de diafanizacdo em 3 banhos de xilol para retirada do excesso de parafina, e inicio
do processo de hidratacdo com banhos sucessivos de alcool em escala decrescente
(100%, 100%, 100%, 90%, 80% e 70%) para os procedimentos de coloragao
histoquimicas especificas, sendo que apds cada processo de coloragao as laminas
ja coradas sao desidratadas em banhos sucessivos em escala crescente de alcool
70%, 80%, 90%, 100%, 100% e 100% e diafanizagdo em xilol, para montagem das

mesmas com laminula e resina sintética Permount.

2.8.1. Coloracdes Histoldgicas

2.8.1.1. Hematoxilina-Eosina (HE)

Foi realizada coloragdo com HE para as avaliagdes da morfologia
renal, incluindo descricdo e analise histopatologica, contagem do numero total de
glomérulos além da morfometria do corpusculo renal com a medida da Capsula de
Bowman, do Tufo Glomerular, do Espagco de Bowman (diferenga entre as medidas

da area da capsula de Bowman e da area do tufo glomerular), e do Didametro
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glomerular. Apds a desparafinizagao foi iniciado o processo de coloragédo, em que as
lAaminas permaneceram por 1 minuto em solugcdo de Hematoxilina de Harris, foram
lavadas e diferencias em agua corrente por 5 minutos e, emseguida, colocadas em
Solugdo de Eosina por 3 minutos. Depois de corados, as laminas foram
desidratados, diafanizados e para montagem das mesmas com laminula e resina

sintética Permount.

2.8.1.2. Acido Periodico de Schiff (PAS)

A coloragcdo com PAS foi realizada para avaliagdo da expansao
mesangial e Nefrose Glicogénica. Este corante identifica os glicosaminoglicanos
presentes na matriz mesangial com uma coloragdo résea mais intensa do que em
outras areas. Para o procedimento de coloracdo os cortes desparafinizados foram
tratados com acido periddico por 5 minutos e lavados com agua corrente durante 5
minutos. Em seguida foram tratados com reagente de Schiff por 7 minutos e solugao
de metabissulfito de sdédio em trés banhos de 2 minutos. Depois de corados, as
laminas foram desidratados, diafanizados e para montagem das mesmas com

laminula e resina sintética Permount.

2.8.1.3. Picrosirius (Sirius Red)

A coloragao de Picrosirius foi utilizada para a analise do depdsito de
colageno no tecido renal. Apos procedimentos padrdes anteriores a etapa de
coloracéo, os cortes foram entdo corados com Solugao de Sirius Rede (Sirius Red F
3B 200® ,MobayChemicalCo., Union), na concetragéo de 0,1% por 30 minutos. Apés

a coloracdo os cortes foram lavados por 5 minutos em agua corrente e
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contracorados em Hematoxilina de Harris por 1 minuto. Depois de corados, as
laminas foram desidratados, diafanizados e para montagem das mesmas com
laminula e resina sintética Permount. Tecidos corados pelo Picrosirius foram

analisados em microscopio de luz polarizada, acoplado a um analisador de imagem.

2.9. Obtencéao das Imagens

Os parédmetros histologicos e morfométricos foram obtidos por
microscopia Optica, com auxilio do microscépio Nikkon 80i (Tokio, Japao). A
morfometria foi efetuada por meio da camera digital acoplada ao microscopio Nikon
80i. A analise foi realizada com o auxilio do programa Image-Pro Plus® 4.5 (Media
Cybernetics; Rockville - USA) software, calibrado em micrémetros. Utilizando-se
desses equipamentos foram estabelecidos o0s seguintes parametros da histologia
para o estudo: quantificacdo dos glomérulos, area das estruturas renais e fragao da
area mesangial e de colageno. A analise da area ocupada pelo colageno por
coloracao de Picrosirius, foram obtidas em microscopia de luz polarizada, sendo que
o sistema utilizado consistiu de uma camera CCD Sony (Tokio, Japao) conectada a
um microscopio Olympus (Tokio, Japao), a partir do qual as imagens podiam ser
visualizadas em um monitor. Por intermédio de um sistema digital inserido num
computador, as imagens foram processadas por um software ImageProPlus 4.5.0.29

(Media Cybernetics, Inc.).
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2.10. Analises Histologicas

2.10.1. Determinac&o da Area das Estruturas Renais

Para avaliacdo da area das estruturas renais foram escolhidos
aleatoriamente e fotografados um total de 100 glomérulos por animal. Calculou-se a
area do tufo glomerular por meio da captura da imagem de cada glomérulo com
lente de aumento de 400 vezes, tracando-se os limites externos do tufo glomerular
com o cursor do mouse. O mesmo procedimento foi utilizado para a mensuragao da
area da capsula de Bowman. A area do espaco de Bowman foi calculada pela
subtracdo da area da capsula pela area do tufo. A média dos 100 valores
mensurados em cada parametro foi considerada como a area média para cada um
dos animais. Essas medidas foram expressas em pm?. O diametro glomerular foi
medido através do tracejamento da parte equatorial do glomérulo, a medida do

diametro glomerular foi expressa em pm.

2.10.2. Determinacao da Glomeruloesclerose e Expansao Mesangial

Para avaliagcdo da expans&do mesangial 100 glomérulos corados com
PAS por animal foram aleatoriamente selecionados e fotografados. Para
quantificacdo do nivel de expansao mesangial e glomeruloesclerose, uma escala
semiquantitativa com valores de (-) a (++++) foi utilizada. O valor (-) foi utilizado
quando ndo havia esclerose, o valor (+) indicava expansdo mesangial ou esclerose
envolvendo até 25% do glomérulo, o valor (++) indicava esclerose entre 25 a 50%, o
valor (+++) indicava esclerose entre 50 a 75%, e o valor (++++) indicava esclerose

global (>75%), de acordo Freitas, 2011 [21]. A moda dos valores obtidos nos 100
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glomérulos foi considerada como o indice de glomeruloesclerose e expansao

mesangial para cada animal.

2.10.3. Determinacéo da Degeneracédo Glicogénica

Para avaliagado da degeneragao glicogénica 100 campos microscopicos
corados com PAS por animal foram aleatoriamente selecionados e fotografados.
Para quantificacdo do nivel da degeneragdo glicogénica, uma escala
semiquantitativa com valores de (-) a (++++) foi utilizada. O valor (-) era utilizado
quando nao havia degeneracdo glicogénica, o valor (+) indicava degeneracao
glicogénica envolvendo até 25% do glomérulo, o valor (++) indicava necrose entre
25 a 50%, o valor (+++) indicava degeneracgao glicogénica entre 50 a 75%, e o valor
(++++) indicava degeneragao global (>75%), de acordo Freitas, 2011 [21]. A moda
dos valores obtidos nos 100 glomérulos foi considerada como o indice de

degeneracao glicogénica para cada animal.

2.10.4. Determinacéo da Area Ocupada por Colageno

Para a determinacdo da area ocupada pelo colagenos no tecido renal
foi realizada a coloragao Picrosirius, onde as laminas foram analisadas em
microscopio de luz polarizada, acoplado a um analisador de imagem. O sistema
utilizado consistiu de uma camera CCD Sony (Tokio, Japado) conectada a um
microscopio Olympus (Tokio, Japao), a partir do qual as imagens podiam ser
visualizadas em um monitor. Por intermédio de um sistema digital inserido num
computador, as imagens foram processadas por um software ImageProPlus 4.5.0.29

(Media Cybernetics, Inc.). Foram, entdo, selecionados aleatoriamente 50 (cinqienta)
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campos, incluindo as regidao de tubulos contorcidos distais e proximais e também
regidao de glomérulos renais, visualizados sob um aumento de 100 vezes. A area
total medida pelo analisador em cada campo € de 192533,33um?. A area contendo
colageno em cada campo foi medida através da selecdo de tonalidades
birrefringentes, vermelho-alaranjado, com posterior medida de area digitalizada. As
analises foram expressas em area total ocupada pelo colageno e também por

porcentagem de area ocupada pelo colageno no tecido renal.

2.11. Analises do Estresse Oxidativo

2.10.1. Medida da Peroxidacao Lipidica por Quimioluminescéncia

Iniciada com Hidroperoxido de Terc-butil

O experimento foi realizado como descrito por Gonzalez-Flecha et al
(1991) [22] usando um homogenato de rim total de 10 mg / mL em tampé&o fosfato 10
mM, pH 7,4. Até o momento da analise, os tubos foram mantidos no escuro, e a
acéao foi avaliada em um luminémetro TD / 20 20 (Turner Designs, Sunnyvale, CA),
com um intervalo de resposta de 300-650 nm. Para cada rato, uma captura cinética
de quimioluminescéncia foi realizada durante 40 min. A curva final foi determinada
por ajuste gaussiano, e as curvas de quimioluminescéncia foram calculadas para

determinar os hidroperoxidos lipidicos presentes na amostra.
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2.11.2. Determinacdo de Substancias Reativas ao Acido

Tiobarbiturico (TBARS)

O teste TBARS foi utilizado para estimar o produto final da peroxidagao
lipidica, o malondialdeido (MDA), e foi executado descrito por Oliveira e Cecchini
(2000) [23], utilizando o0 mesmo homogenato renal descrito no ensaio QL (10 mg /
mL). Os niveis de TBARS foram determinados espectrofotometricamente e os niveis

de MDA foram expressos em nmol / mg de tecido.

2.11.3. Proteina carbonilica

O teor de carbonila de proteina foi quantificado como descrito
anteriormente por Reznick e Packer (1994) [24], com modificagdes descritas por
Bernardes et al (2014) [25] num homogenato de rim (50 mg / mL) preparado em
tampéao de fosfato 50 mM, pH 7,4, centrifugado a 820 g a 4 ° C durante 15 min. A
férmula utilizada para calcular o teor de carbonilo foi: C = Abs (355-390 nm) x 4545
nmol / mL, em que 4545 é o coeficiente de absor¢do. Os resultados foram
expressos em nmol por mg de proteina total. O teor de proteina total foi determinado

com base no método de Lowry et al (1951) [26], modificado por Miller (1959) [27].

2.12. Analise Estatistica

Os dados foram expressos como médias = erro padrdo da meédia
(SEM). Apds analise da distribuicdo de normalidade, através do teste de Kolmogorv-
Smirnov, com todos os dados apresentando distribuicdo normal, os valores foram

submetidos a analise de variancia one-way (ANOVA) com o post teste de Tukey,
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apresentando diferencas significativas entre os valores médios dos diferentes
grupos. As diferengas foram consideradas significativas para p <0,05. Analise
estatistica e os graficos confeccdo foram realizadas utilizando o software
GraphPadPrism Versao 6.0 para Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,

EUA).
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3. RESULTADOS

3.1. Parametros Fisioldgicos e Bioquimicos

O peso inicial em todos os grupos foi similar (p > 0,05). Nos animais
diabéticos (D) houve uma reducdo do peso final (p < 0,001) e ganho de peso (p <
0,001) (Tabela 1). A administragdo da T. catigua nos animais diabéticos (D-EAF)
evitou a perda de massa corporal e melhorou o ganho de peso sendo similares ao

controle (N) (p > 0,05) (Tabela 1).

Os animais do grupo D e D-EAF estavam hiperglicémicos (p < 0,05),
entretanto foi observado uma redug¢ao dos niveis glicémicos dos animais D-EAF (p <

0,01; Tabela 1) em comparagao ao grupo D.

Nao foi observado alteragdes na massa corporal final, ganho de peso e

glicose quando os grupos N e N-EAF foram comparados (p > 0,05; Tabela1).

No grupo D em relagdo ao grupo N foi constatada um aumento na
concentragao de ureia (p < 0,001; Figura 1b) em 42%, e também da amilase (p <
0,001; Figura 1f) em 48%. Por outro lado, as proteinas totais (p < 0,001; Figura 1c),
albumina (p < 0,05; Figura 1d) e globulina (p < 0,05; Figura 1e) sofreram uma

reducao de 19%, 12% e 25% respectivamente.

A administracdo de T. catigua nos animais diabéticos apresentou uma
reducdo na concentragao de ureia em 18% (D-EAF x D; p < 0,01; Figura 1b) e
também na concentragdo de amilase em 25% (D-EAF x D; p < 0,001; Figura 1f).
Enquanto houve o aumento da concentragcao de proteinas totais em 10% (D-EAF x

D; p < 0,001; Figura 1c).

A creatinina, ureia, proteinas totais, albumina, globulina e amilase

foram similares entre os grupos N-EAF e N (p > 0,05; Figura 1).
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3.2. Analise Morfométrica e Histopatoldgica

A analise dos dados morfométricos do glomérulo demonstram que os
animais do grupo D apresentaram um aumento na area do tufo glomerular (Figura
2b) e no didmetro glomerular (Figura 2d) de 21% e 13% (D x N; p < 0,001),
respectivamente. Também foi observado uma diminuigdo na area do espaco urinario
(D x N; p <0,01; Figura 2c) de 21%. Por outro lado, os animais D-EAF apresentaram
aumento na area do glomérulo (p < 0,01; Figura 2a) de 12% e um aumento de no

espaco urinario de 25% (D-EAF x D; p < 0,01; Figura 2c).

Nao foram encontradas alteragdes na morfometria do glomérulo nos

animais dos grupos N-EAF quando comparados ao grupo N (p > 0,05; Figura 2).

As analises histopatoldgicas dos rins possibilitaram a determinagao de
alteragdes estruturais da morfologia renal. Os grupos normoglicémicos (N e N-EAF)
nao apresentaram alteragdes histoldgicas significativas mantendo a disposi¢gao dos
capilares glomerulares compativeis com a normalidade (Figuras 3b e 3d), bem como
o depdsito de matriz mesangial (Figuras 3c e 3e). Nos animais diabéticos (grupo D)
foi observado a presenca de esclerose glomerular acentuada no grupo diabético,
com a presencga de fibrose glomerular, hialinose mesangial, hialinose arteriolar,
aderéncia do tufo glomerular a capsula de Bowman, hipertrofia tubular, perda da
borda em escova e degeneracgéao tubular glicogénica (vesiculas basofilicas) (Figuras
3f). Algumas dessas alteragbes foram confirmadas pela coloragao por PAS, sendo
evidenciado espessamento do mesangio glomerular, vesiculas coradas pelo purpura
no interior das células tubulares bem como espessamento da membrana basal

tubular (Figura 3g).
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Por outro lado, os animais diabéticos que receberam T. catigua (D-
EAF) apresentaram glomeruloesclerose moderada e fibrose glomerular menos
intensa, auséncia de aderéncia do tufo glomerular a capsula de Bowman, menor
hipertrofia tubular e preservagao da borda em escova das células tubulares (Figuras
3h). Através da técnica de PAS foi possivel verificar um menor depédsito de mesangio
no glomérulo e membrana basal menos evidente (Figura 3i) e presenga de vesiculas
intracelulares basofilicas em menor numero no interior das células tubulares (Figura

4a e 4b).

A anadlise da deposicdo do colageno nos rins apresentou como
resultado um aumento de cerca de 42% nos animais do grupo D (D x N; p < 0,05;
Figura 5a, 5b1 e 5b3). A T. catigua apresentou capacidade de diminuir a deposigao
do colageno em 58% nos animais diabéticos que receberam EAF (D-EAF x D; p <

0,05; Figura 5a, 5b3 e 5b4).

3.3. Analise do Estresse Oxidativo

As analises dos parametros do estresse oxidativo apresentam um aumento nos
valores da peroxidacao lipidica inicial, realizados pelo método de quimioluminescéncia
(Figura 6A), dos animais diabéticos (D) comparados com grupo normoglicémicos (N) (p <
0,05- Nao foi constatada diferenga do grupo D-EAF comparado ao grupo D (p > 0,05). Os

resutados entre o grupo N e N-EAF foram semelhantes (p > 0,05).

O resultado descrito apresenta concordancia com os dados de area sob a curva

(AUC) da quimioluminecéncia apresentados na Figura 6B.

Quando analisamos o produto final de peroxidacdo lipidica (Figura 6C)

encontramos mais uma vez concordancia entre os dados, uma vez que o grafico de curvas
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(Figura 6B) demonstra um pico inicial da peroxidacao lipidica nos animais diabéticos (D) e
diabéticos tratados (D-EAF), conforme demonstrado também na Figura 6A, e um decréscimo

na dosagem nos estagios finais.

Analisando somente o produto final da peroxidagdo (MDA), vemos que os
animais diabéticos (D), apresentaram diminuigdo nos niveis de peroxidacao lipidica quando
comparados com o grupo normoglicémico (N) (p < 0,05). Salienta-se no entanto que a
comparagao entre grupos normoglicémicos (N x N-EAF) e diabéticos (D x D-EAF) foram

similares (p > 0,05).
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4. DISCUSSAO

Os dados do perfil bioquimico apresentados nesta pesquisa estdo em
consonancia com as variaveis observadas em animais diabéticos. Os resultados da
concentracao de proteina total e das suas fragdes (albumina e globulina), e amilase
confirmam a eficiéncia da STZ para induzir diabetes. Este composto quimico pode
danificar o pancreas, aumentando desta forma o nivel de amilase sérica comum em
lesdes pancreaticas necroticas e apoptoticas que geralmente apresentam reacgdes
inflamatoérias concomitantes. A instalagdo do DM pode desencadear o
desenvolvimento de lesbes renais que diminuem a capacidade de filtracdo dos
glomérulos renais e por consequéncia diminui os niveis de proteinas totais nos

diabéticos [13-19].

Nos animais diabéticos foi observado um aumento na concentragao de
ureia. Nesta perspectiva, estudos demonstraram alteracbes semelhantes aos
encontrados em nossos resultados, como a diminuigcao da depuracao de uréia pelos
rins devido a lesdes renais, com consequente aumento dos niveis séricos dessa
substancia [28-35]. Além disso, os valores de creatinina observados decairam
possivelmente em consequéncia da perda de peso muscular e incapacidade da

metabolizagao do carboidrato em pacientes com diabetes [19,32-35].

Nesta pesquisa foi identificado o aumento do mesangio renal, areas de
fibrose, didametro glomerular aumentado e sinais de glomerulosclerose nos animais
diabéticos em comparagdo com os animais normoglicémicos. Estas adaptagdes
morfolégica ocorrem principalmente devido a deposicdo potencial de matriz
mesangial e colageno no tecido renal [28,30]. Os casos de hipertrofia renal levam a
diminuicdo da capacidade de filtracdo glomerular, sinal caracteristico de insuficiéncia

renal. Neste estudo evidenciado através de parametros que avaliam a fungao renal,
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tais como baixa creatinina sérica e proteina e aumento dos niveis de ureia. Outra
possibilidade para o aumento glomerular é a necessidade compensatoria. Isso
acontece quando a lesdo glomerular diminui a eficiéncia da maioria dos glomérulos,
sobrecarregando os glomérulos funcionais com aumento da hipertensao renal e
consequente hipertrofia, resultando na glomerulosclerose. Esses resultados
histolégicos associados com lesbes vasculares causadas pelo diabetes levam ao

aumento da presséao arterial, aumentando o volume glomerular [35-41].

Outra situagcado que contribui para a glomerulosclerose é a adesao de
tufos glomerulares a capsula de Bowman, o que é especialmente descrito em casos
de proliferagdo desorganizada da matriz mesangial. Isso tem sido descrito em
estudos sobre indugao de insuficiéncia renal e estudos mais longos, muitas vezes
relacionados com casos de doencgas crénicas, como diabetes e obesidade [36,42-
45]. O aumento do espaco de Bowman esta diretamente relacionado a um maior
volume de liquido depositado nesse espaco. Isto €, em geral, induzido pela
necessidade dos glomérulos funcionais em suprir aqueles prejudicados pelas
mudancgas resultantes do diabetes [41,44]. O aumento do didmetro glomerular, da
area do tufo glomerular e da capsula de Bowman geralmente acompanham o
aumento deste espaco. Isso explica na fisiologia do sistema renal um efeito
compensatoério na tentativa de melhorar as deficiéncias de filtracdo que ocorrem no

diabetes [46-48].

Outro resultado importante nos animais diabéticos foi a presenca de
células epiteliais dos tubulos contorcidos distais apresentando degeneragao celular,
tais como tumefacao. Este resultado também foi observado em outros estudos [49-
52] onde células tumefeitas com inclusdes basofilicas intracitoplasmicas vesiculares,

posteriormente hipercoradas pelo PAS; apresentaram caracteristicas histolégicas
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compativeis com o acumulo de glicogénio nas células epiteliais dos tubulos distais
de animais diabéticos. Essas alteragcdes estdo relacionadas a um consequente
aumento da reabsorgédo de glicose no filtrado glomerular e devido a ineficiéncia da
atividade da insulina [50-52], ou ainda problemas ligados a reabsorgao de
substancias pelos tubulos renais. Ou seja, essa reabsor¢ao acontece devido a alta
concentragdo de glicose no ultrafiltrado, que deveria ser excretada, mas que é
reabsorvida e ndo metabolizada pelas células tubulares, salienta-se ainda que a
presenca da glicose contribui para a glicosilisagdo das membranas basais
glomerulares e tubulares. Resultados semelhantes foram descritos em trabalhos que
abordam modelos experimentais de nefropatia diabética em diferentes graus de
evolucado [53-57]. Em estudo com animais obesos em modelo de nefropatia diabética
[54,58-61] foram evidenciadas células epiteliais tubulares com tumefacdes,
posteriormente coradas pelo PAS, sendo que esse aspecto histolégico sugere um
estado geral de poliuria e proteinuria. O aumento da matriz mesangial se faz a partir
da deposicdo também do colageno no parénquima renal. A hipertrofia renal,
juntamente com o aumento da pressao arterial, e a falta de metabolizagdo de
glicose, que leva ao aumento da producdo de produtos da glicacdo avangada
juntamente com o aumento da expressao das espécies reativas de oxigénios levam

a lesao renal [56-59]

O acumulo de glicogénio evidenciado nos animais diabéticos é
explicado fisiologicamente quando interpretado com base na composi¢cdo do
ultrafiltrado urinario que contém substancias capazes de serem reabsorvidas, seja
por transporte ativo ou passivo, algumas parcialmente e outras completamente como
€ 0 caso da glicose. A glicose quando presente no filtrado glomerular em

concentracdes muito altas é reabsorvida e deposita-se em vesiculas no citoplasma
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de células tubulares [56-61]. Em casos de nefropatias diabéticas persistentes, o que
nao se aplica nesta pesquisa, demonstraram a progressao das lesdes tubulares para
lesdes irreversiveis como a necrose, a fibrose e apoptose das células tubulares [59-

61].

Os animais diabéticos (D) apresentaram niveis de peroxidagao lipidica
superiores aos do grupo normoglicémico (N). Esse resultado demonstra que
caracteristicas ja conhecidas de aumento das espécie reativas de oxigénio em
diabéticos [61,62]. Esse estado de oxidacao, contribui de maneira significativa para
que lesdes renais se desenvolvam e comprometam o funcionamento renal [63-66],
sendo possivel a observacdo dessas lesbes em analises histologicas como
aconteceu em nosso estudo. Pacientes nao diabéticos apresentam niveis menores
de peroxidacdo lipidica, o que de maneira indireta contribui para a protecdo de
orgaos vitais de lesdes decorrentes do DM [61-64]. O presente trabalho apresentou
niveis de peroxidagao lipidica em animais diabéticos tratados com EAF (D-EAF)
parecidos com os niveis de animais normoglicémicos (N) e normoglicémicos tratados
com EAF (N-EAF), esses dados sugerem uma capacidade de protecdo do EAF
frente a lesdes oxidativas de lipidios da membrana. Salientamos que as lesbes
oxidativas ndo aconteceram em proteinas, ja que os niveis de proteinas caboniladas

foi similar em todos os grupos.

A lesdo de membranas celulares colabora para que as injurias do
tecido renal acontegam e se instale quadros de glomeruloesclerose focal ou difusa.
Aurtores tem demonstrado que niveis elevados de espécies reativas de oxigénio
(EROS) no tecido renal colaboram para que a injuria celular acontega e a
capacidade funcional dos rins fique diminuida [65-69]. A expansdo mesangial e

hialinizagdo glomerular sofre estimulo em ambientes de lesdo oxidativa, salienta-se
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porém que na maioria dos casos a lesdao celular acontece logo nos primeiros
momentos de aumento das EROS no tecido, com posterior estabilizacdo dos niveis
de peroxidacgao lipidica no local da lesao [69-72], conforme encontramos em nosso
estudo. A degeneracgao glicogénica também é estimulada por lesdes de membranas
celulares, devido a diminuicdo da seletividade das membranas, e entrada de

moléculas no citoplasma celular que nao sao metabolizadas [69-72].

A T. catigua é uma espécie bioativa muito requisitada como matéria-
prima industrial e de exportagdo [13,73]. Realizou-se a caracterizacao
farmacognodstica das cascas de amostras e os dados obtidos confirmaram a
presenca dos grupos de flavondides, antracénicos livres, taninos e saponinas, bem
como a auséncia de alcaldides, mucilagens, cumarinas e 6leos essenciais; a reagao
de Stiasny confirmou que os taninos presentes sdo dos tipos condensados [74]. De
acordo com TANG et al,, (2007) [75] a T. catigua apresenta uma forte atividade

antioxidante, devido a esta propriedade, a T. catigua foi utilizada neste experimento.

Nos animais diabéticos tratados com EAF foi evidenciado uma
melhora dos parametros do perfil bioquimico, proteinas totais com consequente
reducado na perda de peso. Tais resultados corroboram com estudos que utilizaram
outros produtos naturais, com a avaliacdo dos mesmos parametros [20,28]. A analise
bioquimica mostrou que T. catigua pode diminuir os niveis de glicose no sangue,
embora fique aquém do desejado. O mecanismo de redugao de glicose no sangue
nao foi elucidado, mas sugere-se que o extrato T. catigua apresenta a capacidade de
proteger as células pancreaticas das lesdes, principalmente inflamatérias (insulite),

que ocorre no modelo experimental da indugao do DM tipo 1 pela STZ [76].

Nesta pesquisa, o extrato de T. catigua mostrou o efeito protetor no

tecido renal preservando a arquitetura dos glomérulos renais e niveis de proteinas
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totais no processo de filtragao [53,54,77-79]. nota-se que a arquitetura histolégica do
rim se apresentou melhor preservada. Com diminuicdo da tumefacdo das células
epiteliais dos tubulos distais, bem como a diminuicdo das vesiculas intracelulares de
glicogénio [57]. As bordas em escova das células tubulares também estavam mais
evidentes no grupo D-EAF, bem como o depésito de células mesangiais diminuido e
a membrana basal menos espessa [57]. A preservagao da estrutura histolégica foi
evidenciada também através de menor indice de glomeruloesclerose, expansao
mesangial e acumulos de glicogénio principalmente. E possivel que o tratamento
com EAF possa ter melhorado a morfologia e fungéo renal devido a redugao da
glicose no sangue, que por consequencia reduz a glicacdo enzimatica de proteinas e
cascatas e que acarretam em elevacdo das espécies reativas de oxigénio.
Entretanto também pode estar relacionado ao efeito antioxidante da prépria T
catigua por conter uma grande quantidade de polifendis e também atividade anti-
inflamatdria [19,13,15,16,73,80-89]. A protecdo contra um ambiente inflamatério, faz
com que as alteragbes glomerulares diminuam e continuamente apresentando
melhora da capacidade renal. Pacientes que apresentam melhora no quadro
inflamatdrio produzido pelo DM, demonstram melhor capacidade renal e diminui¢cao

dos fatores de riscos para lesdes renais e vasculares.

Nos animais normoglicémicos administrados com a EAF nao foram
observadas alteracbes nos componentes bioquimicos analisados e também nos
parametros histoldgicos sendo um indicativo que a EAF n&o apresentou capacidade

de lesar os tecidos.

De acordo com os resultados metabdlicos, bioquimicos, morfométricos
e histopatologicos apresentados no presente trabalho concluimos que a EAF de T.

catigua apresentou capacidade de proteger os animais frente a complicagbes
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decorrentes do DM, colaborando para a melhora dos parametros bioquimicos e
metabdlicos, levando a diminuicdo dos ambientes que promovem lesdo renal,

promovendo dessa forma a protecdo da arquitetura dos glomérulos renais em

animais diabéticos tratados.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1 — Efeito da Fragao Acetato de Etila (EAF) sobre a massa corporal inicial (IMC) e final
(FMC), ganho de peso (WG) e glicose (GLI) dos animais dos grupos: normoglicémico — N;
normoglicémico administrado com EAF — N-EAF; diabético — D e diabético administrado com
EAF — D-EAF. n= 6 animais por grupo. Resultado expresso como média * erro padréo.

N N-EAF D D-EAF
IMC (g) 352.0+58  361.7+9.3 3459 £ 4.3 355.6 £ 5.7
FMC (g) 4541152 4286+157 2791 +11.7* 3256%105
WG (g) 1021+73 669125 -66.8+831* -30.0%58
GLI (mg/dL) 119.4+105 105353 5346 +9,6* 447,31+ 32,1#

*p <0.001(D vs N); #p < 0,01 (D-EAF vs D)
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Figura 1 — Efeito da Fracdo Acetado de Etila (EAF) sobre os niveis séricos de (a)
Creatinina; (b) Ureia; (c) Proteinas Totais; (d) Albumina; (e) Globulina e (f) Amilase
nos grupos: normoglicémico — N; normoglicémico administrado com EAF — N-EAF;
diabético — D e diabético administrado com EAF — D-EAF. n= 6 animais por grupo.
Resultado expresso como média + erro padrdo. * p < 0.05 (D vs N); # p < 0,05 (D-

EAF vs D).
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Figura 2 — Efeito da Fracdo Acetado de Etila (EAF) sobre as caracteristicas
morfométricas: (a) Area do Glomérulo; (b) Area do Tufo Glomerular; (c) Espaco
urinario e (d) Diametro Glomerular nos grupos: normoglicémico (N);
normoglicémico administrado com EAF (N-EAF); diabético (D) e diabético
administrado com EAF (D-EAF). n= 6 animais por grupo. Resultado expresso como
média  erro padrdo. * p < 0.01 (D vs N); # p < 0,01 (D-EAF vs D).
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a Efeito do Tratamento com EAF sobre o Escore de Glomeruloesclerose e Expansdo Mesangial

Glomeruloesclerose - - +++ ++
Expansdo Mesangial - - +4++ ++
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Figura 3: Efeito do EAF sobre o escore de Glomeruloesclerose e Expansao
Mesangial (a) e caracteristicas histoldgicas do rim nos grupos: (b, ¢) normoglicémico
— N; (d. e) normoglicémico administrado com EAF — N-EAF; (f, g) diabético — D e (h,
1) diabético administrado com EAF — D-EAF. Asteriscos: Tufos glomerulares com
capilares normais nos grupos N e N-EAF (b, c, d, e) e tufos glomerulares com
expansao mensangial intensa no grupo D (f, g) e expansdao mensangial moderada
no grupo D-EAF (h, i); Setas Brancas: tubulos renais sem a presenca de vesiculas
de glicogénio nos grupos N e N-EAF (b, c, d, €) e com presenca de vesiculas de
glicogénio nos grupos D e D-EAF (f, g, h, i); Setas Pretas: Espago urinario
preservado nos grupos N, N-EAF e D-EAF (b, c, d, e, h, i); Cabega de Seta Preta:
aderéncia do tufo glomerular a Capsula de Bowman no grupo D (f, g); Cabecga de
Seta Branca: Menbranas basais normais nos grupos N, N-EAF e D-EAF (c, e, i) e
membrana basal espessada no grupo D (g). n= 6 animais por grupo.
Fotomicrografias representativas (b, d, f, h) - Coloragdo de Hematoxilina-Eosina e
(c, e, g, i) - Coloracdo de PAS — Acido Periddico de Schiff. Barra de 100 pm.
Aumento de 400x
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a Efeito do Tratamento com EAF sobre o Escore da Degeneracdo Glicogénica

Degeneracdo Glicogénica - - +++ ++

Figura 4: Efeito do EAF sobre o escore de Degeneragdo Glicogénical (a) e
caracteristicas histolégicas do rim nos grupos: (b) normoglicémico — N; (c)
normoglicémico administrado com EAF — N-EAF; (d) diabético — D e (e) diabético
administrado com EAF - D-EAF. Setas pretas: presenga de vesiculas
intracitoplasmaticas preenchidas por glicogénio (coloragao puroura) nos grupos D
(d) e D-EAF (e). Fotomicrografias representativas— Coloragdo de Acido Periodico
de Schiff (PAS)).
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Figura 5: Efeito do EAF sobre os dados mofométricos da Area Ocupada pelo
Colageno (a) e caracteristicas histolégicas do rim nos grupos: (b) normoglicémico —
N; (c) normoglicémico administrado com EAF — N-EAF; (d) diabético — D e (e)
diabético administrado com EAF — D-EAF. Setas brancas: marcagao do colageno
em microscopia de polarizagdo. Fotomicrografias representativas (Aumento de
200x — Microscopia de Polarizagdo — Coloragao de Picrosirius — (Sirius Red). Barra
de 100 ym. Aumento de 400x. * p < 0.01 (D vs N); # p < 0,01 (D-EAF vs D).
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Figura 6 — Efeito da Fragdo Acetado de Etila (EAF) sobre os dosagem de
parametros de estresse oxidativo a) Area Sob a Curva de Quimioluminescéncia; b)
Curvas de Quimioluminescéncia; c) Malondialdeido e d) Proteina Carbonila, nos
grupos: normoglicémico — N; normoglicémico administrado com EAF — N-EAF;
diabético — D e diabético administrado com EAF — D-EAF. n= 6 animais por grupo.
Resultado expresso como média + erro padréo. * p < 0.001(D vs N); # p < 0,01 (D-
EAF vs D);
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