Artigo Original DOI:10.5902/2179460X12594

/A
Ciéncia e Natura, Santa Maria,v. 36 Ed. Especial II, 2014, p. 711-717 e 8
Revista do Centro de Ciéncias Naturais e Exatas - UFSM c I E N c I A N AT U R A 3 5 Pt
ISSN impressa: 0100-8307  ISSN on-line: 2179-460X (3]

Ratos diabético-induzidos submetidos a infusao de
Momordica charantia L.

Induced diabetic rats subjected to infusion of Momordica charantia L.

Marcos Tulio Alves Rocha*!, Virginia Ramos Pizziolo!, Ronaldo Martins Ferreira’

e George Henrique Kling Moraes'

'Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, Brazil.
’Faculdade de Medicina de Barbacena, Barbacena, Brazil.

Resumo

Objetivou-se caracterizar alteragoes clinicas e laboratoriais em ratos com diabetes submetidos a infusdo aquosa do p6
dos frutos de Momordica charantia L. (MC). Dezesseis ratos foram induzidos ao diabetes por via intraperitoneal
de aloxano. O grupo Diabético apresentou uma redugdo de 2,68% e o Diabético + MC uma reducio de 11,79%
no peso corporal. O grupo Diabético apresentou um aumento médio de 34,82% e o grupo Diabético + MC um
aumento médio de 27,05% na glicemia. A média dos niveis sanguineos do GLP-1 nos animais do Grupo Diabético
+ MC foi 32,73% maior quando comparado com o grupo Diabético. Nio houve diferenca (P>0,05) nos valores da
enzima alanina aminotransferase dos grupos Controle e Diabético, quando comparados com os grupos Controle +
MC e Diabético + MC respectivamente. Esses resultados revelam que a MC foi capaz de promover um aumento dos
niveis do GLP-1, atenuou a elevagdo glicémica, reduziu o ganho de peso ndo alterando a funcdo hepdtica analisada.
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Abstract

The objective was to characterize clinical and laboratory changes in diabetic rats submitted to aqueous infusion of
the powder of the fruits of Momordica charantia L. (MC). Sixteen rats were induced to diabetes by intraperitoneal
injection of alloxan. The diabetic group presented a reduction by 2.68% and the diabetic group + MC a reduction
of 11.79% in body weight. The diabetic group showed an average increase of 34.82% and the diabetic group + MC
an average increase of 27.05% in glucose. The average blood levels of GLP-1 in the diabetic group + MC animals
were 32.73% higher when compared with the diabetic group. There was no difference (P>0.05) in the values of
the enzyme alanine aminotransferase of the diabetic and control groups when compared with control + MC and
diabetic + MC groups respectively. These results show that the MC was capable to promote increased levels of
GLP-1, attenuated by glycemic elevation, reduced weight gain and did not change the liver function analyzed.
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1 Introducao

Diabetes mellitus (DM) pode ser considerado

O uma das grandes epidemias mundiais do século
XXI e problema de satide publica, tanto nos paises
desenvolvidos como em desenvolvimento (Wild, 2004).
Para o ano de 2010 a estimativa mundial é de quase quatro
milhdes de dbitos para diabéticos entre 20 e 79 anos de
idade (Roglic, 2010). Apesar dos farmacos atualmente
utilizados no tratamento do DM apresentarem efeitos
eficazes no controle da glicemia, nenhum deles aborda
a preservacao e/ou regeneracao das células (3 das ilhotas
de Langherans (Ferreira, 2008). A caracteriza¢ao de um
principio ativo vegetal que venha a exercer um efeito
protetor direto ou indireto sobre as células produtoras
do hormonio insulina representaria uma nova classe de
medicamentos (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2007).

Dentre os diversos hormonios intestinais identifica-
dos, um deles, o polipeptideo semelhante ao glucagon
(GLP-1), foi reconhecido como um importante contri-
buinte para a manutencdo da glicemia. A acao do GLP-1
sobre as células pancreaticas compreende: aumento da
expressao génica e da biossintese de insulina; efeito
trofico e protetor sobre as células 3 aumentando a sua
proliferacao e reduzindo a apoptose (Drucker, 2006).

A Momordica charantia L. (MC), uma espécie per-
tencente a familia das cucurbitdceas, apresenta valor
ornamental, alimentar e medicinal. Sdo atribuidas a
planta diversas propriedades terapéuticas tais como:
antidiarréica, anti-reumatica, hipoglicemiante, dentre
outras (Yang e Walters, 1992; Diniz, 1997; Robinson e
Decker-Walters, 1997). A MC é uma planta medicinal que
faz parte da Relagao Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (RENISUS, 2009), o que faz dela uma
espécie medicinal importante para estudo e comprovacao
de seus efeitos farmacoldgicos.

O tratamento realizado com o extrato aquoso liofi-
lizado de MC, parece ser uma alternativa segura para
reduzir os niveis de glicose no sangue (Virdi, 2003). A
atividade hipoglicemiante da MC esta descrita, mas o
exato mecanismo pelo qual a glicemia é afetada perma-
nece desconhecido (Abascal e Yarnell, 2005).

Objetivou-se com este estudo caracterizar as alteragdes
clinicas e laboratoriais, dando foco ao GLP-1, em ratos
com diabetes induzidos submetidos a infusdo aquosa do
p6 dos frutos de Momordica charantia L. que apresenta,
na etnofarmacologia, relagao com o controle glicémico.

2 Materiais e Métodos

Os frutos de MC foram coletados na cidade de Silve-
rania, MG, latitude 21°09'30,70”, longitude 43°12°59,65".
A exsicata do material foi identificada por Marco Locar-
no, Engenheiro Agronomo do Instituto de Biociéncias
da Universidade Presidente Antonio Carlos (UNIPAC),
em Barbacena, MG, e foi depositada no herbario da

Universidade Federal de Vicosa, MG, com a identifica-
¢ao numero 31.825. Uma porg¢ao comestivel de MC foi
liofilizada e pulverizada e para a obtencao da infusao
semelhante a adotada pela medicina popular, adotou-se
o método extrativo vertendo 30 mL de dgua destilada
aquecida a 80°C contendo 3 gramas do p6 de frutos de
MC. Foram utilizados 28 ratos (Rattus norvegicus, varie-
dade albinus), machos, com idade de aproximadamente
90 dias, da linhagem Wistar, pesando em média 300
gramas. O protocolo experimental foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UNIPAC, conforme
parecer n®227/07. A alimentacao e 4gua foram fornecidas
ad libitum. O diabetes experimental foi induzido pela
administracao de aloxano (5,6-Dioxiuracil monohidrato)
— Alloxan monohydrate, SIGMA-Aldrich Inc., St. Louis,
MO, USA, diluido a 2% em solucao de citrato de sdédio
0,05 M, pH 4,5. A droga foi administrada por via intra-
peritoneal, em doses de 75 mg/kg de peso corporal, apos
jejum alimentar de 48 horas. Seis horas apds a indugao
e ainda em jejum completo, os animais receberam uma
solucdo de glicose a 10% como tnica fonte hidrica por
24 horas, momento no qual foi liberada a alimentagao
normal (Lerco, 2003). Do total de 28 animais da amostra
inicial, foram aleatoriamente escolhidos 12 deles para
formar o grupo Controle e o grupo Controle + MC. Os
16 animais restantes foram aloxano-induzidos como
descrito anteriormente e classificados como grupo teste.
No sexto dia apds a inducao, foi determinada a glicemia
casual de todos os animais. Aqueles animais do grupo
teste que apresentaram glicemia acima de 180 mg/dL
foram considerados diabéticos.

Os animais diabéticos foram distribuidos em dois
grupos: Diabético e grupo Diabético + MC. Os grupos
Controle + MC e Diabético + MC, receberam diariamente
por um periodo de 25 dias e através da técnica de gava-
gem, um mL/250g de peso corporal da infusao de MC.
Os animais dos grupos Controle e Diabético receberam
apenas soro fisioldgico.

A glicemia casual foi medida no 6° dia apds a indu-
¢ao por aloxano e no 252 dia do experimento utilizando
seringas descartaveis sendo transferido para um tubo
de ensaio, ao qual foi acrescentado sitagliptina (inibidor
da DPPIV) na proporcao de 10 uL/mL de sangue. Foi
utilizado o método ELISA sanduiche com anticorpos
monoclonais. Os ensaios imunoenzimaticos foram reali-
zados usando-se kits da Shibayagi Co, Ltd. (GLP-1 Rat/
Mouse ACTIVE ELISA Kit Code No.: AKMGP-011). A
leitora ELISA utilizada foi a EIx800 da Bio-tek Instru-
ments Inc, (450 — 630 nm) sendo os testes realizados em
quadriplicata..

Para a determinacao da alanina aminotransferase
(ALT) e da aspartato amino transferase (AST) foram
utilizados kits cinéticos enzimaticos da Bioclin K049 e
K048 respectivamente.

Utilizou-se o método da andlise de variancia (ANO-
VA), com uma fonte de variagao (grupo de tratamento),
seguido por multipla comparacao pelo teste de Scott-K-
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nott, com nivel de significancia pré-estabelecido de 5%.
Os resultados foram expressos como média + desvio
padrdo. Os programas utilizados foram OriginPro 8
SRO v8.0724 (B724) (Copyright© 1991-2007 OriginLab
Corporation), R version 2.11.1 (2010-05-31) (Copyright©
2010 The R Foundation for Statistical Computing).

3 Resultado e Discussao

Neste estudo, dos 16 animais submetidos a aplicagdo
de aloxano, 12 ratos (75%) nao ficaram diabéticos, qua-
tro ratos (25%) desenvolveram DM severo, sendo que
um animal foi afastado do experimento por problema
articular na pata. Apés uma nova indugao com a dose
padrao de aloxano pela mesma via, dos 12 ratos reindu-
zidos, sete ratos (58,33%) desenvolveram DM (glicemia
casual acima de 180 mg/dL), trés ratos com intolerancia
a glicose (glicemia entre 100 mg/dL e 125 mg/dl) e dois
ratos evoluiram ao obito.

A indugao do diabetes foi bem sucedida pois 68,75%
dos animais apresentaram diabetes , somente 18,75%
nao ficaram diabéticos e a taxa de mortalidade foi de
12,5%. De acordo com a literatura, utilizando aplicacdao
endovenosa de aloxano a 2% na dose de 42mg/kg foram
observadas taxas de mortalidade de 33 a 60% e de indugao
bem sucedida em 39 a 50% dos animais (Lukens, 2003).

O consumo alimentar e hidrico foi maior no grupo
Diabético e no grupo Diabético + MC, com diferencas
significativas entre os grupos formados por animais
diabéticos se comparados com aqueles nao diabéticos
(Tabela 1).

Alipolise provocada pela auséncia da insulina leva a
perda de peso, fadiga e fraqueza, induzindo o animal a
ingerir mais alimento e caracterizando entao a polifagia
(Ferreira, 2008). Na observagao do valor médio do peso
corporal dos animais (Tabela 2), verificou-se um aumen-

to de peso nos grupos Controle e Controle + MC, com
aumento percentual maior no Grupo Controle (13,89%)
do que no Controle + MC (6,5%). O grupo Diabético
apresentou uma redugao de peso de 2,68% e no grupo
Diabético + MC a reducao de peso foi de 11,79%.

Em conjunto, esses dados demonstram um efeito
redutor no ganho de peso daqueles animais do grupo
Controle + MC e um efeito intensificador de perda de
peso naqueles animais pertencentes ao grupo Diabético
+ MC. Esses resultados clinicos possuem muita impor-
tancia, tendo em vista que a obesidade estd intimamente
associada ao DM (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2007).

Como a obesidade é um dos fatores desencadeantes e
agravantes do DM, o efeito redutor do apetite é benéfico
em pacientes obesos ou com sobrepeso. De fato, o trata-
mento cronico com exenatide (incretinomimético com
propriedades semelhantes ao GLP-1) reduziu o ganho
de peso em ratos obesos, devido a redugdo da ingestao
alimentar (Szayna, 2000). Resultados semelhantes foram
observados em humanos (Kendall, 2005).

Astrup (2009) em um estudo com 500 pacientes
utilizaram com sucesso a liraglutida, um agonista do
GLP-1, no tratamento da obesidade. Eles observaram
que o tratamento com este medicamento por 20 semanas
induziu a perda de peso, melhorou certos fatores de
risco relacionados com a obesidade e reduziu quadros
de pré-diabetes.

O grupo Diabético apresentou um aumento médio de
34,82% (Tabela 3) nos niveis glicémicos casuais, sendo
que a glicemia permaneceu em niveis elevados, acima
de 280 mg/dL. Os niveis elevados para as glicemias dos
animais deste grupo permitem concluir que o aloxano
foi capaz de induzir e manter o estado diabético durante
0 experimento.

O grupo Diabético + MC apresentou uma menor
varia¢ao percentual média para a glicemia, com um au-
mento médio de 27,05% nos indices glicémicos (Tabela 3).

Tabela 1. Consumos hidricos e alimentar médios apos 25 dias de experimento

Grupo Numero de animais Agua (mL)* Ragao (g)*
Controle 6 38,96 + 4,192 43,09 + 3,832
Controle + MC 5 40,78 + 7,082 41,95 + 5,062
Diabético 4 195,02 + 34,720 69,69 + 10,50v
Diabético + MC 4 174,66 + 56,41° 68,56 + 14,77°

*Resultados expressos com média + desvio padrao. Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes
diferem significativamente (P<0,05) entre si de acordo com o teste de Scott-Knott. MC corresponde aos grupos
tratados com a infusdo de Momordica charantia L.



Ciéncia e Natura, v. 36 Ed. Especial II, p. 711-717 714

Tabela 2. Médias dos pesos dos animais e variagdes entre as médias do mesmo grupo no inicio e no fim do

experimento
Grupo I:;I;:s feo® Variagao (%)
12 Dia* 25° Dia*
Controle 6 310,67 + 33,84 353,83 + 40,12 +13,89
Controle + MC 5 334,75 +16,32 356,50 + 11,62 +6,50
Diabético 4 270,75 + 44,25 263,50 + 37,33 -2,68
Diabético + MC 4 280,00 + 49,49 247,00 + 40,21 -11,79

*Resultados expressos com média + desvio padrao. MC corresponde aos grupos tratados com a infusao de
Momordica charantia.

Tabela 3. Médias das glicemias e variagdes entre as médias do mesmo grupo no inicio e no fim do experimento

Glicemia (g)
Grupo Ne animais Variacao (%)
1¢ Dia* 25¢ Dia*
Diabético 4 320,25 + 34,99 431,75 +76,85 +34,82
Diabético + MC 4 314,25 + 76,85 399,25 + 76,36 +27,05

*Resultados expressos com média + desvio padrao. MC corresponde aos grupos tratados com a infusao de
Momordica charantia.

Os resultados demonstraram que a média dos niveis
sanguineos para o polipeptideo semelhante ao glucagon
(GLP-1) nos animais do grupo Diabético + MC foi 32,73%
maior do que a dos animais do grupo Diabético. O gru-
po Controle + MC também apresentou um aumento na
média dos valores de GLP-1 que quando comparado
com o grupo Controle reflete um percentual de 2,83%
de diferenca (Tabela 4).

Portanto, a administracdo didria da infusdo aquosa
de MC promoveu um aumento nos niveis sanguineos
do horménio incretina GLP-1, fato que associado aos
resultados obtidos para os niveis glicémicos, podem
estar relacionados, como descrito por Ferreira (2008),
com a preservacao/inducao das células beta pancreaticas.

O GLP-—1, através do seu efeito insulinotrépico,
regula os niveis de glicose sanguinea, diminuindo a
secregao de glucagon e a produgao de glicose hepatica
(Sandoval, 2008). Além disso, o GLP--1 esta envolvido
no esvaziamento gastrico por vias neuronais, fenémeno
denominado de “ileal brake”. Os nutrientes presentes

na parte distal do intestino delgado sinalizam uma
reducao da motilidade do intestino delgado proximal
(Gautier, 2005) levando a um melhor aproveitamento da
glicose sanguinea pelos tecidos, indicando um sinal de
saciedade que resulta em uma diminuicao da ingestao
de alimentos (Edholm, 2008).

A acao de redugao da glicemia do GLP-1 esta associa-
da aos mecanismos normais de controle utilizados pela
célula beta e alfa para regular sua secregao. A infusao
de GLP-1 leva a diminuigao progressiva da glicemia até
a sua normalizagao. Contudo, a medida que a glicemia
retorna ao normal, vao diminuindo os efeitos na secregao
e na supressao do glucagon, mecanismos que, segundo
se acredita, diminuem a chance de hipoglicemia. Por-
tanto, a resposta ao GLP-1 é distinta da resposta aos
atuais secretagogos das classes das sulfoniluréias ou
das glinidas, que continuam estimulando a secregao
de insulina mesmo quando a glicemia volta aos valores
fisiologicos (Nauck, 1993).

Embora os efeitos diretos do GLP-1 sobre as células
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Tabela 4. Médias do polipeptideo semelhante ao glucagon (GLP-1) ap6s 25 dias de experimento e variagao entre
as médias dos grupos néo tratados e tratados com a infusao de Momordica charantia. L

Grupo Numero de animais GLP-1 (pg/mL)* Variacao (%)
Controle 6 35,60 £6,11
+2,83
Controle + MC 5 36,61 + 8,89
Diabético 4 44,11 +17,77
+32,73
Diabético + MC 4 58,55 +16,15

*Resultados expressos com média + desvio padrao. MC corresponde aos grupos tratados com a infusao de
Momordica charantia. L

beta sejam mediados pela interagao com os receptores
de GLP-1, muitos outros efeitos da incretina sao me-
diados por vias indiretas. As ativagoes das vias vagais
ascendentes esta interligada ao sistema nervoso central,
o que acaba resultando na comunicagao com o pancreas,
o figado e os tecidos periféricos, tais como musculos e
gordura (Drucker, 2003).

O grupo Diabético demonstrou um aumento de 23,89%
na média de GLP-1 quando comparado com o grupo
Controle (Tabela 5). Esse fato pode ser explicado pela
polifagia que esses animais apresentaram, uma vez que o
GLP-1 é liberado pelas células L intestinais em resposta
sincronizada a ingestao alimentar (Drucker, 2007).

Ha uma resposta insulinica aumentada a glicose oral
quando confrontada a infusao intravenosa de glicose, e
esse fendmeno é conhecido como efeito incretina, o qual
contribui com 30% a 60% da secrecao pds-prandial de
insulina. (Visboll, 2004).

Para verificar a possibilidade de interferéncia hepatica
ocasionada pela infusdo de MC, comparamos os grupos
Controle e o Controle + MC e o grupo Diabético com o

Diabético + MC e nao observamos diferenga significativa
entre a média dos mesmos (Tabela 6).

Quanto aos niveis de AST, ndo houve diferenca
significativa na comparagao das médias dos grupos
Controle e Controle + MC, ou entre o grupo Diabético
e Diabético + MC, demonstrando que a infusao de MC
nao alterou significativamente os valores amostrais da
aspartato aminotransferase no experimento em questao
(Dados nao mostrados).

Os animais do grupo Diabético + MC apresentaram
uma perda de peso percentualmente maior (11,79%)
do que os animais do grupo Diabético (2,68%), fato que
pode ser justificado pelo efeito redutor do esvaziamento
gastrico produzido pelo GLP-1, somado aos menores
valores glicémicos devido a melhora da patologia (re-
ducdo da glicemia casual) nos animais tratados.

O grupo Diabético apresentou niveis maiores do
GLP-1 em relacao ao Controle (Tabela 5) possivelmente
devido a polifagia significativamente diferente entre
esses grupos (Tabela 1). Correlacionando este resultado
ao grupo Diabético + MC, podemos dizer que dois fato-

Tabela 5. Médias do polipeptideo semelhante ao glucagon (GLP-1) apds 25 dias de experimento e variagao entre
as médias dos grupos nao tratados com a infusao de Momordica charantia. L

Grupo Numero de animais GLP-1 (pg/mL)* Variacao (%)
Controle 6 35,60 6,11
+23,89
Diabético 4 44,11+17,77

*Resultados expressos com média + desvio padrao.
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Tabela 6. Médias da atividade da Alanina Aminotransferase (ALT) apds 25 dias de experimento e variagdes entre
as médias dos grupos nao tratados e tratados com a infusao de Momordica charantia L

Grupo Ntmero de animais ALT (U/L)* Variagao (%)
Controle 5 47,00 +9,14
-1,06
Controle + MC 4 46,50 + 8,54
Diabético 4 191,50 + 52,79
+2,87
Diabético + MC 4 197,00 + 46,78

*Resultados expressos com média + desvio padrao. MC corresponde aos grupos tratados com a infusao de
Momordica charantia L

res podem ter contribuido quantitativamente de forma
oposta para os valores médios do GLP-1. Primeiro, a
redugdo da polifagia, que tedrica (Drucker, 2007) e ex-
perimentalmente reduziu os niveis do GLP-1 e segundo,
a ingestao da infusao de MC que experimentalmente
aumentou os niveis do GLP-1.

Entretanto, o grupo Diabético por nao ter recebido a
infusao da planta, apresentou como interferéncia quan-
titativa nos valores do GLP-1 somente a polifagia. Essa
relagdo torna ainda mais expressivo o aumento (32,73%)
que o grupo Diabético + MC apresentou em relacao aos
valores médios para o GLP-1 em comparagao com o
grupo Diabético (Tabela 4)

A exclusao da interferéncia da infusao de MC, nesse
modelo experimental, nos valores das médias das enzimas
aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase,
proporciona mais segurancga no que se diz as manifesta-
¢des hepaticas para novos experimentos com essa planta.

A infusao aquosa dos frutos de MC, nao interferiu
na atividade das enzimas alanina aminotransferase e
aspartato aminotransferase, causou diminui¢ao nos in-
dices glicémicos e de triacilgliceréis em ratos diabéticos
aloxano induzidos, e elevagao dos valores sanguineos
para o polipeptidio semelhante ao glucagon (GLP-
1). Dentro deste contexto, os resultados encontrados
servem como referéncia para buscar elucidar como e
qual(is) componente(s) da MC promovem uma elevagao
significativa dos niveis do hormonio incretina GLP-1,
contribuindo, desta forma, para o desenvolvimento de
uma nova classe de farmacos antidiabéticos.
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