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RESUMO

O diabetes mellitus tipo 1 é uma doenca caracterizada pela destruicdo das
células beta pancreédticas com consequente deficiéncia na secrecdo da insulina,
resultando em hiperglicemia. As complicacdes do diabetes sdo onerosas para a saude
publica e de prejuizos irreparaveis para o portador da doenca, pois abrange aspectos
clinicos e sociais. Uma das causas das complicacbes do diabetes é o aumento do
estresse oxidativo, situacao na qual h4 um desequilibrio entre as espécies reativas e as
defesas antixidantes. Em busca de terapias alternativas, diversas plantas tém sido
popularmente utilizadas no tratamento do diabetes. A planta medicinal Baccharis
trimera, popularmente conhecida como carqueja, merece destaque dentre essas
plantas, pois apresenta promissor potencial antioxidante e hipoglicemiante. Este estudo
teve por objetivo avaliar os efeitos do extrato hidroetandlico da Baccharis trimera sobre
0s parametros metabolicos e de estresse oxidativo em modelo experimental de diabetes
mellitus tipo 1 induzido por aloxano em ratas. Foi realizado experimento com 48 ratas
da linhagem Fischer, divididas em 6 grupos, a saber: C (controle), C600 (controle + 600
mg/kg de extrato), C1200 (controle + 1200 mg/kg de extrato), D (diabéticos), D600
(diabéticos + 600 mg/kg); D1200 (diabéticos + 1200 mg/kg). As ratas tiveram o diabetes
induzido por Aloxano, e ap6s a confirmacdo do diabetes, todos os animais foram
tratados por sete dias. Ao término do tratamento, as ratas foram eutanasiadas e tiveram
0 sangue coletado para realizacdo das dosagens dos marcadores bioquimicos de perfil
lipidico, funcao hepatica e renal, e o figado coletado para dosagem dos marcadores de
estresse oxidativo (substancias reativas ao acido tiobarbitlrico e proteina carbonilada),
dosagem das enzimas antioxidantes (superoxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase e redutase), e analise da expressdo do RNAmM das enzimas antioxidantes.
Os resultados obtidos mostraram que sete dias de diabetes séo suficientes para alterar
0s marcadores bioquimicos, mas nao sao suficientes para alterar os marcadores de
estresse oxidativo no figado. As enzimas antioxidantes mostraram que 0s animais
diabéticos apresentam quadro de estresse oxidativo visto que as ratas diabéticas
apresentaram uma maior atividade da enzima superoxido dismutase e diminuicdo da

atividade das enzimas catalase e glutationa peroxidase. A carqueja ndo mostrou efeito
XVil
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em diminuir a glicemia dos animais diabéticos, tampouco em modular o estresse

oxidativo destes animais.

Palavras chave: Diabetes, Estresse oxidativo, Baccharis trimera, Antioxidantes, Ratos.
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ABSTRACT
The type 1 diabetes is a disease characterized by the destruction of pancreatic beta
cells with consequent deficiency in insulin secretion, resulting in hyperglycemia. The
complications of diabetes are costly to public health and causes irreparable damage to
the carrier of the disease as it covers clinical and social aspects. One of the causes of
diabetes complications is increased oxidative stress, a condition in which there is an
imbalance between the reactive species and the antioxidants defenses. Aiming to find
alternative therapies, many plants are popularly used in the treatment of diabetes. The
medicinal plant Baccharis trimera, popularly knownin Brazil as “carqueja”, noteworthy
among these plants, it presents promising potential antioxidant and hypoglycaemic. This
study aimed to evaluate the effects of Baccharis trimera’s extract on metabolic and
oxidative parameters in an experimental model of type 1 diabetes aloxan induced
female rats. Experiment was conducted with 48 female Fischer rats, divided into 6
groups, namely: C (control), C600 (control + extract 600 mg/kg), C1200 (control +
extract 1200 mg/kg), D (diabetic), D600 (diabetic + 600 mg/kg); D1200 (diabetic + 1200
mg/kg). The rats had diabetes induced by alloxan, and after confirmation of diabetes, all
animals were treated for seven days. At the end of treatment, the rats were euthanized
and had blood collected to perform the measurements of biochemical markers of lipid,
liver and kidney function, and liver collected measure markers of oxidative stress
(thiobarbituric acid-reactive substances and carbonyl protein), measurement of
antioxidant enzymes (superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase and
reductase), and analysis of RNAmM expression of antioxidant enzymes. The results
showed that seven days of diabetes are sufficient to alter the biochemical markers, but
not enough to alter the oxidative stress markers in liver. Antioxidant enzymes showed
that diabetic animals present framework of oxidative stress by the high activity of
superoxide dismutase enzyme in diabetic rats and low activity of the enzymes catalase
and glutathione peroxidase. The “carqueja” showed no effect in lowering blood glucose

levels of diabetic animals; either modulates oxidative stress in these animals.

Key words: Diabetes, Oxidative stress, Baccharis trimera, Antioxidantes, Ratos.
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus € um problema mundial de salde publica, tendo alcancado
incidéncia e prevaléncia em proporgoes epidémicas (WILD et al., 2004). As estimativas
da doenca para 2030 séao alarmantes. Segundo a Federacao Internacional de Diabetes
(IDF, 2011), o numero de diabéticos ao redor do mundo deve chegar a 552 milhdes. O
tratamento do DM gera custos onerosos para o sistema publico de saude, mas os
prejuizos fisicos e sociais causados ao individuo diabético e sua familia ndo devem ser
desconsiderados. As complicacdes geradas pelo diabetes muitas vezes impossibilitam
o trabalho e atividades corriqueiras ao portador desta doenga (SBD, 2009).

Uma das causas para o surgimento das doencas secundarias ao diabetes € o
estresse oxidativo, condicdo na qual as defesas antioxidantes ndo séo suficientes para
inativar as espécies reativas geradas pelo organismo (RAINS e JAIN, 2011; DALLE-
DONE et al., 2006).

A hiperglicemia promove o0 aumento na producdo de espécies reativas por
diferentes mecanismos, como por meio do extravasamento de elétrons da cadeia
transportadora mitocondrial (VALKO et al., 2007) e da formacédo dos produtos finais de
glicacdo avancada (AGEs) (BROWNLEE, 2001). A hiperglicemia pode ainda causar
auto-oxidacao da glicose e promover diminuicdo das defesas antioxidantes pela via dos
polidis (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Com o objetivo de neutralizar as espécies reativas, as ceélulas e tecidos contam
com mecanismos de defesas antioxidantes, que previnem a producdo de espécies
reativas e mantém o balaco redox da célula ou tecido (RAINS e JAIN, 2011). Os
antioxidantes de forma geral podem ser enzimaticos ou ndo enzimaticos (VINCENT,
2004; SIES, 1993).

Dentre as principais enzimas antioxidantes, destacam-se a superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A enzima SOD é capaz de
converter o anion superoxido (*O,) em peroxido de hidrogénio (H,0,). O H,O, formado
pela SOD é rapidamente difundido através da membrana mitocondrial e transformado

em agua por enzimas antioxidantes como CAT e pela GPx (NAUDI et al., 2011).
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Além dos antioxidantes enzimaticos, antioxidantes ndo enzimaticos tém sido
utilizados em busca de complementar as defesas antioxidantes do organismo, como 0s
polifendis encontrados em frutas e fitoterapicos (PERCIVAL, 1998).

Dentre os fitoterapicos utilizados no Brasil, podemos destacar as plantas do
género Baccharis que séo ricas em flavonoides, triterpenos e diterpenos (VERDI et al.,
2005). Essas plantas promissoras como antioxidantes, podendo atuar na prevencgao de
patologias induzidas pelo estresse oxidativo (VIEIRA et al., 2011). Uma espécie muito
utilizada no Brasil € a Baccharis trimera, conhecida como carqueja. Essas plantas tém
sido utilizadas popularmente pelo seu efeito antidiabético (TROJAN-RODRIGUES et al.,
2012).

O efeito antioxidante da carqueja ja foi comprovado in vitro (MORAIS et al., 2009,
DIAS et al., 2009, OLIVEIRA et al., 2012) e in vivo (DIAS et al. 2009; PADUA et al.
2010). Além disso, a carqueja ja teve comprovado o seu potencial antitlcera (OLIVEIRA
et al., 2012), antiinflamatério (PAUL et al, 2009; FIGUEIREDO e PEREIRA, 2009) e
antiartritico (COELHO et al., 2004). OLIVEIRA et al. (2005) ao tratar camundongos
diabéticos com elevadas doses e diferentes extratos de Baccharis trimera observou
potencial hipoglicemiante desta espécie de carqueja. Entretanto, ainda ndo ha estudos
avaliando o efeito do extrato de carqueja na modulacdo do estresse oxidativo
ocasionado pelo diabetes. Sendo assim, este estudo teve por objetivo avaliar os efeitos
do extrato hidroetandlico de Baccharis trimera (carqueja) sobre os parametros
metabdlicos e de estresse oxidativo em modelo experimental de diabetes mellitus tipo 1

induzido por aloxano em ratas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Diabetes e saude publica

Diabetes mellitus (DM) € um grupo de desordens metabdlicas caracterizadas

pela hiperglicemia resultante de defeitos na secrecao de insulina, na acdo da insulina,
ou ambos (SBD, 2009).

Segundo a Associacdo Americana de Diabetes (ADA, 2010), a classificacao atual

de DM baseia-se na etiologia, e ndo no tipo de tratamento, sendo dois 0s principais

tipos de diabetes:

Diabetes Mellitus tipo 1 (DM tipo 1): Presente em 5 a 10% dos casos, €
resultante da destruicdo das células beta pancreaticas com consequente
deficiéncia de insulina. O inicio dos sinais e sintomas € repentino, € muito
frequentemente ocorrem ainda na infancia ou adolescéncia. Muitos pacientes
apresentam sintomas severos como hiperglicemia intensa e cetoacidose. Na
maioria dos casos, a destruicdo das células beta é mediada por autoimunidade,
porém, ha ainda as formas idiopaticas de DM tipo 1, onde ndo sdo observadas
evidéncias de processo autoimune. A destruicdo autoimune das células beta
pancredticas esta relacionada a predisposicdo genética e fatores ambientais
ainda néo definidos (ADA, 2010; SBD, 2009).

Diabetes Mellitus tipo 2 (DM tipo 2): Presente em 90 a 95% dos casos,
engloba individuos que apresentam resisténcia a insulina e, habitualmente,
deficiéncia de insulina. Normalmente, os pacientes com DM tipo 2 ndo dependem
de insulina exdgena para sobreviver, mas podem precisar de tratamento com
insulina para o controle metabdlico adequado. A etiologia especifica para o DM
tipo 2 ainda ndo esta bem esclarecida, mas sabe-se que nao ocorre processo
autoimune. Muitos pacientes com esse tipo de DM sdo obesos ou possuem
excesso de gordura distribuida na regido abdominal, fatores que podem causar
resisténcia a insulina (ADA, 2010; SBD, 2009).
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Todas as formas de DM séo caracterizadas por hiperglicemia crénica havendo,
frequentemente, o desenvolvimento de patologias microvasculares especificas do
diabetes. Como consequéncia dessas complicacdes microvasculares, o diabetes pode
ocasionar cegueira, doenca renal cronica e diversas neuropatias. Dentre as
complicagBes macrovasculares, o diabetes esta associado a aceleracdo do processo
aterosclerotico, afetando importantes artérias. Em fungéo disso, pacientes com diabetes
tém maiores riscos de infarto do miocardio, derrame e amputacdo de membros
(BROWNLEE, 2001).

O diabetes é um problema de importancia crescente em saude publica, pois sua
incidéncia e prevaléncia estdo aumentando e alcancando proporc¢des epidémicas. Este
aumento se deve ao crescimento e ao envelhecimento populacional, a maior
urbanizacdo e a crescente prevaléncia da obesidade e sedentarismo (WILD et al.,
2004).

Em 1985 estimava-se que 30 milhdes de adultos estivessem com diabetes no
mundo; esse numero cresceu para 135 milhdes em 1995, atingindo 173 milhdes em
2002 (WILD et al., 2004). Segundo o Atlas de Diabetes da Federacao Internacional de
Diabetes (IDF, 2011), em 2011 havia 366 milhdes de individuos diabéticos no mundo.
Neste mesmo ano, o diabetes causou 4,6 milhdes de mortes, tendo causado mais
mortes do que doencas como AIDS, maléria e tuberculose juntas. Estima-se que em
2030 o numero de diabéticos ao redor do mundo alcance uma marca de 552 milhdes de
casos. Esses numeros significam aproximadamente trés novos casos de diabetes a
cada 10 segundos, ou 10 milhdes de novos casos por ano. Além disso, 78 mil criancas
desenvolvem diabetes tipo 1 todos 0s anos, e o numero de pessoas com DM tipo 2 tem
crescido em todos os paises (IDF, 2011).

O Brasil é o quinto pais com maior niumero de diabéticos no mundo. Em 2011
eram 12,4 milhdes. Estima-se que em 2030 o Brasil atinja a quarta posicdo com uma
marca de 19,6 milhdes de diabéticos. Em 2011, o gasto mundial na saude para o
diabetes foi em média de 465 bilhdes de ddlares, representando 11% do total do gasto
com a saude de adultos. O Brasil gastou em média 1038 doélares por individuo

diabético, levando a um gasto anual de mais de dez milh6es de ddlares para cuidados
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de salude destes individuos, sem considerar os custos indiretos como perda de
produtividade e afastamento do trabalho (IDF, 2011).

Os custos diretos com o tratamento do DM sdo onerosos para o sistema publico
de saude. Entretanto, os prejuizos fisicos e sociais causados ao individuo diabético e
sua familia s@o imensuraveis. Muitos individuos s&o impossibilitados de trabalhar
devido as complicacdes relacionadas a doenca, ou permanecem no trabalho com

diminuicdo do desempenho profissional (SBD, 2009).

2.2. Espécies reativas, estresse oxidativo e diabetes

Radical livre é qualquer espécie que contenha um ou mais elétrons
desemparelhados em sua Orbita externa. A presenca de elétrons desemparelhados, na
maioria das vezes, faz com que essas espécies sejam muito instaveis e altamente
reativas, podendo atacar alvos celulares como proteinas, fosfolipideos de membrana e
acidos nucleicos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; SLATER, 1984). H4 uma ampla
variedade de radicais livres existentes nos seres vivos, porém, muitas moléculas sédo
nao-radicais. Desta forma, tem sido usada a denominagcdo espécies reativas de
oxigénio (EROs) como um termo coletivo que inclui ndo apenas radicais de oxigénio
mas também algumas espécies nao radicais derivadas do oxigénio, como peroxido de
hidrogénio, &cido hipocloroso e ozbnio (figura 1) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

O estresse oxidativo é considerado um importante fator de risco para o
desenvolvimento e progressdo do diabetes (RAINS e JAIN, 2011). Entende-se por
estresse oxidativo a condicdo na qual as defesas celulares antioxidantes nédo sao
suficientes para inativar completamente as espécies reativas. Este desequilibrio é
gerado devido a producéo excessiva de EROs, pela perda de defesas antioxidantes, ou
ambos, e pode causar danos a lipidios, proteinas e ao DNA (DALLE-DONE et al.,
2006). Entretanto, os mecanismos do estresse oxidativo ndo se limitam apenas aos
danos macromoleculares causados por radicais livres, havendo também efeitos sobre a

sinalizacdo redox. Desta forma, o estresse oxidativo pode ser contemporaneamente
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definido como uma disfuncdo da sinalizagdo redox e dos mecanismos de controle
(JONES, 2006).

Espécies reativas sado fundamentais para sinalizacdo de moléculas, reacdes de
biossintese, defesas quimicas e reacdes de desintoxicacdo (JONES, 2006). Quando
produzidas em condicbes fisiolégicas desempenham importantes papéis em varias
funcBes regulatorias e em processos celulares, como na defesa contra agentes
infecciosos. Entretanto, ha evidéncias de que, quando produzidas em excesso,
contribuem para a progressao de doencas, como o DM, sugerindo um delicado balanco

entre os efeitos benéficos e deletérios das espécies reativas (TIGANIS, 2011).

RADICAIS NAO RADICAIS
Superéxido, 0" Peréxido de hidrogénio, H,O»
Radical hidroxil, HOs Peroxinitrito, ONOO- *
Radical peroxil, ROO- Acido peroxinitroso, ONOOH*
Radical alcoxil, RO- Acido hipocloroso, HOCI
Carbonato, CO3” Ozbnio, O3
Oxido nitrico, NO» Oxigénio singleto, 'O,

*Também podem ser chamadas de espécies reativas de nitrogénio. Fonte:
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007

Figura 1: Espécies reativas de oxigénio radicais e ndo radicais

A hiperglicemia, marcador através do qual se diagnostica tanto DM tipo 1 quanto
DM tipo 2, promove o aumento na produgao de EROs por diversas rotas (NISHIKAWA
et al., 2000, BAYNES, 1991). A elevada concentracéo de glicose na corrente sanguinea
pode levar diretamente a formacdo de EROs, pois acentua o extravasamento de
elétrons da cadeia transportadora mitocondrial. Os elétrons que escapam da cadeia
podem levar a geracdo de anion superéxido (VALKO et al., 2007).

Além disso, a glicose pode reagir de forma ndo enzimética com grupamentos
amino livres de proteinas e iniciar a formacao de produtos finais de glicacdo avancada
(AGEs), que danificam as células e podem se ligar a receptores, levando a producéo de

EROs. Os AGEs também provocam disfungbes nas sinalizacdes celulares,

6
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desencadeando mecanismos que se relacionam com a patogenia das complicacdes do
diabetes (BROWNLEE, 2001).

Outra consequéncia da hiperglicemia seria a auto-oxidacdo da glicose, através
da enolizacdo, gerando um radical enediol. Este radical enediol transfere seu elétron
ndo pareado a uma molécula de O, gerando um anion superéxido e uma dicarbonila. A
dicarbonila liga duas cadeias protéicas formando uma ligacdo cruzada entre elas e
inativando-as (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

A hiperglicemia promove ainda a diminuicdo das defesas antioxidantes devido ao
aumento da atividade da aldose redutase pela via dos polidis. A aldose redutase
determina maior conversdo de glicose a sorbitol, reduzindo os niveis de NADPH e
glutationa. O sorbitol & convertido a frutose aumentando a sintese “de novo” de
diacilglicerol (DAG), principal ativador fisiol6gico da proteina kinase C (PKC). A ativacéo
da PKC esta relacionada a patogénese de diversas complicaces do diabetes (Figura
2) (BROWNLEE, 2001).
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ET-1 = endotelina 1; NO = éxido nitrico; VEGF = fator de crescimento celular derivado do endotélio; TGF-f =
fator transformador do crescimento beta; PAI-1 = inibidor do ativador plasminogénio 1; NFk@3 = fator nuclear k-
B; NAD(P)H = forma reduzida de NADP +; EROs = espécies reativas de oxigénio.

Figura 2: Anormalidades estruturais e funcionais decorrentes da ativacdo da via
DAG-PKC induzida pela hiperglicemia. (Adaptado de Brownlee, 2001)

2.3. Defesas antioxidantes

Células e tecidos contém mecanismos de defesas antioxidantes que previnem a
producdo de espécies reativas e mantém o balaco redox da célula ou tecido (RAINS e
JAIN, 2011). Antioxidantes sado definidos como componentes que podem doar pelo
menos um atomo de hidrogénio a um radical livre, agindo de forma preventiva contra a
formacao de espécies reativas, ou interceptando as reacfes através da inativacao das
espécies reativas que estejam em atividade. Os antioxidantes de forma geral podem ser
enzimaticos ou ndo enzimaticos (VINCENT, 2004; SIES, 1993).
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De acordo com 0 mecanismo de a¢ao, os antioxidantes podem ser classificados
em duas categorias: sistema primario e secundario. O sistema primario sdo 0s
inibidores preventivos, ou seja, retardam a fase de iniciacdo impedindo a geracdo de
espécies reativas ou sequestram essas espécies, impedindo sua interagdo com 0s
alvos celulares. Os inibidores preventivos podem induzir a decomposicdo de
hidroperdxidos para produtos inativos, como por exemplo os tiois, sulfetos, catalase e
as glutationas peroxidase e S-transferase. O (B-caroteno e a vitamina E também séo
considerados preventivos. O sistema secundario consiste nos bloqueadores da
propagacdo da cadeia radicalar (chain breaking) que, efetivamente, removem radicais
intermediarios, como o radical alcoxila ou peroxila. Esses antioxidantes interrompem a
sequéncia de auto-oxidacdo em cadeia, reagindo com os radicais livres para
produzirem produtos estaveis. Uma terceira classe de antioxidantes pode ainda ser
considerada, que seriam os sistemas de reparo do DNA, as proteases e as fosfolipases
que removem as lesBes oxidativas do DNA, proteinas e lipideos respectivamente
(JORDAO et al., 1998; SIES, 1993).

Dentre as principais enzimas antioxidantes, destacam-se a superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (Figura 3). A enzima SOD é
capaz de converter o anion superoéxido (*O2) em perédxido de hidrogénio (H,O,). Nos
sistemas eucariontes existem trés formas de SOD. A forma SOD-cobre-zinco (Cu/Zn-
SOD) esta presente principalmente no citoplasma e nos fluidos extracelulares, a SOD-
manganés (Mn-SOD) estéa localizada principalmente nas mitocondrias, enquanto que a
SOD extracelular é exclusiva dos fluidos extracelulares. Esta enzima tem papel
fundamental na defesa do organismo contra o ataque de EROs, pois atua através da
dismutacdo do radical superéxido em peréxido de hidrogénio e oxigénio (MARKLUND
et al., 1982).

O H,0, formado pela SOD é rapidamente difundido através da membrana
mitocondrial e transformado em agua por enzimas antioxidantes como CAT e pela GPx
(NAUDI et al., 2011) (Figura 4). A catalase € uma hemoproteina que se localiza nos
peroxissomos e catalisa a detoxificacdo do perdxido de hidrogénio em oxigénio e agua
(AEBI, 1984). A GPx € uma enzima dependente de selénio que ao catalisar o peroxido
de hidrogénio e outros peroxidos converte a glutationa reduzida para o seu estado

9
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oxidado. Por isso outra enzima fundamental € a glutationa redutase (GR), que regenera
a glutationa usada como doadora de hidrogénio pela GPx durante a eliminacéo do H,0,
(JOHANSEN et al., 2005).

H20.+2 GSH _ ™ 2H;0 +GSSG
20, ++2H" _3°°, 2H,0,+0;

2 H0, T, 0,+2H,0

GSSG + NADPH + H* —SR , 2 GSH + NADP*

(GPx — glutationa peroxidase; SOD — superoxido dismutase; CAT — catalase;
GR - glutationa redutase; GSH e GSSG - formas reduzida e oxidada da
glutationa, NADPH e NADP+ - formas reduzida e oxidada da nicotinamida

adenina-dinucleotideo fosfato)

Figura 3: Reacdes catalisadas pelas enzimas antioxidantes.

As enzimas glutationa peroxidases, constituem uma importante familia de
selenoproteinas que catalizam a inativacdo do peréxido de hidrogénio e hidroperoxidos
de lipidios, através da formacdo de uma ponte dissulfeto entre duas moléculas de
glutationa reduzida, formando a glutationa oxidada (HUBER et al., 2008). As isoenzimas
GPx sdo tecido-especificas, codificadas por diferentes genes e apresentam
especificidade para substratos distintos e incluem a GPx-1 ou classica, GPx-2
especifica do trato gastrointestinal, GPx-3 plasmatica e GPx-4 também chamada de
fosfolipidio hidroperéxido glutationa peroxidase (HADDAD e HARB 2005). A GPx
classica € uma das selenoproteinas mais abundantes e tém sido demonstrado que o
estresse oxidativo esta relacionado a reducdo em sua expressao (CHENG et al. 1999).

Considerando a importancia da enzima glutationa peroxidase, vale resaltar que a
glutationa (GSH, L-y-glutamil-L-cistenilglicina) € um tripeptideo contendo cisteina, e € 0

tiol ndo proteico mais abundante nas células dos mamiferos. O nucleo de residuo

10



Nascimento, NN Revisao de literatura

cistenilglicina da GSH esta envolvido na sua funcdo como antioxidante, atuando como
um redutor intracelular, capaz de reagir com um elétron ndo pareado de um radical livre,
formando um radical GSe que produz por dimerizacdo a glutationa oxidada (GSSG). A
glutationa reduzida (GSH) atua de maneira importante na protecdo celular contra
mudancgas no quadro oxidativo, podendo ser destacadas trés das suas principais
funcdes: i) € usada como substrato pela glutationa peroxidase na eliminacdo de
hidroperdxidos; i) A GSH pode otimizar a capacidade antioxidante da vitamina E,
mantendo-a na sua forma reduzida e funcional; iii) a GSH através da glutationa S-

transferase é capaz de detoxificar aldeidos reativos gerados durante a peroxidacao
lipidica (JORDAO et al., 1998).

HO O, Detoxification
A
A GCL
GST

Cat

(GssG | [G;H |

Cellular Macromolecules

Oxidative Damage to
‘ Lipids  Proteins DNA/RNA

R e N Ot

Fe** Fe¥

v
Cytotoxicity/Apoptosis

NO*® ~ ONOO*

0O, radical superéxido, H,O, peréxido de hidrgénio, OHe - radical hidroxil, NO-
oxido nitrico, ONOO- peroxinitrito, SOD superoxido dismutase, Cat catalase, GSH
glutationa reduzida, GSH-Px glutationa peroxidase, GSSG glutationa oxidada,
GCL gama-glutamilcisteina sintase, GST glutationa s-transferase. Fonte: Adaptado
de TANG e WANG (2012).

Figura 4: Mecanismos enzimaticos de defesas antioxidantes.
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A maioria dos antioxidantes enzimaticos, como SOD, GPx e catalase, estédo
abundantemente expressos no figado, sendo este o principal 6rgdo envolvido em
processos oxidativos e de detoxificagcdo (STADLER et al. 2003).

Além dos antioxidantes enzimaticos, diversos antioxidantes ndo enzimaticos tém
alcancado papel relevante no tratamento e prevengéo de doencgas. Muitos deles estéo
presentes em frutas e fitoterapicos, de forma que uma dieta rica em micronutrientes e
com grande variedade de frutas e hortalicas garante uma boa ingestao de antioxidantes
(PERCIVAL, 1998).

Os polifendis presentes em plantas sdo uma importante classe de defesas
antioxidantes. Esses compostos ocorrem geralmente em elevadas concentragdes e sao
amplamente encontrados nas plantas medicinais ou utilizados na alimentacdo. Os
polifendis mais encontrados sdo os fendis, acidos fendlicos, taninos e flavonoides
(PIETTA, 2000).

De acordo com HALLIWELL e GUTTERIDGE (2007), os flavondides parecem
agir como bons antioxidantes, pois sdo capazes de inibir a formacéo de EROs, eliminar
as espécies reativas excedentes, e aumentar ou proteger as fontes de defesas
antioxidantes. Muitos flavondides podem ainda agir eficientemente quelando elementos
traco, 0os quais podem atuar de forma importante no metabolismo do oxigénio. Ferro e
cobre livres podem aumentar a formacdo de EROs como por exemplo, através da
reducdo do perdxido de hidrogénio gerando o agressivo radical hidroxila, ou pela
oxidacéo do LDL mediada por cobre (PIETTA, 2000).

2.4. O tratamento do diabetes com antioxidantes

Diversos estudos tém buscado identificar compostos antioxidantes naturais como
0s presentes em alimentos e plantas medicinais. Segundo o formuléario de fitoterapicos
da Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2011), plantas medicinais sdo espécies vegetais
utilizadas com finalidade terapéutica. O Brasil € um dos paises pioneiros no estudo e
aplicacdo da medicina ndo convencional, aliando conhecimento popular a estudos

cientificos. O consumo de plantas medicinais pela populacdo mundial tem sido

12
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significativo. Dados mostram que cerca de 80% da populacdo mundial ja fizeram uso de
algum tipo de erva na busca de alivio para sintomatologia dolorosa ou desagradavel
(MANGIATERRA, 2005). Com isso, estudos estdo sendo constantemente realizados
com o objetivo de validar conhecimentos populares, especialmente para o tratamento
de diabetes.

Estudo realizado com um extrato aquoso de seis plantas medicinais, incluindo
chicoria e feno-grego concluiu que o tratamento in vivo por 6 semanas é benéfico para
reduzir a glicemia de ratos diabéticos e melhorar o status antioxidante (WABEL et al.,
2008). Outro experimento demonstrou que tratamento com extrato aquoso de meldo de
sdo-caetano e feno-grego por 30 dias em ratos diabéticos induzidos por aloxano foi
capaz de diminuir a glicemia de jejum e apresentou efeito antioxidante benéfico
(TRIPATHI e CHANDRA, 2010). ROSSONI-JUNIOR et al. (2012) observaram que o
tratamento de trinta dias com extrato de urucum, rico em carotendides, é capaz de
modular o balanco entre espécies reativas de oxigénio e 6xido nitrico em animais
diabéticos. O tratamento com acai por um més em ratos diabéticos também é capaz de
modular a producdo de espécies reativas por neutréfilos e tem efeito favoravel nas

defesas antioxidantes no figado (GUERRA et al., 2011).

2.5. A Baccharis trimera como possivel agente antioxidante

Dentre as plantas medicinais utilizadas no Brasil, destacam-se as do género
Baccharis que sao ricas em flavonodides, triterpenos e diterpenos (VERDI et al., 2005).
Segundo VIEIRA et al. (2011), as plantas do género Baccharis, sado fontes de promissor
potencial antioxidante. Essas plantas tém a combinagdo de requisitos para serem
considerados bons antioxidantes como a facilidade de doar elétrons e a capacidade de
proteger membranas lipidicas. Essas propriedades sé&o possivelmente responsaveis por
parte dos beneficios que essas plantas acrescentam a medicina popular. Este autor
sugere ainda que as propriedades antioxidantes das plantas deste género possam
atuar na prevencao de patologias induzidas pelos mecanismos que levam a alteracdes

do estresse oxidativo (VIEIRA et al., 2011).
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A espécie Baccharis trimera, do género Baccharis e familia Asteraceae, é
popularmente conhecida no Brasil como Carqueja (Figura 5). Apresenta-se como um
subarbusto ereto, ramoso e glabro, com até 80 cm de altura. Originaria da América do
Sul é cultivada principalmente no Brasil, Chile, Argentina, Paraguai e Uruguai (RUIZ et
al.,, 2008). Tem sido utilizada no tratamento de doencas hepaticas, reumatismo,
diabetes, e desordens digestivas (ABAD e BERMEJO, 2007).

Figura 5: Foto do arbusto (A) e flores (B) de Baccharis trimera.

A atividade antioxidante in vitro da Baccharis trimera ja foi comprovada através
da capacidade em sequestrar radicais livres DPPH+ (MORAIS et al., 2009, DIAS et al.,
2009, OLIVEIRA et al. 2012), e estudos também j& comprovaram a atividade
antimicrobiana, microbiostatica e microbicida da Baccharis trimera (AVANCINI et al.,
2000). Outro ensaio in vitro comprovou ainda potencial antisalmonela da B. trimera
(WIEST et al., 2009).

Ensaios in vivo tém demonstrado importantes efeitos da carqueja, como no
trabalho de DIAS et al. (2009) que verificou atividade antitlcera ap6s tratamento com
extrato liofilizado de B. trimera em camundongos. A atividade antiinflamatéria foi
comprovada por OLIVEIRA et al., (2012) apos tratamento com extrato fenolico em ratas,
e por PAUL et al. (2009) apds tratamento com extrato aquoso. PADUA et al. (2010)
verificou atividade antioxidante do extrato hidroetandlico de B. trimera em estudo in vitro

e in vivo em um modelo de inflamacao hepdatica induzida por paracetamol em ratos.

14
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SOUZA et al. (2011) encontrou ainda que o extrato metandlico de B. trimera tem
elevada acéo na inibicdo da lipase pancreatica, podendo ser promissora no tratamento
da obesidade. Em estudos com humanos submetidos a tratamento de 30 dias com
capsulas de carqueja desidratada, FIGUEIREDO e PEREIRA (2009) encontraram acéo
do tratamento na redugao de peso, na motilidade intestinal e na reducdo do apetite.
COELHO et al. (2004) encontrou efeito terapéutico anti-artritico e, em animais
saudaveis, diminuicdo dos niveis séricos de glicose e triacilglicerdis.

A B. trimera também é mencionada por TROJAN-RODRIGUES et al. (2012) e
FEIJO et al. (2012) em estudo sobre as plantas medicinais utilizadas como
hipoglicemiantes para o tratamento de diabetes no Rio Grande do Sul e, segundo
CECILIO et al. (2008) e BORGES et al. (2008), esta espécie € uma das mais citadas na
literatura pela sua utilizacdo popular para o tratamento desta doenca em todo o Brasil.
OLIVEIRA et al. (2005) comprovaram o efeito hipoglicemiante apds verificar que o
tratamento de sete dias com diferentes doses e extratos de B. trimera diminuiu a
glicemia em camundongos diabéticos.

Um estudo com outra espécie de carqueja, a B. articulata, comprovou seu
potencial anti-hiperglicémico em ratos com hiperglicemia induzida. Esta espécie tem
potencial antioxidante e elevado teor de flavonoides. O extrato n-butandlico de B.
articulata mostrou aumentar a secrecao de insulina (KAPPEL et al., 2012).

Estudos com a B. trimera tém buscado verificar o seu potencial antioxidante e
hipoglicemiante. Entretanto, ainda ndo ha na literatura estudos que buscam verificar o

efeito da B. trimera sobre a modulagcao do estresse oxidativo induzido pelo diabetes.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos do extrato hidroetandlico de Baccharis trimera (carqueja) sobre

0s parametros metabolicos e de estresse oxidativo em modelo experimental de diabetes

mellitus tipo 1 induzido por aloxano em ratas.

3.2. Objetivos especificos

Analises in vitro:

1.

2.

Avaliacdo da atividade toxica do extrato hidroetandlico de Baccharis trimera
em ensaio com Artemia salina.
Avaliacdo do potencial antioxidante do extrato hidroetandlico de Baccharis

trimera por meio da capacidade do extrato em sequestrar o radical DPPH.

Analises in vivo: em ratos ndo diabéticos e diabéticos submetidos ou ndo ao

tratamento com extrato de carqueja.

1.
2.

Avaliar peso, glicemia, teste de tolerancia oral a glicose e insulina;

Avaliar os parametros bioquimicos no soro (perfil lipidico, funcdo renal e
hepatica);

Avaliar os marcadores de estresse oxidativo (TBARS e proteina carbonilada)
no figado;

Avaliar em tecido hepatico a expressdao do RNAm das enzimas antioxidantes
catalase, superoxido dismutase e glutationa peroxidase.

Avaliar em tecido hepéatico a atividade das enzimas antioxidantes catalase,
superoéxido dismutase, glutationa peroxidase e glutationa redutase.

Avaliar em tecido hepatico a concentragdo de glutationa total bem como a
relacdo GSH/GSSG.
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4. METODOLOGIA

4.1. Preparo do extrato hidroetandlico de Baccharis trimera

4.1.1. Material botanico

Exemplares de Baccharis trimera foram coletadas em agosto de 2011 no
municipio de Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil. A espécime ja havia sido identificada
pela Doutora Viviane R. Scalon, e teve sua exsicata (identificagdo OUPR 22127)
depositada no herbario José Badini da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), em
Minas Gerais.

As partes aéreas da planta foram secas em estufa ventilada e em seguida

pulverizadas em triturador forrageiro no laboratério de nutricdo experimental da UFOP.

4.1.2. Obtencéo do extrato hidroetanélico

Na obtencdo do extrato hidroetandlico, a planta triturada foi submetida a extracao
com agua destilada e alcool etilico a 70% na proporcao de 1:1 durante 24 horas. Em
seguida foi realizada a filtracdo a vacuo e o extrato obtido teve a 4gua e o solvente
evaporados em rotavapor. O preparo do extrato foi baseado no método descrito por
GRANCE et al. (2008).

O extrato concentrado obtido, de coloracdo verde escura e cheiro adocicado, foi
diluido em agua para utilizacdo no ensaio in vivo. A concentracdo de extrato por mL foi
definida de acordo com o peso médio dos animais, tendo sido administradas as doses
de 600 mg/kg (PADUA et al., 2010) e 1200 mg/kg de peso corpéreo por dia.
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4.2. Avaliacdo da atividade toxica do extrato hidroetandlico de Baccharis trimera

em ensaio com Artemia salina.

Para avaliacdo da atividade toxica do extrato foi realizado ensaio com Artemia
salina, segundo o método descrito por MEYER (1982). O ensaio de toxicidade com
Artemia salina é um método simples, rapido e de baixo custo, utilizado para determinar
a toxicidade de um extrato em diferentes concentracfes. Este método se baseia na
letalidade das larvas de A. salina, que se alimentam do extrato preparado em diferentes
concentracoes.

Na obtencdo da Artemia salina, 200 g de ovos deste microcrustaceo foram
colocados para eclodir por 48 horas em aquario com solucdo salina (sal marinho
artificial Red Sea®) a 38% (38g de sal marinho:1000 mL de agua), sob oxigenacdo e
radiacao luminosa.

O extrato bruto da carqueja foi diluido em alcool etilico, sendo utilizado 40 mg de
extrato:4 mL de alcool. Desta diluicdo foram retiradas aliquotas de 5, 50, 250 e 500 pL,
e colocadas em diferentes tubos de ensaio. Cada aliquota foi retirada em triplicata.
ApOGs evaporacgdo total do solvente contido na diluicdo foram acrescentados 5mL da
solucdo salina em cada tubo, resultando em concentra¢des de 10, 100, 500 e 1000
pMg/mL. Em cada tubo, juntamente com a solucéo salina, foram adicionadas 10 larvas da
A. salina. ApGs 24 horas de contato das larvas com o extrato, as larvas sobreviventes
foram contadas. Como controle foi utilizado o substrato Lapachol nas mesmas
concentracdes. Os procedimentos com o controle foram idénticos aos realizados com o

extrato.
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Figura 6: Representacdo esquematica da diluicdo do extrato para a realizacao
do ensaio com Artemia salina.

A partir da contagem dos individuos mortos, péde-se calcular o percentual de
mortes por cada concentracdo. Os dados obtidos permitem ainda calcular a dose letal
média (DL50) através de analise de regressao linear simples pelo método Probitos. A
DL50 foi calculada utilizando o software MINITAB 14, com intervalo de confianca de
95%.

4.3. Capacidade antioxidante in vitro contra o radical DPPHe

Um dos métodos mais utilizados para determinar a atividade antioxidante de
extratos e substancias isoladas consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical
livre DPPH- (2,2-difenil-1-picril-hidrazila). Este método baseia-se na transferéncia de
elétrons de um composto antioxidante para o radical DPPHe em solugcdo de metanol. A
partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou
sequestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de DPPH+ remanescente no meio
reacional (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).
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A atividade do extrato hidroalcodlico de Baccharis trimera em sequestrar o
radical DPPH foi medida de acordo com o procedimento descrito por BRAND-
WILLIAMS et al. (1995) e SOUSA et al. (2007), com as devidas adequacodes. Todas as
analises foram realizadas em triplicata.

Curva de calibragéo:

Primeiramente foi preparada uma solugdo estoque de DPPH em metanol, na
concentracdo de 40ug/mL, mantida sob refrigeracdo e protegida da luz. Em seguida,
foram realizadas diluigdes desta solucao estoque a 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5e 1 ug/mL.
A construcdo da curva de calibracdo ocorreu a partir da leitura das absorbéancias nas
diferentes concentragdes (de 1 a 40 uyg/mL) em espectrofotdmetro a 516 nm, calibrado
com metanol (“branco”).

Diluicéo e leitura das absorbancias das amostras:

O extrato hidroalcodlico de Baccharis trimera foi diluido em metanol nas
concentracbes de 480, 240, 180, 120, 60 e 30 pg/mL. No momento da leitura foi
acrescentado 2,7 mL da solugdo estoque de DPPH (40 pg/mL) a 0,3 mL de cada
concentracdo das solucfes do extrato. A leitura das absorbancias foi realizada a 516
nm no primeiro minuto e a cada 10 minutos, até que se completassem 60 minutos. Foi
preparada uma solucdo de calibragdo (“branco”) para cada concentragdo, com 0,3 mL
das solucdes do extrato (nas diferentes concentragdes) e 2,7 mL de metanol.

A curva padrao foi realizada com o BHA (butil-hidroxi-anisol) como antioxidante
de referéncia. Para isso, o antioxidante foi diluido em metanol nas mesmas
concentracbes do extrato. Da mesma forma, 0,3 mL de cada solugcdo (nas diferentes
concentracdes) reagiu com 2,7 mL da solucéo estoque de DPPH (40 ug/mL). O branco
foi feito com 0,3 mL de cada concentragcdo acrescentados a 2,7 mL de metanol. A
leitura foi realizada a 516 nm nos mesmos tempos até que se completasse 60 minutos.

A atividade de sequestro do radical foi avaliada pela diminuicdo da absorbancia
do DPPH e a porcentagem de inibicéo foi calculada usando a seguinte equacéao:
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% Atividade Antioxidante = | A controle (516nm) - A amostra (516nm) l x 100
A Controle (516nm)

Onde A controle (516nm) é a absorbancia inicial da solucdo e A amostra (516
nm) € a absorbancia final da mistura reacional com a amostra ou antioxidante de

referéncia.

4.4. Animais

Para a realizacdo do experimento foram utilizadas ratas albinas fémeas da
linhagem Fischer, com idade aproximada de 120 dias e peso médio de 181 g,
provenientes do Laboratério de Nutricdo Experimental da UFOP. Os animais foram
mantidos em ambiente com temperatura, luminosidade e umidade controladas, e
receberam dieta comercial para ratos e agua ad libitum. Os procedimentos adotados
neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), sob numero de protocolo 2011/15.

Os animais utilizados foram divididos em 6 grupos experimentais, sendo eles:

C - controle,

C600 - controle tratado com extrato de carqueja a 600 mg/kg,
C1200 - controle tratado com extrato de carqueja a 1200 mg/kg,
D - diabético sem tratamento,

D600 - diabético tratado com 600 mg/kg,

D1200 - diabético tratado com 1200 mg/kg.

o gk wbd e
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Figura 7: Delineamento experimental e nUmero de ratas utilizadas por grupo.

Para garantir sua reprodutibilidade, o experimento foi realizado de forma
pareada, ou seja, foi realizado em quatro etapas consecutivas, havendo pelo menos

dois animais de cada grupo por etapa, resultando em 8 animais por grupo.

4.5. Inducéo do diabetes

Os animais dos grupos D, D600 e D1200 tiveram o DM induzido através de
injecdo intraperitoneal de uma dose Unica de Aloxano (Alloxan Monohydrate Sigma®) a
135 mg/Kg de peso, diluido em solucdo de NaCl a 0,9%. Nos grupos de ratas nao
diabéticas foi administrada injec&o intraperitoneal contendo o mesmo volume de NacCl.

Posteriormente a aplicacdo da droga, foi fornecido aos animais uma solugcéao de
glicose 10%, como Unica fonte hidrica por 10 horas para evitar uma hipoglicemia fatal,
devido a liberagdo macica de insulina que ocorre apés a destruicdo das células beta do
pancreas (MAZZANTI et al., 2003).

Para confirmacéo do diabetes, trés dias apos a indu¢cdo com aloxano os animais
foram submetidos a avaliacdo da glicemia apés 8 horas de jejum. A determinacdo dos
niveis de glicose foi feita retirando-se sangue da veia caudal e utilizando o glicosimetro
Accu - Chek® Active da Roche (Boehringer Mannheim, IN, USA). Os animais com
glicemia de jejum superior a 300 mg/dL foram considerados diabéticos e selecionados

para o experimento.
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4.6. Tratamento com o extrato de Baccharis trimera

Os animais foram tratados por sete dias consecutivos, duas vezes ao dia, as 8h
e as 18h (OLIVEIRA et al., 2005). Os animais dos grupos C600 e D600 receberam por
gavagem duas doses (1 ml/dose) diarias do extrato de carqueja na concentracdo de
300 mg/kg de peso corporeo, resultando em 600 mg/kg por dia. Os animais dos grupos
C1200 e D1200 receberam por gavagem duas doses (1 ml/dose) diarias de extrato de
cargueja na concentracdo de 600 mg/kg de peso corporeo, resultando em 1200 mg/kg
por dia. A concentracdo de extrato na dose desejada era preparada de acordo com o
peso médio dos animais do mesmo grupo, e sofria ajuste a cada dois dias devido a
perda de peso dos animais diabéticos. Os animais ndo tratados com extrato de
carqueja (grupos C e D) receberam, também por gavagem, 1 ml de agua nos mesmos

horarios dos grupos tratados.

4.7. Teste de toleréancia oral a glicose (TTOG)

O teste de tolerancia oral a glicose foi realizado trés dias antes da eutanasia dos
animais. Para isso, 0os animais ficaram em jejum por 8 horas e, em seguida, foi
administrada via oral (por gavagem) uma solucédo de 2,5 g de glicose por kg de peso
corporeo diluida em agua. Foram coletadas amostras de sangue da veia caudal nos
momentos 0, 30, 60 e 120 minutos apds a administracdo da solucdo de glicose. Os
niveis de glicose foram determinados usando o aparelho Accu- Chek® Active da Roche.

4.8. Eutanasia e coleta do material bioldgico

Ao final dos sete dias de tratamento, os animais ficaram em jejum por 10 horas, e
apos este periodo foram anestesiados por inalacdo de isoflurano e eutanasiados por
exsanguinacao a partir da seccao do plexo braquial. O sangue foi coletado em tubos de

polipropileno com e sem 15uL de anticoagulante Glistab® (Labtest cat. 29) para
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obtencao do plasma ou soro, respectivamente. Em seguida, o sangue foi centrifugado a
10000g por 15 minutos e o plasma ou soro retirados foram armazenados a -80°C para
realizacdo das dosagens biogquimicas.

O figado dos animais foi extraido para andlise das defesas antioxidantes, dos
marcadores do estresse oxidativo e da expressdo génica. Estes o6rgdos foram

imediatamente armazenados a -80°C para realizagao das analises posteriores.

4.9. Analise dos parametros bioquimicos do soro e plasma

O plasma ou soro obtidos dos animais foram utilizados para dosagem de glicose,
colesterol total, colesterol HDL, triacilgliceréis, enzimas hepaticas (ALT e AST), uréia e
creatinina. As dosagens foram realizadas a partir de kits comerciais do laboratério
LABTEST® (Lagoa Santa, MG, Brasil). Os protocolos s&o descritos no ANEXO 1.

4.10. Determinagéo de insulina sérica

Para determinacdo da concentracao de insulina sérica foi utilizado o kit comercial
“‘Ultra-Sensitive Rat Insulin Elisa Kit” (Crystal Chem, Downers Grove, IL, USA). Este kit
é sensivel para determinagdo de insulina de ratos, e utiliza-se o método de “ELISA
sanduiche”. Nesta técnica, o anticorpo (anti-insulina) é imobilizado na microplaca. A
amostra de soro contendo a insulina é adicionada e reage com o anti-insulina
imobilizado. Ap6s a lavagem dos pogos, um segundo anti-anticorpo insulina ligado a
uma peroxidase € adicionado, permitindo a reagdo com o complexo anticorpo/insulina
presente na microplaca. Apds o segundo anticorpo livre ser removido por lavagem, o
substrato 3, 3’, 5, 5'-tetrametilbenzidina (TMB) foi adicionado, e o produto da reagéo
colorido medido no leitor de microplaca a 450 e 630nm.

A concentracdo de insulina é determinada pela interpolacdo usando a curva
padrao gerada pela plotagem da absorbancia versus a concentracdo correspondente do

padrao de insulina de rato.
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4.11. Analise dos marcadores do estresse oxidativo em tecido hepatico

4.11.1. Proteina Carbonilada

Proteina carbonilada € um marcador da oxidacdo de proteina por EROs.
Derivados carbonilicos podem ser mensurados por métodos sensiveis, particularmente
agueles que utilizam o 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). Neste método, o DNPH reage
com grupos carbonilicos gerando a hidrazona correspondente, a qual pode ser
analisada espectrofotometricamente (LEVINE et al., 1994).

Para realizacdo da dosagem, amostra de 400 mg de tecido hepéatico foi
homogeneizada em 2 mL de tampao fosfato 50 mM, (pH 6,7) e em seguida o
homogenato foi centrifugado a 10000g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
retirado e utilizado no procedimento experimental. 500 pyL do sobrenadante do
homogenato foram transferidos para dois tubos de polipropileno denominados, Amostra
(A) e Controle (C). A cada tubo foi adicionado igual volume de &cido tricloroacético
(TCA) 10% e apos centrifugacdo a 5000g por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
descartado. Em seguida foram adicionados ao tubo A 500 yL de DNPH 10 mM em 2 M
de acido cloridrico (HCI), e ao tubo C 500 pyL de HCI 2 M. Ambos foram mantidos no
escuro a temperatura ambiente por um periodo de 30 minutos sofrendo agitacdo a cada
15 minutos. No passo seguinte foram adicionados 500 uL de TCA 10% em cada tubo.
Em seguida, os tubos foram centrifugados a 5.000 g por 10 minutos a 4°C e os
sobrenadantes foram novamente descartados. Os precipitados em ambos 0s tubos
foram lavados com 1 mL da mistura etanol/acetato de etila, na propor¢cdo de 1:1,
misturados no voértex e novamente centrifugados conforme descrito na etapa anterior, o
sobrenadante foi descartado. Este ultimo passo foi repetido duas vezes. Ao final do
processo de lavagem, foram adicionados em ambos os tubos 1 mL de SDS 6%,
misturados no vortex e centrifugados a 10.000 g por 10 minutos a 4°C. Finalmente as
absorbancias dos sobrenadantes foram determinadas a 370 nm. Os resultados sao
expressos em nmol de proteina carbonilada por mg de proteina.

O conteudo de DNPH incorporado foi calculado utilizando o coeficiente de

extincdo molar do DNPH (22000 M"1cm’1) segundo a lei de Lambert Beer
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A=C.b.c
Onde A é a subtracdo da absorbancia do tubo A (amostra) pela absorbancia do
tubo C (controle), C é a concentracdo, b € o caminho Optico e € é o coeficiente de

extincdo molar.

4.11.2. Niveis de TBARS

A peroxidagdo lipidica foi determinada por meio do ensaio de substancias
reativas ao acido tiobarbitarico utilizando o método de BUEGE e AUST (1978). A
determinacdo da concentracdo de TBARS se baseia na capacidade do acido
tiobarbittrico (TBA) em se ligar a lipideos oxidados.

Para realizar a dosagem, 100 mg do tecido hepatico foram homogeneizados com
1 mL de tampéao Tris HCI 20 mM (pH 7,4) e em seguida o homogenato foi centrifugado
a 10.000g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e utilizado como amostra
bioldgica.

Em um tubo criogénico, foi adicionado 500uL de homogenato, 250uL de acido
tricloroacético (TCA) a 28% dissolvido em HCI a 0,25N, 250uL de acido tiobarbiturico
(TBA) a 1% dissolvido em acido acético 1:1, e 125uL de butil-hidroxi-tolueno (BHT)
5mM dissolvido em etanol. Este tubo foi agitado no vértex e colocado em um banho
maria a 95°C por 15 minutos. Apdés este tempo, os tubos foram imediatamente
colocados em um banho de gelo, em seguida agitados e levados a centrifugacédo a
10.000 g por 15 minutos a 4°C. A absorbancia do sobrenadante obtido foi determinada
a 535 nm em espectrofotdmetro zerado com agua destilada (branco).

A concentragdo de TBARS foi determinada utilizando o coeficiente de extingéo
molar € = 1,56 X 105 L.mol-1.cm-1, segundo a lei de Lambert Beer. Usualmente essa

concentracéo é representada em nmol/mL.
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4.12. Andlise das defesas antioxidantes

4.12.1. Atividade da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da superdxido dismutase total foi determinada utilizando o
“Superoxide Dismutase assay Kit’ (Chemical Cayman, MI, EUA). Resumidamente, 100
mg de tecido hepatico foram homogeneizados em 1 ml de tampdo HEPES 20 mM,
gelado, pH 7,2, contendo 1mM de EGTA, 210 mM de sacarose e 70 mM de manitol. O
homogenato foi centrifugado a 12.000 g por 10 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C,
e o0 sobrenadante foi retirado para ser utilizado como amostra bioldgica.

Para a realizacdo do ensaio foi utilizado 10 pL de sobrenadante. A reacéo
iniciou-se pela adicdo da xantina oxidase. A placa foi incubada em um agitador a
temperatura ambiente por 20 minutos e a absorbéancia foi medida a 450 nm utilizando
um leitor de placa de ELISA (Biotek ELx808).

4.12.2. Atividade da Catalase

A determinacdo da atividade da enzima catalase é baseada na sua capacidade
de clivar o peréxido de hidrogénio (H.O,) em agua e oxigénio molecular, conforme
descrito por AEBI (1984).

Resumidamente, um fragmento de 100 mg de tecido hepatico foi homogeneizado
em 1 mL de tampao fosfato 100mM, (pH 7,2) e em seguida centrifugado a 10.000 g por
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi retirado e utilizado como amostra biolégica. Em
um tubo de polipropileno foram adicionados 50 uL de tampao fosfato 100 mM, (pH 7,2)
e 40 pL de agua destilada e 10 yL da amostra. A reacao € iniciada pela adicdo de 900
pL de H,O, (5 mM). As absorbéncias foram determinadas a cada minuto, durante trés
minutos, a 240 nm. Agua destilada foi utilizada como branco.

Uma unidade (U) de catalase € equivalente a hidrélise de 1mol de H202 (¢ =
39,4 L.mol™*. cm™) por minuto (AEBI, 1984). Usualmente a atividade dessa enzima é

representada em pmol/mL de amostra. A atividade da catalase foi calculada segundo a
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lei de Lambert Beer. A absorbancia utilizada para o calculo é o delta obtido das trés

absorbancias lidas (absorbéancia final — absorbancia inicial).

4.12.3. Glutationa total, oxidada e reduzida

A glutationa esta presente nas células, principalmente, na sua forma reduzida
(GSH) representando em torno de 90%, o restante aparece na forma de glutationa
oxidada (GSSG). Esta dosagem foi adaptada do kit comercial Sigma #CS0260, e utiliza
um método cinético para mensurar o0s niveis de glutationa total (GSH+GSSG) em
amostras biologicas, através da reducdo do DTNB (Acido 5,5 -Ditio-bis-(2-
nitrobenzdico) a TNB.

Para realizar a dosagem, amostra de 100mg de tecido hepético foi
homogeneizada com 1mL de &cido de sulfosalicilico 5% (SSA), e em seguida
centrifugado a 10.000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi retirado e usado
como amostra biologica.

A dosagem foi realizada em microplaca de 96 pocos. Inicialmente sé&o
adicionados aos poc¢os 150 ul da mistura de trabalho que contém glutationa redutase,
DTNB, e 100 mM tampdao fosfato de potassio. Em seguida, adicionou-se 10 pl de
amostra para os testes e 10 yl de 100 mM tampéo fosfato de potassio para o branco.
As amostras foram incubadas por 5 minutos e a reagéo foi iniciada com a adicdo de
50ul de solucédo de NADPH. Com o inicio da reacao, a absorbancia foi imediatamente
medida a 405 nm utilizando um leitor de placa de ELISA (Biotek ELx808). Foram
realizadas 6 leituras com intervalo de 1 minuto entre cada leitura.

Para mensurar os niveis de glutationa oxidada, o procedimento é o mesmo,
porém a amostra biologica passa por um processo de derivatizacdo antes do inicio da
dosagem. Para isso deve ser feito uma aliquota de 100 yl de amostra e acrescentar a
esta 2 yl de vinilpiridina e 3 pl de TEA. Esta nova amostra deve tero pH entre 6 e 7 e
fica incubada por uma hora. Apés este periodo, utilizou-se 10 pl desta nova amostra

para reagir com a mistura de trabalho, como anteriormente descrito.
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As concentracdes de glutationa total e oxidada sdo obtidas por meio de uma
curva padrao realizada para cada uma das dosagens. A subtracdo da concentracéo de
glutationa oxidada do valor da concentracdo da glutationa total fornece o valor da

concentracdo da glutationa reduzida.

4.12.4. Atividade da Glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da enzima glutationa peroxidase foi mensurada utlizando o
“Glutathione Peroxidadse Activity Kit” (Assay Designs Inc., catalog #900-158, Michigan,
EUA) adaptado. O ensaio é baseado na oxidacdo da glutationa reduzida a oxidada
catalisada pela enzima glutationa peroxidase. A glutationa oxidada por sua vez é
reciclada e convertida de volta a glutationa reduzida pela enzima glutationa redutase
utilizando NADPH. O decréscimo na absorbancia medida a 340nm durante a oxidacao
do NADPH a NADP" é indicativo da atividade de glutationa peroxidase.

Para realizar a dosagem, uma amostra de 40mg de tecido hepatico foi
homogeneizado em 200 ul de tampao de ensaio proveniente do kit contendo 0,4 mM do
inibidor de protease PMSF e 1% de Triton x-100. O homogenato foi centrifugado a
1.000g por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado para ser utilizado como
amostra.

A dosagem foi realizada em microplaca de 96 pogcos. Em cada poco foram
adicionados 200ul do tamp&o de ensaio contido no kit com pH 7,0, 20 yl do mix de
reacao (contendo glutationa reduzida, NADPH, glutationa redutase e azida soédica), e
20ul de amostra para os testes, padrdo de glutationa peroxidase para o controle
positivo, e tampao de ensaio para o branco. A reacao foi iniciada ao serem adicionados
20ul de H,0O, a todos os pocos. A absorbancia foi imediatamente medida a 340 nm
utilizando um leitor de placa de ELISA (Biotek ELx808). Foram realizadas 6 leituras com
intervalo de 10 segundos entre cada leitura.

Para calculo da atividade de glutationa peroxidase foi considerada a seguinte

formula;
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Atividade em mmol/min/ml ou U/ml = AAz40 X DF
6,22 x V

Onde:

Abs 340nm/minuto = Abs inicial — Abs final

AAz40 = AA3z40/MiNEranco) - AAza0/MiNteste)

6,22 = €™ do NADPH

DF = fator de diluicdo da amostra antes de adicionar a reacéo

V = volume da amostra em ml

4.12.5. Atividade da Glutationa redutase (GR)

A atividade da enzima glutationa redutase foi determinada utilizando o
“Glutathione Reductase Assay kit” (Sigma, Missouri, EUA). O ensaio € baseado na
reducado da glutationa pelo NADPH em presenca de glutationa redutase.

Uma amostra de 50mg de tecido hepatico foi homogeneizada com 500 ul de
tampao proveniente do kit (10 mM fosfato de potassio pH 7,5, 1 mM EDTA e 1mg/ml de
albumina bovina sérica). O homogenato foi centrifugado a 10.000g por 15 minutos a
4°C e o sobrenadante foi coletado para ser utilizado como amostra.

O ensaio colorimétrico foi adaptado para ser realizado em microplaca de 96
pocos. Em cada poco foi adicionado 125 pl de 2 mM glutationa oxidada, 40 ul de
tampao de ensaio proveniente do kit, 10 yl de amostra para os testes, padrao de
glutationa redutase para o controle positivo, e tampao de ensaio para o branco. Em
seguida foram adicionados 62,5 yl de 3 mM DTNB e a reagéo foi iniciada ao adicionar
12,5 yl de 2 mM NADPH em todos os pocos. A absorbancia foi imediatamente medida a
412 nm utilizando um leitor de placa de ELISA (Biotek ELx808). Foram realizadas 11
leituras com intervalo de 10 segundos entre cada leitura.

Para o calculo da atividade de glutationa redutase na amostra foi utilizada a
seguinte férmula:
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Atividade da GR em Unidades/ml = (AAamostra - AApranco) X (fator de diluicao)
£™x volume da amostra em ml

Onde, €™ do DTNB = 14,15mm™*cm™

4.13. Proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais foi determinada de acordo com o método de
LOWRY et al. (1951). O principio do método baseia-se na reducédo do reagente de Folin
Ciocalteau, ao reagir com aminoacidos aromaticos, catalisada por ions cobre, em meio
alcalino, formando uma coloracéo azul.

Inicialmente séo preparadas as solugdes de trabalho conforme descrito abaixo:

- Reagente A: dissolve-se 0,25g de sulfato de cobre e 0,5 de citrato de s6dio em
100 mL de agua destilada. A solucdo deve ser armazenada, no escuro, em temperatura
ambiente.

- Reagente B: dissolve-se 5g de carbonato de sédio e 1g de hidroxido de sédio
em 250mL de agua destilada. Deve ser armazenada a temperatura ambiente.

- Reagente C: adiciona-se 1 mL do reagente A em 50mL do reagente B. Deve
ser preparado na hora do teste.

- Reagente D: dissolvide-se 1 mL de Folin-Ciocateau em 1mL de agua destilada.
Deve ser preparado na hora do teste.

Serdo realizados quatro pontos para a construgcdo da curva padrdo para
proteinas totais, pelo seguinte procedimento:

P1- 25uL de uma solugdo estoque de proteinas a 0,2mg/dL e o volume
completado com agua destilada para 100mL. A concentracao final obtida deste ponto é
de 0,05mg/mL.

P2- 7,5uL de uma solucdo estoque de proteinas a 2mg/dL e o volume
completado com agua destilada para 100mL. A concentracao final obtida deste ponto é
de 0,15mg/mL.
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P3- 15uL de uma solucao estoque de proteinas a 2mg/dL e o volume completado
com é&gua destilada para 100mL. A concentracdo final obtida deste ponto é de
0,30mg/mL.

P4- 25uL de uma solucdo estoque de proteinas a 2mg/dL e o volume completado
com &gua destilada para 100mL. A concentracdo final obtida deste ponto é de
0,5mg/mL.

Para a realizacdo da dosagem, sdo adicionados 10 pyL de amostra ou padrdo em
tubos de polipropileno, e completados para 100 yL com agua destilada. O branco,
usado para zerar o espectrofotdbmetro, é feito apenas com 100 yL de agua destilada.
Posteriormente adiciona-se 1 mL do reagente C em todos os tubos (incluindo branco e
padrées). A mistura foi agitada no vértex e mantida a temperatura ambiente por 15
minutos. Em seguida foi adicionado em cada tubo 100 pL do reagente D. O volume foi
misturado e incubado a temperatura ambiente, no escuro, por 30 minutos. Em seguida,
realiza-se a leitura em espectrofotometro a 660nm.

Apoés as leituras, foi feito um grafico expressando a concentracdo do padrdo
(Eixo Y) versus absorbancia do padrao (Eixo X). A equacao da reta gerada foi utilizada
para determinar a concentracao de proteinas totais nos homogenatos de tecidos. Todas

as concentragdes foram obtidas em mg/mL.

4.14. Ensaio de RT-PCR Quantitativa em Tempo Real

4.14.1. Extracao do RNA Total

O RNA total do tecido hepatico das ratas foi isolado utilizando o sistema
RNAgents Total RNA Isolation System (Promega Corporation, Madison, USA) de
acordo com as instrucdes do fabricante. Resumidamente, 50 mg do tecido hepatico
foram homogeneizados com 292 uL de tampéo de lise. Do homogenato obtido coletou-
se 175 pL que foram adicionados a 350 pyL do “RNA dilution buffer”. Essa solugao foi
incubada a 70°C por exatamente 3 minutos. Apds este periodo, a solugcao foi
centrifugada por 10 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um tubo
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autoclavado onde adicionou-se 200 pL de etanol 95%. Essa mistura foi transferida para
o “Spin Basket Assembly”, centrifugada por 1 minuto a 12.000 rpm, e apds a
centrifugacéo, descartou-se o eluente. Adicionou-se 600 pyL de “RNA Wash solution”
(RWA) e os tubos foram centrifugados novamente por 1 minuto a 12.000 rpm. O eluente
foi novamente descartado. Adicionou-se 50 yL de mix de incubacdo de DNAse nas
membranas dos tubos que foram incubados por 15 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, adicionou-se 200 uL de “DNAse Stop Solution” e os tubos foram
centrifugados por 1 minuto a 12.000 rpm. Em seguida foram realizados dois ciclos de
lavagem com RWA seguidos de centrifugacdo. ApGs estas etapas, o “spin basket” foi
transferido para um tubo comum. Adicionou-se 100 pL de “Nuclease Free Water’ na
membrana, e o tubo foi centrifuagdo duas vezes por 1 minuto a 12.000 rpm. A
concentracéo e pureza do RNA total contido no eluente obtido foi verificada a 260 e 280

nm no espectrofotometro Nano Vue da GE Healthcare (Reino Unido).

4.14.2. Sintese do cDNA

O cDNA foi sintetizado a partir de 1ug de RNA total utilizando o kit Hight-
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA) de acordo
com as instrucdes do fabricante. O meio de reacao continha 2 pL de tampao 10x (500
mM de KCI, 100 mM deTris-HCI, 25 mM de MgCl,, pH 8,3), 0,8 yL da mistura de
desoxiribonucleotideos trifosfato (INTPs) 100 mM, 1 pyL de primers randdémicos, 1 yL da
enzima transcriptase reversa MultiScribe (50 U/uL). A reacdo foi realizada nas
seguintes condi¢des: 10 minutos a 25°C, seguido de 120 minutos a 37°C e 5 minutos a

85°C em termociclador Biocycler modelo MJ96+.
4.14.3. Desenho dos primers
Os primers utilizados para a amplificacdo dos transcritos de interesse foram

desenhados de acordo com sequéncias de nucleotideos publicadas por Xiong et al.
(2010) para Catalase, Glutationa Peroxidase, Zn-SOD e Mn-SOD e 18S.
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4.14.4. RT-PCR Quantitativa em Tempo Real

Para a analise da expressao dos genes em estudo foi utilizada a técnica de PCR
em tempo real (QPCR). A quantificacdo dos produtos formados durante os ciclos de
amplificacdo foi realizada com o reagente Power SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As reacOes foram realizadas em placas de
96 pogos, sendo adicionados em cada pocgo 2 uL de cDNA (100 ng), 0,48 uL de cada
primer (forward e reverse, 10 uM), 6 uL Power de SYBR® Green Master Mix e volume
final de agua livre de DNAse para 12 pL. As reagbes foram realizadas nas seguintes
condi¢gbes, 50°C por 2min, 95° C por 10 min e entdo 40 ciclos de 95°C por 15s
(desnaturacdo) e 60°C por 1min (anelamento dos iniciadores e extensao dos produtos)
no termociclador ABI 7500 (Applied Biosystems, CA, USA). O gerenciamento do
termociclador e a coleta dos dados gerados durante a amplificacdo foram realizados
pelo programa 7500 System SDS Software (Applied Biosystems). Todas as analises
foram realizadas em triplicata técnica. A especificidade dos produtos obtidos foi
confirmada pela analise das curvas de dissociacdo do produto amplificado ao final de
cada reacao.

Os dados obtidos foram analisados utilizando o método de quantificacéo relativa
da expressao génica (Cr comparativo ou AACt), que permite quantificar diferencas no
nivel de expressdo de um gene especifico entre as diferentes amostras. A expressao
dos genes alvo foi determinada em funcdo da expressdo do gene de referéncia
endogena 18S e uma amostra normalizadora (grupo C) foi utilizada como base para os
resultados de expressao comparativa. De posse dos valores de Cr, que corresponde ao
namero de ciclos na fase exponencial da PCR em que a fluorescéncia ultrapassa o
valor basal, foi calculado o ACt de cada amostra, na qual o valor do Ct do gene de

referéncia enddgena (18S) foi subtraido do C+ do gene alvo.

AC+t = Ct do gene alvo — C+ do gene de referéncia enddégena
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Em seguida foram calculados os valores de AAC+, na qual o valor do ACy da amostra
normalizadora (grupo C) foi subtraido do ACy das amostras teste (demais grupos

experimentais).

AACT = ACtda amostra teste - ACtda amostra normalizadora

Os valores do AAC+ obtidos foram utilizados em uma férmula aritmética para o célculo

final da diferenca de expressdo dos genes entre as amostras analisadas, dada por
ZAACT

4.15. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a testes de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Apés
verificar se amostra passou ou ndo no teste de normalidade, os dados normais foram
analisados por teste t de Student’s, e dados ndo paramétricos analisados pelo teste de
Mann-Withney. Para a andlise do peso, glicemia e TTOG foi utilizado o teste ANOVA
one-way com pos teste de Tukey, e no caso de dados ndo paramétricos, utilizou-se o
teste Kruskal-Wallis com poés teste de Duun. Os dados foram expressos em média *
desvio padrdo, de mediana/intervalo interquartil para os dados ndo paramétricos. Os
valores de p<0,05 foram considerados significantes. Todas as analises foram realizada

no software GraphPad Prism 5.0.
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5. RESULTADOS
5.1. Ensaio de toxicidade com Artemia salina sp

O numero e percentual de larvas de Artemia salina mortas por concentracédo do
extrato de Baccharis trimera sdo apresentados na tabela 1, e os dados das larvas

expostas ao substrato padrédo (Lapachol) sdo apresentados na tabela 2.

Tabela 1. Numero e percentual de larvas de Artemia salina mortas, expostas a diferentes

concentracdes do extrato de Baccharis trimera.

Concentragao Numero de Numero de Percentual de
do extrato de B. organismos organismos organismos
trimera expostos mortos mortos
10pg/mL 30 0 0%
100pg/mL 30 0 0%
500pg/mL 30 0 0%
1000 pg/mL 30 13 43,3%

Tabela 2: Numero e percentual de larvas de Artemia salina mortas, expostas a diferentes

concentragdes do extrato de Lapachol.

Numero de Numero de
Concentracao _ _ Percentual de
organismos organismos _
do Lapachol organismos mortos
expostos mortos
10pg/mL 30 0 0%
100ug/mL 30 5 16%
500pg/mL 30 26 86,6%
1000 pg/mL 30 30 100%

Os dados obtidos foram analisados por regresséo linear simples a partir do
método Probitos, por meio do qual é possivel calcular a dose letal média (DL50). Pela

analise dos dados, foi possivel constatar que a DL50 do extrato hidroetandlico da
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Baccharis trimera é igual a 924,60 pg/mL, e a DL50 do substrato Lapachol foi de
186,20 pg/mL.

5.2. Andlise da capacidade antioxidante in vitro

A capacidade antioxidante do extrato hidroetandlico de B. trimera e do
antioxidante de referéncia BHA foi determinada em seis diferentes concentracfes e
expressa em percentual de atividade antioxidante (% AA). O % AA corresponde a
quantidade de DPPH consumida pelo antioxidante. A avaliagdo quantitativa da atividade
antioxidante (%AA) do extrato hidroetandlico de B. trimera e do controle BHA, nas
concentracbes de 30, 60, 120, 180, 240 e 480 pg/mL, determinada pelo ensaio do
DPPH, estdo apresentados na figura 8. Podemos observar através da figura que o
extrato de B. trimera apresenta atividade antioxidante especialmente em elevadas
concentracfes, mas esta atividade € menor se comparada ao antioxidante de referéncia
BHA.
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50 —

M Baccharis trimera
40 —

BHA
30 —
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O .
180 240 480

30 60 120
CONCENTRACAO {ug/mL)

% ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Figura 8: Percentual de atividade antioxidante do extrato hidroalcodlico de Baccharis
trimera e do antioxidante de referéncia BHA em diferentes concentracdes avaliadas em
60 minutos.
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5.3. Avaliacéo do peso corporal, glicemia e teste de tolerancia oral a glicose

Para caracterizacdo do modelo de DM tipo 1, foi analisado o peso inicial e final
dos animais, glicemia de jejum inicial e final, e insulina sérica. A glicemia de jejum no
inicio do tratamento foi mensurada pelo glicosimetro, conforme descrito anteriormente,
e a glicemia avaliada no final do tratamento foi mensurada a partir do plasma. Ambos
0s resultados estédo expressos em mg/dL.

A tabela 3 mostra que nao houve diferenca estatisticamente significativa no peso
inicial entre os diferentes grupos. O mesmo resultado foi observado para o peso final.
Em relacdo a glicemia inicial e final, os animais dos grupos diabéticos apresentaram
maior nivel de glicose quando comparados aos animais nao diabéticos. Com relacao a
insulina, apenas o0 grupo de animais diabéticos sem tratamento (D) apresentou
diminuicdo significativa na concentracdo de insulina quando comparado ao grupo

controle (C).

Tabela 3: Avaliagdo do peso, glicemia inicial e glicemia final em ratas diabéticas e n&o

diabéticas tratadas com extrato de carqueja durante sete dias.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

C C600 C1200 D D600 D1200
Peso inicial (9) A 177,6+6,6 177,1+6,5 178,2+6,1 185,4+4,7 184,8+4,1 183,845,6
Peso final (g) A 170,8+11,3 169,7+6,3 168,1+7,01 160,6+10,4 162,7+16,1 156,5+13,1
Glicemia inicial @ @ @ ®) ®) ®)
A 5,27+0,43 4,7+0,46 5,17+0,44 26,24+4,63 27,66+6,21 22,28+5,74
(mmol/L)

i ia final @ 5,4/4,6- 5,2/4,8- 22,26/18,4- 22,6/15,7- 22,3/17,5-
Glicemia ”g’a 5,713,475 (a) (@) (b) (b) (b)
(mmol/L) 6,7 5,9 28,2 26,3 24,6

. 0,8/0,7- 0,84/0,8- 0,87/0,8- 0,65/0,5- @b) 0,84/0,6-
Insulina (pmol/L) 0.84@ 0.9@b) 0.96@D 0.7® 0,72/0,6-0,9 0.94@b)

A Valores expressos em média + desvio padrdo. Dados analisados com o teste ANOVA one-
way.

® Dados ndo paramétricos submetidos ao teste Kruskal-Wallis. Valores expressos em
mediana/intervalo interquartil.

Letras minusculas diferentes sobrescritas na mesma linha indicam diferenca estatistica
significativa entre os grupos (p<0,05) pelo teste ANOVA oneway.
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O teste de tolerancia a glicose foi realizado trés dias antes da eutanasia dos
animais. Apos a administracao da solucao de glicose, a glicemia dos animais foi dosada
nos tempos 0, 30, 60 e 120 minutos.

Na figura 9 observa-se um aumento significativo (p<0,05) na glicemia dos
animais diabéticos (D, D600 e D1200) quando comparados aos animais do grupo
controle (C, C600 e C1200) em todos os tempos avaliados (TO, T30, T60, T120).
Entretanto, a carqueja ndo foi capaz de melhorar a resposta glicEmica dos animais

diabéticos em nenhum dos tempos avaliados e nas concentracdes testadas.
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Figura 9: Avaliacdo da tolerancia oral a glicose em animais diabéticos e ndo diabéticos
tratados com extrato de carqueja durante sete dias. Letras diferentes significam
diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05 pelo teste ANOVA one-way).

5.4. Avaliacdo dos parametros bioquimicos séricos

Para avaliacdo do perfil lipidico, funcdo renal e hepética dos animais foram
realizadas analises bioquimicas no soro. Com o intuito de avaliarmos o perfil lipidico
dos animais dosamos o0s niveis de colesterol total, colesterol HDL e triacilglicerol.
Dentre esses parametros, apenas a analise de triacilgliceréis apresentou diferenca
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estatisticamente significativa, onde o grupo de animais diabéticos (D) apresentou maior
nivel de triacilglicerol com relacdo ao grupo controle (C). Para avaliar a funcao renal,
foram dosados os niveis de uréia e creatinina. Para ambas as dosagens, o grupo D
apresentou um aumento significativo destes parametros quando comparado ao grupo
C. Vale ressaltar que ao analisar a creatinina, os animais do grupo D600 tiveram um
nivel sérico de creatinina maior quando comparado ao grupo diabético sem tratamento
(D). Para avaliacdo do perfil hepético foram dosadas as enzimas hepaticas aspartato
amino transferase (AST) e alanina amino transferase (ALT). Em ambas as dosagens, 0s
animais do grupo diabético (D) apresentaram um aumento significativo destas enzimas

quando comparado aos animais do grupo C.

Tabela 4: Analises bioquimicas em soro de animais diabéticos ou ndo diabéticos
tratados com extrato de carqueja durante sete dias.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

C C600 C1200 D D600 D1200
1,68/1,42-

Colesterol total 1 5/1 46-1,86 1,92/1,54-256 1,8/1,48-2,17  1,76/1,29-2,23  1,94/1,4-2,2

(mmol/L) 1,72

HDL (mmol/L)*  1,1%0,3 1,1+0,3 1,05:0,3 0,9+0,2 0,90,3 0,8£0,3

Triacilglicer6is ~ 0,6+0,14 0,5£0,09 0,5£0,08 1,030,4 1,04+0,4 1,2¢0,5

(mmol/L)

Uréia o 2918/235-  24,86/20,9-
5 9,32/7,3-9,96 10,13/8,9-10,5 8,28/7,3-9,3  28,4/254-34,6

(mmoliL) 33,9 30,3

Creatinina 60,3+7,7 62,35,6 63,4+11,8 72,5+4,9 88,7¢12,6% 73,9171

(mmol/L) i

AST (U/mL) * 107,1+11 116,2+16,4 113,2+11,9 130,6+18,4 121,7+32,8 122,4+26,9

ALT (U/mL)* 46,7+6,4 48,6+7,5 50,2+9,7 93,9+19,9 " 86,2+28,1 91,8+26,2

" Valores expressos em média + desvio padrdo. Dados analisados com o teste t.

® Dados ndo paramétricos analisados pelo teste Mann Whitney. Valores expressos em mediana/intervalo
interquartil.

(*) indica diferenca significativa (p<0,05) com relacdo ao grupo controle. (#) indica diferenca significativa em
relagdo ao grupo diabético sem tratamento. C: controle; C600: controle + tratamento extrato de carqueja 600
mg/kg; C1200: controle + tratamento extrato de carqueja 1200 mg/kg; D: diabéticos sem tratamento; D600:
diabéticos + tratamento extrato de carqueja 600 mg/kg; D1200: diabéticos + tratamento extrato de carqueja
1200 mg/kg
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5.5. Avaliagdo dos marcadores de estresse oxidativo

Como biomarcadores indiretos do estresse oxidativo, utilizou-se a dosagem de
TBARS para avaliar a peroxidacéao lipidica, e a dosagem de proteina carbonilada para

avaliar a oxidacao proteica (figura 10).

g 5 A 8 B
o o =0 6
© 20
) £g
o
E 151 g o 4
8 OFE
S 10 # 29
e 8T 2
@ 05 2B
<
B o.0- 0-
O & & 9O ® ©® O & O 0O & &

Figura 10: Avaliacao dos niveis de TBARS (A) e Proteina Carbonilada (B) em figado de
ratas ndo diabéticas e diabéticas submetidas ao tratamento com extrato de B. trimera
por 7 dias. (##) p < 0,05 comparado ao grupo D.

A dosagem de TBARS realizada em tecido hepéatico mostrou que ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os animais do grupo diabético sem
tratamento (D) e controle (C). Entretanto, observou-se que o0s animais diabéticos
tratados com a dose de 1200 mg/kg apresentou um diminuicéo significativa nos niveis
de TBARS comparados aos animais diabéticos sem tratamento (D). J& na andlise de
proteina carbonilada ndo houve diferenca estatistica entre nenhum dos grupos

avaliados.
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5.6. Avaliagdo das defesas antioxidantes

5.6.1. Avaliacdo da expressédo génica e atividade das enzimas Superoxido

Dismutase (SOD) e Catalase

A figura 11 mostra a expressdo do mRNA das fracbes de Mn-SOD e Zn-SOD
(painéis A e B), e atividade total da enzima antioxidante SOD (painel C). Na mesma
figura mostramos ainda a expressdo do mRNA da enzima catalase e sua atividade
(painéis D e E).

Nossos resultados mostram um aumento significativo na atividade de SOD nos
animais diabéticos (D) quando comparado aos animais do grupo controle (C). Esta
elevada atividade se deve, provavelmente, a fragdo Mn-SOD, que apresenta maior
expressdo nos animais do grupo diabético (D) quando comparados aos animais do
grupo controle (C). Ja a expressao da Zn-SOD apresentou menor expressdo nos
animais diabéticos sem tratamento quando comparados ao grupo controle.

J4 a enzima catalase apresentou menor atividade nos animais do grupo D
comparados ao grupo C, e inversamente a este resultado, apresentou maior expressao
nos animais do grupo D quando comparados aos animais do grupo C.

Com relacéo ao tratamento realizado com o extrato hidroetandlico de B. trimera,
0s animais do grupo C600 e D1200 apresentaram diminui¢ao na expresséo de Mn-SOD
comparados aos seus controles (C e D respectivamente). Na expressado da enzima
catalase, ambos os grupos tratados com a dose de 600 mg/kg apresentaram diminui¢cao

na expressao da enzima comparado aos seus controles (C x C600 e D x D600).
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Figura 11: Avaliacdo e expressao das enzimas SOD e catalase em figado de ratas
diabéticas e ndo diabéticas submetidas a tratamento com extrato de Baccharis trimera
por 7 dias. (A) expressdo do RNAmM da Mn-SOD; (B) expressao do RNAmM da Zn-SOD;
(C) atividade total da SOD; (D) e (E) expressdo e atividade da enzima catalase
respectivamente. (*) p < 0,05 comparado ao C, (**) p < 0,005 comparado ao C; (***) p <
0,001 comparado ao C; (#) p < 0,05 comparado ao D.
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5.6.2. Glutationas

5.6.2.1. Glutationa total, oxidada e reduzida

A figura 12 apresenta o resultado dos niveis de glutationa total, glutationa
reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG) no figado das ratas diabéticas e nao

diabéticas tratadas ou ndo com extrato de carqueja por 7 dias.
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Figura 12: Avaliagdo dos niveis de Glutationa em figado de ratas ndo diabéticas e
diabéticas submetidas ao tratamento com extrato de B. trimera por 7 dias. (A)
Glutationa total, (B) Glutationa reduzida e (C) Glutationa oxidada. (*) p< 0,05
comparado ao C, (**) p< 0,005 comparado ao C, (#) p < 0,05 comparado ao D.
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Os resultados nos mostram que os animais do grupo diabético (D) apresentaram
aumento significativo nos niveis de glutationa total quando comparados aos animais do
grupo controle (C). Com relacdo ao tratamento com a cargueja, apenas 0s animais do
grupo C600 e C1200 apresentaram diferenca estatistica quando comparados ao grupo
C.

Com relacdo a glutationa reduzida, os animais do grupo D apresentaram
aumento significativo dos niveis desta quando comparados aos animais do grupo
controle. Com relacdo ao tratamento com carqueja, 0os animais do grupo C600
apresentaram também um aumento significativo dos niveis de glutationa reduzida
quando comparados ao grupo C. J4 a andlise da glutationa oxidada mostra que 0s
animais do grupo diabético sem tratamento (D) apresentaram uma diminuicdo do nivel
de glutationa oxidada, sendo esta diferenca estatisticamente significante quando
comparado ao grupo controle (C). Com relacdo ao tratamento com o extrato
hidroetandlico de B. trimera, os animais do grupo diabético tratados com ambas as
doses (D600 e D1200) apresentaram uma diminuicdo significativa na concentracdo de

glutationa oxidada quando comparados aos animais do grupo diabético sem tratamento

(D).

5.6.2.2. Expressdo do RNA-m e atividade da enzima Glutationa peroxidase e
atividade da enzima Glutationa redutase

A fim de avaliar a conversédo da glutationa reduzida para seu estado oxidado e a
“reciclagem” da glutationa oxidada para o seu estado reduzido, foram avaliadas a
atividade e expressdo do RNAmM da enzima glutationa peroxidase e atividade da enzima
glutationa redutase. Na figura 13 observa-se que os animais do grupo diabético (D)
apresentaram menor atividade da glutationa peroxidase com relagcdo ao grupo controle,
resultado este que foi confirmado pela expressdo do RNAmM desta enzima. Ja a
atividade da glutationa redutase, apresentada na figura 13 (painel C), foi maior no
grupo diabético (D) quando comparada a atividade do grupo controle (C). Com relacéo

ao tratamento com o extrato de B trimera, a glutationa redutase apresentou alteracéo,
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sendo que os animais do grupo C1200 apresentaram maior atividade desta enzima
quando comparada a atividade dos animais do grupo C.
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Figura 13: Avaliacdo da expressao (A) e atividade (B) do RNAm da enzima glutationa
peroxidase, e atividade da enzima glutationa redutase (C) em figado de ratas nao
diabéticas e diabéticas submetidas ou ndo ao tratamento com extrato de B. trimera por
7 dias.
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6. DISCUSSAO

O tratamento com antioxidantes tem sido uma forma relevante de prevenir ou
tratar as complicacbes geradas pelo diabetes. Dentre os antioxidantes amplamente
utilizados, destacam-se os flavonoides, pois séo capazes de inibir a formacéo de EROs,
eliminar as espécies reativas excedentes, e aumentar ou proteger as fontes de defesas
antioxidantes (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Além disso, o efeito
hipoglicemiante causado por algumas plantas medicinais pode ser por si sO, capaz de
melhorar o perfil antioxidante ou diminuir a producéo de espécies reativas (TRIPATHI e
CHANDRA, 2010).

As espécies do género Baccharis sdo popularmente utilizadas no Brasil, em
especial a espécie B. trimera, considerada antioxidante por apresentar elevados teores
de flavondides, triterpenos e diterpenos. (VERDI et al.,, 2005, VIEIRA et al., 2011).
Trabalhos realizados com a B. trimera relatam que esta espécie apresenta importantes
propriedades bioldgicas, como antioxidante e antiinflamatéria (RODRIGUES et al, 2009,
GENE et al, 1996).

Com isso, o primeiro passo do nosso estudo foi verificar o potencial antioxidante
do extrato de B. trimera, a partir de ensaio in vitro capaz de avaliar a capacidade do
extrato em neutralizar o radical DPPHe.

A andlise de DPPH realizada (figura 8) mostrou que o extrato hidroetandlico de
B. trimera apresentou potencial antioxidante, porém ndo tdo potente quanto o
percentual de atividade antioxidante do BHA que foi utilizado como antioxidante de
referéncia. Nossos resultados corroboram com outros estudos, como o de MENDES et
al (2007) que encontraram atividade antioxidante em extrato hidroetandlico de B.
trimera. DIAS et al. (2009) também verificaram o efeito antioxidante do extrato
hidroetandlico da carqueja, e este foi semelhante ao do antioxidante de referéncia
utilizado, a vitamina E, com percentual de inibicdo do DPPH préximo a 70%. OLIVEIRA,
et al. (2012) testaram varios tipos de extrato de B. trimera e encontraram maior
atividade antioxidante no extrato fenodlico, sendo esta atividade maior do que a do

antioxidante de referéncia utilizado (acido ascorbico).
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Embora o seu efeito antioxidante tenha sido comprovado, o uso da carqueja néo
deve ser indiscriminado. Apesar de ndo haver comprovacdo de toxicidade aguda, seu
uso deve ser proibido para gestantes e no tratamento de hipertensdo (RUIZ et al.,
2008). DIAS et al. (2009) testaram a toxicidade aguda do extrato bruto liofilizado de B.
trimera diretamente em camundongos, e ndo encontrou mortes mesmo em dose
elevada, 5 g/kg peso corporeo. Entretanto, outra espécie do género Baccharis, a B.
pteronioides tem sido associada a envenenamento de alguns animais. STELGEMEIER
et al. (2009) verificaram toxicidade em tratamento de 200 mg desta espécie por 10 dias
em hamsters, sendo que estes animais apresentaram anorexia, diarreia, infartos
hemorragicos e necrose em tecido hepético e renal. PADUA (2010) verificou que o
tratamento com a dose de 600 mg/kg de extrato hidroetandlico de B. trimera contribuiu
para dano hepatico por aumentar a atividade da enzima hepatica AST.

O nosso extrato passou por avaliacdo da toxicidade em ensaio com A. salina, no
qual é possivel avaliar a DL50, dose letal capaz de matar 50% da populacdo. Existe
uma relacdo entre o grau de toxicidade e a DL50, considerando-se que quando sao
verificados valores de DL50 acima 1000 ug/mL para substancias naturais, estas sao
consideradas atoxicas, e valores abaixo de 130 ug/mL consideram a substancia muito
toxica e letal (MEYER, et al., 1982). Através da andlise dos dados, foi possivel constatar
gue a DL50 do extrato hidroetandlico da Baccharis trimera é igual a 924,60 ug/mL, ou
seja, é considerada pouco toéxica por ser proximo do valor que determina substancias
naturais atoxicas. Ja o substrato Lapachol que foi utilizado como padrdo é considerado
toxico, tendo apresentado valor da DL50 igual a 186,20 pg/mL.

Tendo verificado o potencial antioxidante in vitro do extrato de B. trimera, e que o
mesmo extrato ndo apresenta risco de toxicidade aguda, nosso proximo passo foi
realizar o experimento in vivo, a fim de verificar se ratas diabéticas submetidas ao
tratamento por sete dias com o extrato hidroetandlico da B. trimera apresentariam
alteracdes no peso, na glicose e/ou insulina.

A inducao do diabetes foi feita com aloxano, uma das principais drogas utilizadas
para inducdo de diabetes experimental e um dos métodos mais reprodutiveis. (ETUK,
2010) O aloxano é um composto bastante instavel rapidamente reduzido ao seu

produto toxico, o acido dialirico. Este subproduto estabelece um ciclo redox com
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formacdo de radicais superdxido, que sdo dismutados a perdxido de hidrogénio e
posteriormente sdo formadas espécies altamente reativas pela reacdo de fenton, os
radicais hidroxila. A acdo das espécies reativas de oxigénio com um aumento
significativo na concentracdo de célcio citosolico causa rapida destruicdo das células
beta pancreaticas (SZKULDELSKI, 2001). Evidéncias sugerem que a lesdo celular
oxidativa causada pelos radicais livres contribuem para o desenvolvimento das
complicacBes no DM tipo 1 e a diminuicdo das defesas antioxidantes (enzimaticas e
nao-enzimaticas) parecem estar correlacionadas com a gravidade das alteracGes
encontradas em decorréncia da doenca (NOGUEIRA-MACHADO et al., 2008).

Conforme apresentado na tabela 3, as ratas apresentavam peso corporal
semelhante no inicio do experimento, e ao final do mesmo, o peso dos animais nao
apresentou diferenca estatistica entre os grupos controles e diabéticos. A perda de
peso no animal diabético é uma caracteristica associada a condi¢ao patolégica, devido
a um aumento do catabolismo muscular (RAVI et al., 2004), entretanto, sete dias de
experimento pode néo ter sido tempo suficiente para causar alteracdo no peso entre 0s
grupos.

Com relagdo a glicemia, os animais dos grupos diabéticos apresentaram uma
glicemia elevada quando comparados aos animais dos grupos controles, como ja era
esperado. Entretanto, o tratamento com a carqueja nao foi eficaz em diminuir a glicemia
dos animais em nenhuma das doses. OLIVEIRA et al. (2005) ao avaliar o efeito
hipoglicemiante do extrato de B. trimera, encontrou que o tratamento de 7 dias com
duas doses diarias de 2000 mg/kg de extrato aquoso em camundongos diabéticos
induzidos por streptozotocina (STZ) foi capaz de diminuir a glicemia desses animais, em
comparacdo ao grupo de animais diabéticos sem tratamento. Este estudo, entretanto,
ndo levou em consideracao os possiveis efeitos hepatotoxicos da elevada concentracéo
desta dose (3,3 vezes maior do que a maior dose utilizada no nosso experimento).
OLIVEIRA et al. (2005) testou ainda outras duas diferentes fragcdes do extrato de B.
trimera: etandlica e butandlica, e estas ndo foram efetivas na reducdo da glicemia dos
camundongos diabéticos.

Um estudo com outra espécie de carqueja, a B. articulata, mostrou que esta

possui potencial anti-hiperglicémico. Esta espécie tem potencial antioxidante e elevado
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teor de flavonoides. O extrato n-butandlico de B. articulata mostrou aumentar a
secrecdo de insulina (KAPPEL et al., 2012).

Os nossos resultados da insulina mostraram que os animais do grupo diabético
sem tratamento (D) apresentaram menor nivel de insulina do que dos animais do grupo
controle (C), conforme esperado. O tratamento com o extrato de carqueja n&o foi capaz
de modular a secrecdo de insulina, visto que o nivel de insulina dos animais diabéticos
tratados foi semelhante ao do grupo de animais diabéticos sem tratamento.

Com o objetivo de avaliar as complicacdes causadas pelo diabetes, foram
avaliados os marcadores bioquimicos de funcéo lipidica, renal e hepética (tabela 4).
Dentre estes parametros, apenas as concentragdes de colesterol total e HDL néo
sofreram alteracBes nos animais diabéticos, levando a considerarmos que sete dias de
diabetes séo suficientes para alterar o metabolismo renal, hepético e de triacilglicerdis.
Alteracbes nesses mesmos parametros foram observadas em outros experimentos com
ratos diabéticos (ASHISH E SWAPNIL, 2011, RAHIMI et al., 2011, SHAJEELA et al.,
2012, WABEL et al., 2008).

E comum a evolucéo do diabetes n&o tratado o desenvolvimento de dislipidemias
e doencas renais (SBD, 2009). O aumento da atividade das enzimas hepaticas ALT e
AST nos animais diabéticos pode ser devido a uma resposta ao aloxano, onde ha
liberacdo das enzimas pelo figado com consequente migracdo para a corrente
sanguinea (STANLEY et al., 2000).

O tratamento com a carqueja, de forma geral, ndo foi capaz de alterar os
parametros séricos avaliados, exceto pela dosagem da creatinina, onde ratas diabéticas
tratadas com a dose de 600 mg/kg apresentaram aumento significativo da concentracéo
desta, em comparagdo as ratas diabéticas sem tratamento. Este mesmo resultado foi
encontrado por PADUA (2010) que também observou aumento na concentracio
plasmatica de creatinina em ratos tratados com dose de 600 mg/kg de extrato de B.
trimera. A creatinina sérica é um excelente parametro para avaliar a funcéo renal, pois
qualquer condicdo que reduza a velocidade de filtracdo glomerular promove uma menor
excrecdo urinaria de creatinina, com consequente aumento na concentragdo plasmatica
(MOTTA, 2003).
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Enquanto a insulina exdégena e outros medicamentos podem controlar alguns
aspectos do diabetes, complicacdes afetando o sistema vascular, rins e nervos
periféricos sdo comuns e extremamente danosos em termo de longevidade e qualidade
de vida. O figado é o 6rgao chave na manutencdo da homeostase sistémica da glicose
em mamiferos (ROLO e PALMEIRA, 2006). Este é o principal 6rgdo envolvido em
processos oxidativos e de detoxificagcdo, em muitas doencas biomarcadores do estresse
oxidativo estéo elevados no figado em estagios iniciais (STADLER et al. 2003).

Neste sentido, o nosso préoximo passo foi avaliar os marcadores de estresse
oxidativo, pela avaliacdo da peroxidacao lipidica (dosagem de TBARS), e pela dosagem
de proteina carbonilada no figado. Com isso, buscamos verificar se ratas diabéticas por
sete dias apresentavam quadro de estresse oxidativo evidenciado por esses
marcadores, e se o tratamento com a carqueja seria capaz de exercer efeito sobre os
possiveis danos gerados pelo estresse oxidativo.

A dosagem de TBARS é uma das mais utilizadas para detectar peroxidacao
lipidica (DALLE-DONE et al., 2006). Sabe-se que o estado diabético faz com que haja
uma maior peroxidacao lipidica, ocasionada pela hiperglicemia e estresse oxidativo
consequentes dessa condicdo patoldgica, entretanto, 0os nossos resultados nao
mostraram alterac@o deste biomarcador nos animais diabéticos sem tratamento quando
comparados aos animais do grupo controle, permitindo-nos inferir que sete dias de
tratamento pode nao ter sido tempo suficiente para ser instalado o dano oxidativo. O
tratamento com a carqueja minimizou os niveis de TBARS nos animais tratados com a
dose de 1200 mg/kg.

Um estudo avaliando animais diabéticos por diferentes periodos de tempo
observou que ha aumento nos niveis de TBARS no figado e pancreas de animais
diabéticos, de acordo com a progressao da doenca, de forma que, com uma semana de
diabetes € possivel observar aumento da peroxidacéo lipidica, porém em menor
intensidade (KAKKAR et al., 1998). Segundo BUKAN et al. (2003), a severidade dos
danos oxidativos causados pelo diabetes pode ter relagdo com o tempo de duracdo da
doenca. Um estudo avaliando o nivel sérico de TBARS em humanos concluiu que

individuos diabéticos apresentam maior nivel de TBARS do que individuos saudaveis,
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7

mas que nos pacientes diabéticos do tipo 1, essa diferenca € menos significativa
(GRIESMACHER et al., 1994).

O método utilizado para avaliar a peroxidacdo lipidica pelo ensaio de TBARS
inclui uma reacéo do acido tiobarbitirico com malondialdeido (MDA). Esta reacdo gera
um produto cromatogréfico estavel que pode ser quantificado espectrofotometricamente
ou por HPLC. Apesar de ser uma técnica simples, a quantificacdo de TBARS para
avaliar o estresse oxidativo € pouco sensivel, principalmente quando quantificado
espectrofotometricamente. Apesar de ser bem aceito como método para avaliar
estresse oxidativo, este método quantifica substancias semelhantes ao MDA, mas nao
mede especificamente MDA ou peroxidacao lipidica (DALLE-DONE et al., 2006).

Desta forma, o fato de o grupo de animais diabéticos ndo apresentar diferenca
estatistica com relacdo ao grupo controle se justifica por trés hipoteses: o tempo do
tratamento pode ter sido insuficiente, o diabetes tipo 1 pode normalmente apresentar
menor peroxidacao lipidica, ou a técnica utilizada pode ndo ter sido suficientemente
sensivel.

Além dos niveis de TBARS, os niveis de proteina carbonilada também séao
utilizados como marcadores bioquimicos para detectar a modificacdo oxidativa de
residuos de aminoéacidos presentes em proteinas (BEAL, 2002). Cations como Fe?* e
Cu?* podem se ligar a locais de ligacdo de cations nas proteinas, e assim permitir o
ataque dessas proteinas por espécies reativas, como H,O, ou O,. Essas espécies
transformam a cadeia de aminoacidos em carbonilas (LEVINE et al, 1994). Mudancas
oxidativas em proteinas essenciais podem resultar em perda de funcdo. Os nossos
resultados ndo apresentaram alteracbes nos niveis de proteinas carboniladas, nem
provocadas pelo diabetes, e nem pelo tratamento com o extrato de B. trimera.

Como biomarcador de estresse oxidativo, a concentracdo de proteina
carbonilada é significantemente maior em individuos diabéticos (DALLE-DONE, 2006).
Entretanto, PORTERO-OTIN et al. (1999) encontraram ratos diabéticos produzindo
menos proteina carbonilada do que controles, e sugeriu que a diminuicdo ou nao
alteracdo de proteinas carboniladas em diabéticos pode refletir um aumento na

atividade proteolitica em proteinas modificadas oxidativamente.
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A associacdo entre estresse oxidativo e diabetes se da por duas hipoéteses:
mostrando que as espécies reativas de oxigénio causam danos moleculares nos
individuos diabéticos, ou que estes tém alteracdo nas defesas antioxidantes em relacao
aos individuos nao diabéticos (WEST, 2000). Visto que ndo encontramos alteracdes
nos marcadores de dano oxidativo (TBARS e proteina carbonilada), nosso proximo
passo foi avaliar a atividade e expressdo do RNAm das enzimas antioxidantes (SOD,
catalase, GPx e GR), a fim de verificar se estas configuravam o quadro de estresse
oxidativo.

A principal funcdo da SOD é catalisar a conversdo do O, a H,O; para reduzir
seus efeitos téxicos. Esta enzima pode ser classificada de acordo com a sua
localizac&o celular, como a Cu/Zn-SOD que estéa localizada no citoplasma e a Mn-SOD
localizada na mitocondria (FRIDOVICH, 1997). O H,0O, gerado pela SOD é neutralizado
por enzimas como a catalase e GPx, evitando que seja formado o radical hidroxila.

A observacdo de que pacientes diabéticos apresentam menores niveis de
defesas antioxidantes (enzimaticas ou ndo) é bem aceito como aumento de estresse
oxidativo. O quadro de hiperglicemia pode fazer com que haja degradacao das defesas
antioxidantes enziméaticas, permitindo que as espécies reativas danifiguem outras
enzimas ou estruturas celulares (WEST, 2000).

Alteracdes no balanco oxidante/antioxidante hepatico podem afetar a
translocacdo de fatores de transcricdo sensiveis ao estado redox para o nucleo.
Portanto a reducdo nos niveis de RNAm de enzimas antioxidantes no diabetes pode ser
devido a oxidacdo de fatores de transcricdo responsaveis pelo inicio do processo de
transcricdo das enzimas antioxidantes (SADI et al. 2008).

Nossos resultados, entretanto, mostraram que o0s animais do grupo diabético
apresentaram maior atividade de SOD do que os animais do grupo controle, levando a
considerarmos que esta havendo uma elevada producao de H,O, WOHAIEB e GODIN
(1987) encontraram maior atividade da enzima SOD em pancreas de ratos diabéticos, e
sugeriu ser uma resposta adaptativa do tecido em questdo. A expressao do RNAmM das
fracOes desta enzima mostrou que a elevada atividade da SOD se deve a porcao
mitocondrial da mesma, devido a maior expressdo de Mn-SOD nos animais diabéticos
sem tratamento comparados aos animais controle. O tratamento com a carqueja
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diminuiu a atividade de Mn-SOD nos grupos C600 e D1200. Ja a Zn-SOD teve sua
expressdo diminuida no grupo diabético sem tratamento quando comparada ao grupo
controle. GUERRA et al. (2011) em experimento com ratos diabéticos induzidos por
STZ, verificaram diminuicdo na expressao de Zn-SOD e a expressdo de Mn-SOD se
manteve inalterada. Estes resultados também foram verificados por SADI e GURAY
(2009), sugerindo que a Zn-SOD é mais sensivel ao estresse oxidativo causado pelo
diabetes.

Discrepancias entre o0s biomarcadores de estresse oxidativo tem sido
frequentemente relatadas, especialmente para a atividade de SOD, catalase e GPx em
diferentes modelos experimentais de diabetes. O efeito do diabetes na atividade de
SOD pode variar de acordo com 0 sexo, a espécie de animal, o tempo de diabetes ou o
tecido estudado. As atividades das enzimas antioxidantes pode ser elevada, diminuida
ou inalterada, dependendo do tipo de tecido ou células avaliados (MARITIM et al.,
2003).

A catalase, outra enzima antioxidante avaliada, exerce duas fun¢des: uma delas
€ a decomposicdo do H,O, para gerar agua e oxigénio molecular e, a segunda, é a
oxidacao dos doadores de hidrogénio, como metanol, etanol, fendis, a custa de um mol
de peroxido (AEBI, 1984)

Os nossos resultados mostraram diminuicdo na atividade da catalase nos
animais do grupo diabético sem tratamento comparado aos animais do grupo controle,
assim como nos relatos de SHIM et al. (2008), MATSUNAMI et al. (2010) e TRIPATHI e
CHANDRA (2010). A expressdo do RNAm da catalase no entanto mostrou resultado
oposto, ao se apresentar maior no grupo de animais diabéticos do que no controle. Os
mesmos resultados foram observados por LIMAYE et al. (2003), que observaram um
aumento na expressdo génica do RNAmM para catalase no cortex renal de ratos
diabéticos (induzido por STZ) em contraste com uma reducéo na atividade da enzima,
sugerindo uma regulacédo poés-transcricional da expressao da catalase. O tratamento
com o extrato de B. trimera na dose de 600 mg/kg mostrou diminuir a expressédo do
RNAm da catalase.

A glutationa (GSH) é um tripeptideo (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina) que exerce
papel central na defesa antioxidante, destacando-se sua fungdo como cofator da familia
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de enzimas glutationa peroxidases (GPx), em que desempenha papel protetor contra o
estresse oxidativo, com sua oxidagcdo a glutationa dissulfeto (GSSG). A sintese “de
novo” da glutationa ocorre principalmente no figado (JEFFERIES et al., 2003)

A enzima glutationa peroxidase catalisa a inativacdo do peroxido de hidrogénio e
hidroperdxidos de lipidios, através da formacdo de uma ponte dissulfeto entre duas
moléculas de glutationa reduzida, formando a glutationa oxidada (HUBER et al., 2008).

O nosso estudo mostrou diminuicdo na expressao e atividade da enzima GPXx.
Esses resultados corroboram com outros encontrados na literatura, como no estudo de
GUERRA et al. (2011) em que ambos, expressao e atividade, estavam diminuidos em
ratos diabéticos por 30 dias. SHIM et al. (2008) também encontraram menor atividade
de GPx em figado de ratos diabéticos, e SHAJEELA et al. (2012) encontraram menor
atividade em eritrocitos de ratos diabéticos.

Os resultados das enzimas antioxidantes, se analisados concomitantemente, nos
permite inferir que os animais diabéticos sem tratamento apresentaram elevada
concentracdo de H,O; hepatico, visto que a elevada atividade da SOD faz com que haja
grande producéo desta ERO, e a baixa atividade da catalase e GPx faz com que essas
defesas antioxidantes enzimaticas sejam insuficientes para neutralizar o H,O, gerado.

Os niveis de glutationa reduzida e oxidada sdo mantidos pelas atividades das
enzimas glutationa redutase que converte a glutationa oxidada a reduzida em presenca
de NADH, e glutationa peroxidase, enquanto atua como antioxidante. Quando em
excesso, a glutationa oxidada é transportada para fora da célula para que seja mantida
a homeostase, entretanto, quando acumulada no interior da célula, a glutationa oxidada
gera estresse oxidativo e varios componentes celulares se tornam vulneraveis a dano
pelas espécies reativas, especialmente membranas lipidicas, proteinas e DNA
(SHAJEELA et al., 2012, HUBER et al., 2008).

Os resultados do nosso experimento mostraram aumento na concentracao de
glutationa reduzida, e diminuigcdo na concentracdo de glutationa oxidada pelos animais
diabéticos. Entretanto, verificamos ainda um aumento na atividade da glutationa
redutase nos animais diabéticos, sendo esta enzima a possivel responsavel pelo baixo
nivel de glutationa oxidada nos animais diabéticos. WOHAIEB e GODIN (1987) também

encontraram maior atividade de glutationa redutase em figado de ratos diabéticos, e
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BOHR et al. (2004) ndo encontraram alteracdo na atividade de GR entre animais
controles e diabéticos.

Neste contexto, podemos sugerir que a glutationa peroxidase, que esta sendo
expressa em pequena quantidade, ndo esta neutralizando os hidroperoxidos gerados
pela SOD, e nem convertendo grandes quantidades de glutationa reduzida a oxidada. A
glutationa redutase por sua vez, estd em elevada atividade na tentativa de manter a
homeostase do organismo, evitanto o acumulo de glutationa oxidada.

PADUA et al. (2010) verificou excelente efeito antioxidante do extrato
hidroetandlico de B. trimera com tratamento in vivo, na dose de 600 mg/kg, no modelo
experimental de inflamacgéo induzida por paracetamol. Entretanto, o tratamento por sete
dias com este mesmo extrato na mesma dose (600 mg/kg) ou ainda com uma dose
superior (1200 mg/kg) ndo apresentou efeito na modulacdo do estresse oxidativo
induzido pelo diabetes em ratas Fischer.

Embora o tratamento por sete dias com o extrato hidroetandlico de B. trimera néo
tenha sido eficaz nas doses testadas para o modelo experimental utilizado, o estudo
nos permitiu sugerir um mapeamento das defesas antioxidantes para o modelo
experimental de diabetes induzido por aloxano, visto que 0 Nn0sSso grupo de pesquisa
ainda néo havia realizado todas estas dosagens de enzimas antioxidantes na linhagem
Fisher (Figura 14).

E importante ressaltarmos a relevancia deste estudo no que se refere ao uso da
carqgueja como possivel coadjuvante no tratamento do diabetes, visto que esta é
popularmente utilizada para este fim, conforme descrito por TROJAN-RODRIGUES et
al. (2012) e Feij6 et al. (2012). No entanto, este € o primeiro estudo que realiza um
mapeamento detalhado do efeito do extrato de B. trimera sobre o0s parametros

bioquimicos e oxidativos no modelo experimental de diabetes tipo 1.
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RATAS FISCHER DIABETICAS POR ALOXANO EM TRATAMENTO DE 7 DIAS

ACUMULO DE H,0,

1 csH

s lGPx tGR

1 GSSG

Figura 14: Mapeamento das defesas antioxidantes no modelo experimental
utilizado.
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7. CONCULSAO

Os resultados apresentados neste estudo compravaram o potencial antioxidante
in vitro do extrato hidroetandlico da Baccharis trimera, e confirmaram que este néo
apresenta evidéncia de toxicidade. No entanto, no modelo experimental utilizado, n&o
foi verificado o potencial hipoglicemiante e nem antioxidante in vivo com as doses
utilizadas.

Os animais diabéticos ndo apresentaram alteracdes nos biomarcadores de dano
oxidativo hepatico, mas as alteracdes das enzimas antioxidantes nos permitiu verificar o
quadro de estresse oxidativo. Entretanto, o tratamento por sete dias em ratas Fischer
diabéticas com as doses de 600 ou 1200 mg/kg do extrato obtido néo foi eficaz para
modular o estresse oxidativo nesses animais.

O estudo nos permitiu sugerir um mapeamento do status antioxidante no modelo
experimental avaliado, no qual observa-se o aumento da atividade da enzima SOD, e
diminuicdo da atividade das enzimas catalase e GPx. Mais estudos devem ser
realizados para confirmar este perfil antioxidante enzimatico em ratas diabéticas.

Por ser o primeiro estudo avaliando o uso da Baccharis trimera como
coadjuvante no tratamento do diabetes, deve-se recomendar cautela no uso desta
planta em funcéo dos resultados obtidos.

58



Nascimento, NN Referéncias

8. REFERENCIAS

ABAD, M. J.; BERMEJO, P. Baccharis (Compositae): a review update. Arkivoc (vii): 76-
96. 2007.

AEBI, H. Catalase in vitro. Methods Enzymology. 105: 121-106.1984.

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION (ADA). Diagnosis and Classification of Diabetes
Mellitus. Diabetes Care. 33(1): s62-s69. 2010.

ASHISH, B.; SWAPNIL, G. Hypoglycemic Effect of Polyherbal Formulation in
Alloxan Induced Diabetic Rats. Pharmacologyonline. 3: 764-773. 2011

AVANCINI, C. A. M.; WIEST, J. M.; MUNDSTOCK, E. Atividade bacteriostatica e
bactericida do decocto de Baccharis trimera (Less.) D.C., Compositae, cargueja, como
desinfetante ou anti-séptico. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia.
52(3). 2000.

BAYNES, J. W. Role of oxidative stress in development of complications in diabetes.
Diabetes. 40: 405-412, 1991.

BEAL, M. F. Oxidatively modified proteins in aging and disease. Free Radic Biol Med.
32: 797-803. 2002.

BHOR, V. M.; RAGHURAM, N.; SIVAKAMI, S. Oxidative damage and altered
antioxidant enzyme activities in the small intestine of streptozotocin-induced diabetic
rats. The International Journal of Biochemistry & Cell Biology. 36: 89-97, 2004.

BORGES, K. B.; BAUTISTA, H. B.; GUILERA, S. Diabetes — Utilizacdo de plantas
medicinais como forma opcional de tratamento. Revista Eletronica de Farmacia. V(2):
12 - 20, 2008.

BRAND-WILLIAMS, W.; CUVELIER, M. E.; BERSET, C. Use of a Free Radical Method
to Evaluate Antioxidant Activity. Lebensmittel-Wissenschaft und-Technologie. 28 (1): 25-
30. 1995.

BRASIL. Formulario de Fitoterapicos da Farmacopéia Brasileira. Brasilia: Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), 2011. 126p.

BROWNLEE, M. Biochemistry and molecular cell biology of diabetic complications.
Nature. 414: 813-820. 2001.

BUEGE, J. A.; AUST, S. D. Microsomal lipid peroxidation. Methods in Enzymology. 52:
302-310. 1978.

59



Nascimento, NN Referéncias

BUKAN, N.; SANACK, B.; YAVUZ, O.; KOCA, C.; TUTKUN, F.; OZCELIKAY, A. T,
ALTAN, N. Lipid peroxidation and scavenging enzyme levels in the liver of strptozotocin-
induced diabetic rats. Indian Journal of Biochemistry & Biophysics. 40: 447-450, 2003.

CECILIO A. B.; RESENDE, L. B.; COSTA, A. C.; COTTA, M. M.; GIACOMINI, L. F.;
GOMES, L. C., SILVA, L. A.;; VAZ, C. P. O.; OLIVEIRA, F. Q. Espécies vegetais
indicadas no tratamento de diabetes. Revista Eletrdnica de Farmacia. V(3): 23-27,
2008.

CHENG W.; Fu Y. X.; PORRES J. M.; ROSS D. A,; LEI X. G. Selenium-dependent
cellular glutathione peroxidase protects mice against a pro-oxidant-induced oxidation of
NADPH, NADH, lipids, and protein. FASEB J. 13: 1467-75, 1999.

COELHO, M. G. P.; REIS, P. A,; GAVA, V. B.; MARQUES, P. R.; GAYER, C. R,
LARANJA, G. A. T.; FELZENSWALB, I.; SABINO, K. C. C. Anti-arthritic effect and
subacute toxicological evaluation of Baccharis genistelloides aqueous extract.
Toxicology Letters. 154: 69-80, 2004.

DALLE-DONE, I.; ROSSI, R.; COLOMBO, R.; GIUSTARINI, D. MILZANI, A. Biomarkers
of Oxidative Damage in Human Disease. Clinical Chemistry. 52(4): 601-623. 2006

DIAS, L. F. T. et al. Atividades antitllcera e antioxidante Baccharis trimera (Less) DC
(Asteraceae). Brazilian Journal of Pharmacognosy. 19(1B): 309-314. 2009.

ETUK, E. U. Animals models for studying diabetes mellitus. Agric. Biol. J. N. Am. 1(2):
130-134, 2010.

FEIJO, A.M.; BUENO, M.E.N.; CEOLIN, T.; LINCK, C.L.; SCHWARTZ, E.; LANGE, C.;
MEINCKE, S.M.K.; HECK, R.M.; BARBIERI, R.L.; HEIDEN, G. Plantas medicinais
utilizadas por idosos com diagndstico de Diabetes mellitus no

tratamento dos sintomas da doenga. Rev. Bras. Pl. Med., 14(1): 50-56, 2012.

FIGUEIREDO, A. P.; PEREIRA, R. S. Estudo dos efeitos de capsulas de carqueja
(Baccharis trimera (less) d.c.), sobre o metabolismo lipidico de pacientes em processo
de emagrecimento. Revista Online Conexao Cléncia. 4(1), 2009.

FRIDOVICH, I. Superoxide anion radical, superoxide dismutases and related matters.
Journal of Biological Chemistry, 272, 18515- 18517, 1997.

GENE, R. M.; CARTANA, C.; RARELLA, T.; CANIGUERAL, S. Anti-inflamatory and
analgesic of Baccharis trimera: identification of its active constituents. Planta Medica.
62: 232-235, 1996.

GRANCE, S. R. M.; TEIXEIRA, M. A.; LEITE, R. S.; GUIMARAES, E. B; SIQUEIRA, J.
M.: FILIU, W. F. O.; VASCONCELOS, S. B. S.; VIEIRA, M. C. Baccharis trimera: Effect

60



Nascimento, NN Referéncias

on hematological and biochemical parameters and hepatorenal evaluation in pregnant
rats. Journal of Ethnopharmacology. 117: 28-33, 2008.

GRIESMACHER, A.; KINDHAUSER, M.; ANDERT, S. E.; SCHREINER, W.; TOMA, C.;
KNOEBL, P.; PIETSCHMANN, P.; PRAGER, R.; SCHNACK, C.; SCHEMTHANER, G.;
MUELLER, M. M. Enhanced serum levels of thiobarbituric-acid-reactive substances in
diabetes mellitus. The American Journal of Medicine. 98(5):469-475, 1994.

GUERRA, J. F. C., MAGALHAES, C. L.B., COSTA, D. C., SILVA, M. E., PEDROSA, M.
L. Dietary acai modulates ROS production by neutrophils and gene expression of liver
antioxidant enzymes in rats. J Clin Biochem Nutr. 49(3): 188-194, 2011.

HADDAD J. J.; HARB H. L. L-gamma-Glutamyl-L-cysteinyl-glycine (glutathione; GSH)
and GSH-related enzymes in the regulation of pro- and anti-inflammatory cytokines: a
signaling transcriptional scenario for redox(y) immunologic sensor(s)? Mol.Immunol. 42:
987-1014, 2005.

HALLIWEL, B.; GUTTERIDGE, J. M. C. Reactive species and disease: fact, fiction or
filibuster? In: Free radicals in biology and medicine. 4. ed. New York: Oxford,
2007. Capitulo 9. p. 508-514.

HUBER, P. C.; ALMEIDA, W. P; FATIMA, A. GLutationa e enzimas relacionadas: papel
biolégico e importancia em processos patolégicos. Quimica Nova. 31(5): 1170-1179,
2008.

INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION (IDF). Diabetes Atlas 5th edition. 2011.
Disponivel em: <http://www.idf.org/media-events/press-releases/2011/diabetes-atlas-
5th-edition>. Acesso em: 15 de novembro de 2011.

JEFFERIES H., COSTER J., KHALIL A., BOT J., MCCAULEY R. D.; HALL J. C.
Glutathione. ANZ.J.Surg. 73: 517-22, 2003

JOHANSEN, J. S.; HARRIS, A. K.; RYCHLY, D.; ERGUL, A. Oxidative stress and the
use of antioxidants in diabetes: Linking basic science to clinical practice. Cardiovascular
Diabetology. 4(5): 1-11. 2005.

JONES, D. P. Redefining Oxidative Stress. Antioxidants & Redox Signaling. 8(9/10):
1865-1879. 2006

JORDAO Jr., A. A., CHIARELLO, P. G., BERNARDES, M. S. M., VANNUCCHI, H.
Peroxidacao lipidica e etanol: papel da glutationa reduzida e da vitamna E. Medicina,
Ribeirdo Preto, 31, 434-449, 1998.

KAKKAR, R.; MANTHA, S. V.; RADHI, J.; PRASAD, K.; KARLA, J. Increased oxidative
stress in rat liver and pancreas during progression of streptozotocin-induced diabetes.
Clinical Science. 94: 623-632, 1998.

61


http://www.idf.org/media-events/press-releases/2011/diabetes-atlas-5th-edition
http://www.idf.org/media-events/press-releases/2011/diabetes-atlas-5th-edition

Nascimento, NN Referéncias

KAPPEL, V. D.; PEREIRA, D. F.; CAZAROLLI, L. H.; GUESSER, S. M.; SILVA, C. H.
B.; SCHENKEL, E. P.; REGINATTO, F. H.; SILVA, F. R. M. B. Short and Long-Term
Effects of Baccharis articulata on Glucose Homeostasis. Molecules.17: 6754-6768,
2012.

LEVINE; R. L., WILLIAMS; J. A., STADTMAN, E. R.; SHACTER, E. Carbonyl assays for
determination of oxidatively modified proteins. Methods in Enzymology. 233: 346-357.
1994.

LIMAYE P. V., RAGHURAM N.; SIVAKAMI S. Oxidative stress and gene expression of
antioxidant enzymes in the renal cortex of streptozotocin-induced diabetic rats. Mol.Cell
Biochem. 243: 147-52, 2003.

LOWRY, O. H.; ROSEBROUGH, N. J.; FARR, A. L.; RANDALL, R. J. Protein
measurement with the Folin phenol reagent. The Journal of Biological Chemistry. 193:
265-275. 1951.

MANGIATERRA, P. A.; Evaluacion de paradmetros botanicos y fitoquimicos para El
control de calidad de cargueja. Buenos Aires, Argentina: Universidade de Belgrano.
43p. 2005.

MARITIM, A.C., SANDERS, R.A., WATKINS Ill, J.B. Diabetes, oxidative stress, and
antioxidants: a review. J Biochem Mol Toxicol, 17, 24-38, 2003.

MARKLUND, S. L., HOLME, E., HELLNER, L. Superoxide dismutase in extracellular
fluids. Clim Chim Acta, 126, 41-51, 1982.

MATSUNAMI, T., SATO, Y., SATO, T., ARIGA, S., SHIMOMURA, T., YUKAWA, M.
Oxidative stress and gene expression of antioxidant enzymes in the streptozotocin-
induced diabetic rats under hyperbaric oxygen exposure. Int J Clin Exp Pathol, 3, 177-
188, 2010.

MAZZANTI, C. M., SCHOSSLER, D. R., FILAPPI, A., PRESTES, D., BALZ, D., MIRON,
V., MORSCH, A., SCHETINGER, M. R. C., MORSCH, V. M., CECIM, M. Extrato da
casca de Syzyium cumini no controle da glicemia e estresse oxidativo de ratos normais
e diabéticos. Cienc Rural, 33, 6, 1061-1065, 2003.

MENDES, F. R.; TABACH, R.; CARLINI, E. A. Evaluation of Baccharis
trimera and Davilla rugosa in tests for adaptogen activity. Phytotherapy Research. 21(6):
517-522, 2007.

MEYER, B. N. Brine Shrimp: A Convenient General Bioassay for Active Plant
Constituents. Journal of Medicinal Plant Research. 45: 31-34. 1982.

MORAIS, S. M. et al. Acéo antioxidante de chas e condimentos de grande consumo no
Brasil. Brazilian Journal of Pharmacognosy. 19(1B): 315-320. 2009.

62



Nascimento, NN Referéncias

MOTTA, V. T. Bioquimica clinica para o laboratério: principios e interpretacdes. Caxias
do Sul: Editora Médica Missau. p. 419. 2003.

NAUDI, A. et al. Cellular Dysfunction in Diabetes as Maladaptive Response to
Mitochondrial Oxidative Stress. Experimental Diabetes Research. 2012: 1-14. 2011.

NISHIKAWA, Y., EDELSTEIN, D., DU, X. L., YAMAGISHI, S., MATSUMURAI, T.,
KANEDA, Y., YOREK, M. A., BEEBE, D., OATES, P. J., HAMMES, H. P., GIARDINO, I.,
BROWNLEE, M. Normalizing mitochondrial superoxide production blocks three
pathways of hiperglycaemic damage. Nature, 404, 787-790, 2000.

NOGUEIRA-MACHADO, J. A., PURISH, S., MATTOS, R. T., VELOSO, C. A., REIS, J.
S. Estressse oxidativo: Revisdo da sinalizagdo metabdlica no diabetes tipo 1. Arq Bras
Endocrinol Metab, 52, 1096-1105, 2008.

OLIVEIRA, A. C. P.: ENDRINGER, D. C.; AMORIM, L. A. S.; BRANDAO, M. G. L.
COELHO, M. M. Effect of the extracts and fractions of Baccharis trimera and Syzygium
cumini on glycaemia of diabetic and non-diabetic mice. Journal of Ethnopharmacology.
102: 465-469. 2005.

OLIVEIRA, C. B.; COMUNELLO, L. N.; LUNARDELLI, A.; AMARAL, R. H.; PIRES, M.
G.; SILVA, G. L.; MANFREDINI, G.; VARGAS, C. R.; GNOATTO, S. C. B; OLIVEIRA, J.
R.; GOSMANN, G. Phenolic Enriched Extract of Baccharis trimera Presents Anti-
inflammatory and Antioxidant Activities. Molecules. 17: 1113-1123. 2012

PADUA, B. C.; SILVA, L. D.; ROSSONI-JUNIOR J. V.; HUMBERTO, J. L.; CHAVES, M.
M.; SILVA, M. E.; PEDROSA, M. L.; COSTA, D. C. Antioxidant properties of Baccharis
trimera in the neutrophils of Fisher rats. Journal of Ethnopharmacology. 129: 381-386.
2010.

PADUA, B. C. Efeito antioxidante do extrato hidroalcodlico de Baccharis trimera: uma
avaliagdo in viro e in vivo. Ouro Preto: 2010. Disponivel em:
<http://www.tede.ufop.br/tde_busca/arquivo.php?codArquivo=484> . Acesso em 24 de
janeiro de 2013.

PAUL, E. L.; LUNARDELLI, A.; CABERLON, E.; OLIVEIRA, C. B.; SANTOS, R. C. V,;
BIOLCHI, V.; BASTOS, C. M. A.; MOREIRA, K. B.; NUNES, F. B.; GOSMANN, G.;
OLIVEIRA, J. R. Anti-inflammatory and Immunomodulatory Effects of Baccharis trimera
Aqueous Extract on Induced Pleurisy in Rats and Lymphoproliferation In Vitro.
Inflammation. 32(6): 419-425. 2009.

PERCIVAL, M. Antioxidants.Clinical Nutrition Insights. 10, 1998.

PIETTA, P. G. Flavonoids as antioxidants. Journal of Natural Products. 63(7): 1035-
1042. 2000.

63



Nascimento, NN Referéncias

PORTERO-OTIN, M.; PAMPLONA, R.; RUIZ, M. C.; CABISCOL, E.; PRAT, J;
BELLMUNT, M. J. Diabetes Induces an Impairment in the Proteolytic Activity Against
Oxidized Proteins and a Heterogeneous Effect in Nonenzymatic Protein

M o d i fications in the Cytosol of Rat Liver and Kidney. Diabetes, 48: 2215-2220, 1999

RAHIMI, P; KABIRI, N.; ASGARY, S.; SETORKI, M. Anti-diabetic effects of walnut oil on
alloxan-induced diabetic rats. African Journal of Pharmacy and Pharmacology. 5(24):
2655-2661, 2011.

RAINS, J. L.; JAIN, S. K.; Oxidative stress, insulin signaling and diabetes. Free Radical
Biology and Medicine. 50: 567-575. 2011.

RAVI, K., RAMACHANDRAN, B., SUBRAMANIAN, S. Effect of Eugenia Jambolana
seed kernel on antioxidant defense system in streptozotocin-induced diabetes in
rats. Life Sciences, 75, 2717-31, 2004.

RODRIGUES, C. R. F.; DIAS, J. H.; MELLO, R. N.; RICHTER, M. F.; PICADA, J. N,;
FERRAS, A. B. F.; Genotoxic and antigenotoxic properties of Baccharis trimera in mice.
Journal of Ethnopharmacology. 125(1): 97-101, 2009.

ROLO, A. P.; PALMEIRA, C. M. Diabetes amd mitocondrial function: Role of
hyperglycemia and oxidative stress. Toxicology and Applied Pharmacology. 212: 167-
178, 2006.

ROSSONI-JUNIOR, J. V.; ARAUJO, G. R.; PADUA, B. C.; CHAVES, M. M.; PEDROSA,
M. L.; SILVA, M. E.; COSTA, D. C. Annato extract and [B-carotene modulate the
production of reactive oxigen species/nitric oxide in neutrophils from diabetic rats. J.
Clin. Biochem. Nutr. 50(3):177-183, 2012.

RUIZ, A. L. T. G.; TAFFARELLO, D.; SOUZA, V. H. S.; CARVALHO, J. E. Farmacologia
e Toxicologia de Peumus boldus e Baccharis genistelloides. Revista Brasileira de
Farmacognosia. 18(2): 295-300, 2008.

SADI G., YILMAZ O.; GURAY T. Effect of vitamin C and lipoic acid on streptozotocin-
induced diabetes gene expression: mRNA and protein expressions of Cu-Zn SOD and
catalase. Mol.Cell Biochem. 309: 109-16, 2008.

SADI G.; GURAY T. Gene expressions of Mn-SOD and GPx-1 in streptozotocin-induced
diabetes: effect of antioxidants. Mol.Cell Biochem. 327: 127-34, 2009.

SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES (SBD). Diretrizes da Sociedade Brasileira de
Diabetes 2009. Sao Paulo: 2009

SHAJEELA, P. S.; KALPANADEVI, V.; MOHAN, V. R. Potential antidiabetic,
hypolipidaemic and antioxidant effects of Nymphaea pubescens extract in alloxan
induced diabetic rats. Journal of Applied Pharmaceutical Science. 2(02): 83-88, 2012.

64



Nascimento, NN Referéncias

SHIM, J.; KIM, Y. J.; LEE, H. Effects of soybean isoflavone extract on the plasma lipid
profiles and antioxidant enzyme activity in streptozotocin-induced diabetic rats. Nutrition
Research and Practice. 2(4): 218-226, 2008.

SIES, H. Strategies of antioxidant defense. European Journal of Biochemistry. 215(2):
213-219. 1993

SLATER, T. F. Free-radical mechanisms in tissue injury. Biochem. J. 222: 1-15, 1984.

SOUSA, C. M. M.; SILVA, H. R.; VIEIRA-Jr, V. M.; AYRES, M. C. C.; COSTA, C. L. S;;
ARAUJO, D. S.; CAVALCANTE, L. C. D.; BARROS, E. D.;: ARAUJO, P. B. M.;
BRANDAO, M. S.;: CHAVES, M. H. Fendis totais e atividade antioxidante de cinco
plantas medicinais. Quimica Nova. 30(2): 351-355. 2007.

SOUZA, S. P, PEREIRA, L. L. S.; SOUZA, A. A.; SANTOS, C. D. Inhibition of
pancreatic lipase by extracts of Baccharis trimera: evaluation of antinutrients and effect
on glycosidases. Brazilian Journal of Pharmacognosy. 21(3): 450-455. 2011.

STADLER K., JENEI V., VON B. G., SOMOGYI A.; JAKUS J. Increased nitric oxide
levels as an early sign of premature aging in diabetes. Free Radic.Biol.Med. 35: 1240-
51, 2003.

STANLEY, P.; PRINCE, M.; MENON, V. P. Hypoglycaemic and other related actions of
Tinospora cordifolia roots in alloxan-iduced diabetic rats. Journal of Ethnopharmacology.
70(1): 9-15, 2000.

STEGELMEIER, B. L.; SANI, Y.; PFISTER, J. A. Baccharis Pteronioides Toxicity in
Livestock and Hamsters. J Vet Diagn Invest. 21:208-213, 2009.

SZKUDELSKI, T. The Mechanism of Alloxan and Streptozotocin Action in B-Cells of the
Rat Pancreas. Physiol. Res. 50: 536-546, 2001.

TANG, V.; WANG, J. Oxidative Stress in Bipolar Disorder. Biochemistry e Analytical
biochemistry. doi:10.4172/2161-1009.S2-002, 2012.

TIGANIS, T. Reactive oxygen species and insulin resistance: the good, the bad and the
ugly. Trends in Pharmacological Sciences. 32(2): 82-89. 2011

TRIPATHI, U. N.; CHANDRA, D. Anti-hyperglycemic and anti-oxidative effect of
agueous extract of Momordica charantia pulp and Trigonella foenun graecum seed in
alloxan-induced diabetic rats. Indian Journal of Biochemistry e Biophysics. 47: 227-233,
2010.

TROJAN-RODRIGUES, M.; ALVES, T. L. S.; SOARES, G. L. G. RITTER, M. R. Plants
used as antidiabetics in popular medicine in Rio Grande do Sul, southern Brazil. Journal
of Ethnopharmacology. 139: 155-163. 2012.

65



Nascimento, NN Referéncias

VALKO, M. et al. Free radicals and antioxidants in normal physiological functions and
human disease. The international journal of biochemistry e cell biology. 39: 44-84. 2007.

VERDI, L. G.; BRIGHENTE, I. M. C.; PIZZOLATTI, M. G. Género Baccharis
(asteraceae): aspectos quimicos, econdmicos e bioldgicos. Quimica Nova. 28(1): 85-94.
2005.

VIEIRA, T. O. et al. Antioxidant effects of crude extracts from Baccharis species:
inhibition of myeloperoxidase activity, protection against lipid peroxidation, and action as
oxidative species scavenger. Brazilian Journal of Pharmacognosy. 21(4): 601-607.
2011.

VINCENT, A. M. Oxidative Stress in the Pathogenesis of Diabetic Neuropathy.
Endocrine Reviews. 25(4):612—-628. 2004.

WABEL, N. A.; MOUSA, H. M.; OMER, O. H.; ABDEL-SALAM, A. M. Biological
evaluation of aqueous herbal extracts and stirred yoghurt filtrate mixture against alloxan-
induced oxidative stress and diabetes in rats. International Journal of Pharmacology.
4(2): 135-139, 2008.

WEST, |. C. Radicals and oxidative stress in diabetes. Diabetic Medicine. 17:; 171-180,
2000.

WIEST, J. M.; CARVALHO, H. H. C.; AVANCINI, C. A. M.; GONCALVES, A. R. Inibicao
e inativacdo in vitro de Salmonella spp. com extratos de plantas com indicativo
etnografico medicinal ou condimentar. Arq. Bras. Med. Vet. Zootec. 61(1): 119-127,
20009.

WILD, S., ROGLIC, G., GREEN, A., SICREE, R., KING, H. Global prevalence of
diabetes. Estimates for theyear 2000 and projections for 2030. Diabetes Care, 27 5,
1047-53, 2004.

WOHAIEB, S. A.; GODIN, D. V. Alterations in Free Radical Tissue-Defense
Mechanisms in Streptozocin-Induced Diabetes in Rat: Effects of Insulin Treatment.
Diabetes. 36:1014-18, 1987.

XIONG, Q, XIE, P., LI, H., HAO, L., LI, G., QIU, T., LIU, Y. Acute effects of microcystins

exposure on the transcription of antioxidant enzyme genes in three organs (liver, kidney,
and testis) of male Wistar rats. J Biochem Mol Toxicol, 24, 361-367, 2010.

66



Nascimento, NN Anexos

9. ANEXO
ANEXO 1 - PROTOCOLOS DAS DOSAGENS BIOQUIMICAS

e Alanina Aminotransferase

Principio

A ALT catalisa a transferéncia de grupos amina da alanina para o cetoglutarato, com
formacdo de glutamato e piruvato. Este é reduzido a lactato por acdo da lactato
desidrogenase (LDH), enquanto que a coenzima NADH é oxidada a NAD. A
consequente reducdo da absorbancia em 340 ou 365 nm, monitorizada
espectrofotometricamente, € diretamente proporcional a atividade da enzima na

amostra.

ALT
L-Alanina + Cetoglutarato — Piruvato + L-Glutamato

LDH
Piruvato + NADH — L-Lactato + NAD

Amostra
Recomenda-se jejum minimo de 8 horas. Usar soro ou plasma (EDTA, heparina). A
atividade enzimatica é estavel por 4 dias entre 2 — 8 °C e por 2 semanas a 10 °C

negativos.

Produto Utilizado

ALT/GPT Liquiform, Catélogo 74-4/30 - ANVISA - 10009010029

Labtest Diagnoéstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000
Reagente 1. Armazenar entre 2 — 8°C.

Reagente 2. Armazenar entre 2 — 8°C.

Reagente de Trabalho: O conjunto de um frasco de Reagente 1 e de um frasco de
Reagente 2 permite preparar o Reagente de Trabalho. Estavel por 5 dias entre 15 - 25
°C e 14 dias entre 2 — 8°C. Contém tampao 80 mmol/L, pH 7,8, L-Alanina 500 mmol/L,
2-cetoglutarato 15 mmo/L, NADH 180
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Equipamentos

1. Fotdmetro com cubeta termostatizada a 37 °C capaz de medir a absorbancia em
340 ou 365 nm com exatido.

2. Pipetas para medir amostras e reagentes.

3. Cronbmetro.

Procedimento

Condicoes de Reacao: comprimento de onda de 340 ou 365 nm; cubeta termostatizada
a 37°C com 10 mm de espessura de solucao; banda de passagem de 8 nm ou menos
e luz espuria menor que 0,1%.

1. Adicionar 0,1 mL de amostra a 1,0 mL do Reagente de Trabalho.

Homogeneizar.

Transferir para a cubeta termostatizada a 37 °C.

Esperar 1 minuto.

Fazer a leitura inicial, disparando simultaneamente o crondmetro.

o gk~ Wb

Repetir as leituras apés 1, 2 e 3 minutos.

Célculos

Calcular a média das diferencas de absorbancia por minuto (AA/minuto) e utilizar para
calcular o resultado.

ALT/GPT (U/L) 340 nm = A A/minuto x 1746

Converséao: Unidades Convencionais (U/L) x 16,7 = Unidades Sl (nkat/L).

e Aspartato Aminotransferase

Principio
A AST catalisa a transferéncia de grupos amina da alanina para o cetoglutarato, com
formacdo de glutamato e oxalacetato. Este € reduzido a malato por acdo da malato

desidrogenase (MDH), enquanto que a coenzima NADH é oxidada a NAD.
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A consequente reducdo da absorbancia em 340 ou 365 nm, monitorizada
espectrofotometricamente, é diretamente proporcional a atividade da enzima na

amostra.

ART
L-Aspartato + Cetoglutarato — Oxalacetato + L-Glutamato

MDH

Oxalacetato + NADH — L-Malato + NAD

Amostra
Recomenda-se jejum minimo de 8 horas. Usar soro ou plasma (EDTA, heparina). A
atividade enzimatica € estavel por 4 dias entre 2 — 8°C e por 2 semanas a 10°C

negativos.

Produto Utilizado

AST/GOT Liquiform, Catalogo 75-4/30 - ANVISA - 10009010018

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000

Reagente 1: Armazenar entre 2 — 8°C.

Reagente 2. Armazenar entre 2 — 8°C.

Reagente de Trabalho: o conjunto de um frasco de Reagente 1 e de um frasco de

Reagente 2 permite preparar o Reagente de Trabalho. Estavel por 5 dias entre 15 —

25°C e por 14 dias entre 2 — 8°C; Contém tampao 80 mmol/L,pH 7,8,L-Aspartato 240

mmol/L, 2-cetoglutarato 12 mmo/I,NADH 180 umol/I,LDH =900 U/L, MDH =600 U/L e

azida sodica 14,6 mmol/L.

Equipamentos

1. Fotdmetro com cubeta termostatizada a 37 °C capaz de medir a absorbancia em
340 ou 365 nm com exatidao.

2. Pipetas para medir amostras e reagentes.

3. Cronbmetro.
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Procedimento

Condicgbes de Reacédo: comprimento de onda de 340 ou 365 nm; cubeta termostatizada
a 37°C com 10 mm de espessura de solucéo; banda de passagem de 8 nm ou menos e
luz espuria menor que 0,1%.

1. Adicionar 0,1 mL de amostra a 1,0 mL do reagente de trabalho.

Homogeneizar.

Transferir para a cubeta termostatizada a 37 °C.

Esperar 1 minuto.

Fazer a leitura inicial, disparando simultaneamente o crondmetro.

o 0k w N

Repetir as leituras apos 1, 2 e 3 minutos.

Calculos

Calcular a média das diferencas de absorbancia por minuto (AA/minuto) e utilizar para
calcular o resultado.

AST/GOT (U/L) 340 nm = A A/minuto x 1746

Conversao: Unidades Convencionais (U/L) x 16,7 = Unidades SI (nkat/L).

e Colesterol HDL

Principio

As lipoproteinas de muita baixa densidade (VLDL) e as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) s&o quantitativamente precipitadas e, apos centrifugacao, o colesterol
ligado as lipoproteinas de alta densidade (Colesterol HDL) é determinado no

sobrenadante.
Amostra

O jejum nao é imprescindivel para a dosagem de colesterol HDL. Usar soro. O analito é

estavel por 3 dias entre 2 — 8°C.
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Produto Utilizado

Colesterol HDL, Catalogo 13 - ANVISA — 10009010026
Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000

Precipitante: Armazenar entre 2 — 8°C. Contém acido fosfotingstico 1,5 mmol/L e

cloreto de magnésio 54 mmol/L.

Padrdo - 20 mg/dL: Armazenar entre 2 — 8°C. Armazenar bem vedado para evitar

evaporacao.

Equipamentos
1. Centrifuga para tubos.

2. Fotbmetro capaz de medir com exatiddo a absorbancia em 500 nm ou filtro verde

(490 a 510 nm).

3. Banho-maria mantido a temperatura constante (37 °C).

4. Pipetas para medir amostras e reagentes.

5. Cronbmetro.

Procedimento
Precipitacdo das VLDL e LDL

Em um tubo 12 x 75 colocar 0,25mL de soro e 0,25mL de precipitante. Agitar

vigorosamente durante 30 segundos. A agitacdo sugerida é fundamental para obtencéo

de resultados consistentes. Centrifugar a 3.500 rpm por pelo menos 15 minutos para

obter um sobrenadante limpido. Pipetar o sobrenadante limpido imediatamente apés a

centrifugacéo, tomando o cuidado para nao ressuspender o precipitado, a fim de evitar

resultados falsamente elevados.

Utilizar com o Reagente 1 - Colesterol Liquiform Labtest Cat. 76. Tomar 3 tubos de

ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padrao
Sobrenadante @ |--—--- 01lmL  |--—--
Padrdo (n°2) |- |- 0,1 mL
Reagente 1 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
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Misturar e colocar no banho-maria a 37 °C durante 10 minutos. O nivel da 4gua no
banho deve ser superior ao nivel do reagente nos tubos de ensaio. Determinar as
absorbancias do teste e padrdo em 500 nm ou filtro verde (490 a 540 nm) acertando o

zero com o branco. A cor é estavel por 60 minutos.

Célculos

Absorbincia do Teste

HDL mg/dL = Absorbdncia do padrdo

Conversao de mg/dL para Unidade SI: mmol/L = mg/dL x 0,026

X 40

e Colesterol Total

Principio
O colesterol total € determinado de acordo com as seguintes reacoes:

Colesterol Esterase

Esteres de colesterol Colesterol + Acidos graxos

Colesterol Oxidase

Colesterol + O, Colest-4-en-ona + H,O»,

Peroxidase

2H,0; + Fenol + 4-Aminoantipirina — " Antipirilquinonimina + 4H,0

A intensidade da cor vermelha formada é diretamente proporcional & concentracdo de

colesterol na amostra.

Amostra

O jejum ndo é imprescindivel para a dosagem de colesterol total. Usar soro.
Anticoagulantes como citrato, oxalato ou EDTA produzem resultados falsamente
diminuidos. O analito € estavel por 7 dias entre 2 — 8 °C e varios meses a 10 °C
negativos.

Produto Utilizado

Colesterol Liquiform, Catalogo 76-2/100 - ANVISA - 10009010068

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000
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Reagente 1: Armazenar entre 2 — 8°C. Contém tampao 50 mmol, pH 7,0, fenol 24,0
mmol/L, colato de sédio 500 umol/L, azida sédica 15 mmol/L, 4 aminoantipirina 500
pmol/L, colesterol esterase 2250 U/L, colesterol oxidase 2250 U/L e peroxidase 21000
U/L.

Padrdo 200 mg/dL: Armazenar entre 2 — 8°C. Ap6s 0 manuseio armazenar bem vedado

para evitar evaporagdo. Contém azida sddica 15 mmol/L.

Equipamentos

1. Fotbmetro capaz de medir com exatiddo a absorbancia em 500 nm ou filtro verde
(490 a 510 nm).

2. Banho-maria mantido a temperatura constante (37 °C).

3. Pipetas para medir amostras e reagentes.

4. Cronbmetro.

Procedimento

Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padréo
Amostra @~ |--—--- 0,01mL |-
Padrdo (n°2) |- |- 0,01 mL
Reagente 1 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Misturar e colocar em banho-maria 37 °C 10 minutos. O nivel de 4gua no banho deve
ser superior ao nivel de reagentes nos tubos de ensaio. Determinar as absorbéancias do
teste e padrdo em 500 nm ou filtro verde (490 a 510 nm), acertando o zero com o
branco. A cor é estavel por 60 minutos.

Calculos
Absorbancia do Teste

Colesterol mg/dL: Absorbincia do padric

X 200

Conversao de mg/dL para Unidade SI: mmol/L = mg/dL x 0,026
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e Creatinina

Principio

O método se baseia na observacdo de que a reacdo da creatinina com o picrato
alcalino é muito rapida, enquanto a reacao do picrato com 0s cromogénios € mais lenta.
A medida da reacdo nos primeiros minutos permite a determinacdo da creatinina
verdadeira.

A creatinina e outros componentes do soro reagem com a solucao de picrato em meio
alcalino, formando um complexo de cor vermelha que € medido fotometricamente.

Creatinina + Acido Picrico = Picrato de Creatinina

Amostra

Para creatinina sérica recomenda-se jejum minimo de 8 horas. Soro ou plasma
(heparina, EDTA, fluoreto, oxalato, citrato). O anticoagulante Glistab (Labtest Cat. 29)
permite a colheita de uma sé amostra para as dosagens de creatinina, glicose e uréia.
O analito é estavel por 7 dias entre 2 — 8°C.

Produto Utilizado

Creatinina K, Catalogo 96 - ANVISA - 10009010143

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000
NaOH: Armazenar entre 15 — 30°C. Contém hidroxido de sodio 200 mmol/L.

Acido Picrico: Armazenar entre 15 — 30°C. Contém &cido picrico 22,2 mmol/L.

Padréo - 4,0 mg/dL: Armazenar entre 2 — 30°C. ApGs 0 manuseio, sugere-se armazenar
bem vedado para evitar evaporacéo.

Ferricianeto: Armazenar entre 15 — 30 °C. Contém ferricianeto de potassio 11 mmol/L.

Equipamentos

1. Fotdmetro com cubeta termostatizada capaz de medir com exatiddo a absorbancia
em 510 nm.

2. Pipetas para medir amostras e reagente.

3. Cronbmetro.
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Procedimento

Preparo do picrato alcalino: Misturar 4 volumes de NaOH (n° 1) com 1 volume de Acido
Picrico (n° 2). Estavel 15 dias entre 2 - 8 °C. O CO, atmosférico altera significativamente
a estabilidade do NaOH (No. 1) e do Picrato Alcalino, quando os reagentes sao
mantidos em recipientes abertos. A modificacdo da estabilidade é influenciada pelo
tempo de exposicdo e condigdes ambientais. Sugerimos manter na bandeja do
analisador somente o volume suficiente para a realizacdo de uma corrida analitica ou
usar as informacdes do controle da qualidade como indicador da necessidade de
realizar nova calibracao.

Procedimento: Ajustar o fotbmetro a zero em 510 nm com agua destilada. Adicionar 0,1
mL de padréo, soro, plasma ou urina diluida a 1,0 mL do Picrato Alcalino. Misturar e
aspirar imediatamente para a cubeta. Disparar um crondmetro e medir as absorbancias

aos 30 e 90 segundos.

Célculos

AA do Teste ou Padrao = Abs 90 segundos — Abs 30 segundos
A Abzorbincia do Tests

Creatinina (mg/dL):_". Abzorbincia do padrde

o4

e Glicose

Principio

A glicose oxidase catalisa a oxidacdo da Glicose a Acido Glucénico e Perdxido de
Hidrogénio. O peroxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob
acao catalisadora da peroxidase, através de uma reacdo oxidativa de acoplamento,
formando uma antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade de cor € proporcional a
concentracéo da glicose na amostra.

Amostra

Recomenda-se jejum minimo de 8 horas. Usar plasma ou soro. Realizar a colheita do

sangue utilizando um anticoagulante contendo um inibidor da glicolise. O uso do
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anticoagulante Glistab (Labtest cat. 29) permite a colheita de uma s6 amostra para as
dosagens de creatinina, glicose e uréia. As amostras de sangue ndo contendo
antiglicolitico devem ser centrifugadas imediatamente apds a colheita e o plasma ou
soro separados das células ou coagulo.

O analito é estavel por 8 horas em amostras colhidas com antiglicolitico. No plasma,
soro e outros liquidos separados das células, a glicose permanece estavel por 3 dias

entre 2 — 8°C, quando nao ocorre contaminacgao bacteriana.

Produto Utilizado

Glicose PAP Liquiform, Catalogo 84-2/250, 84-2/500 -ANVISA - 10009010003

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000
Reagente 1. Armazenar entre 2 — 8°C. Contém tampao 50 mmol/L; pH 7,5; glicose
oxidase =11.000U/L; peroxidase =700 U/L; 4-aminoantipirina 2290 pmol/L; fenol =1
mmol/L e azida sédica 7,5 mmol/L.

Padrdo - 100 mg/dL: Armazenar entre 2 — 30°C. ApOs 0 manuseio, sugere-se
armazenar bem vedado para evitar evaporacdo. Contém glicose 100 mg/dL e biocida
nao téxico. O estabilizador do padrédo pode precipitar-se em baixas temperaturas, fato
gue néo interfere na sua qualidade.

Equipamentos

1. Fotdbmetro capaz de medir com exatiddo a absorbancia em 505 nm ou filtro verde
(490 a 540 nm).

Banho-maria mantido a temperatura constante (37 °C).

Pipetas para medir amostras e reagentes.

Cronbmetro.

a k~ 0N

Procedimento
Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padréo
Amostra [-—--- 0,01mL  |-----
Padrdo (n°2) |- |- 0,01 mL
Reagente 1 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
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Misturar vigorosamente e colocar em banho-maria a 37°C durante 15 minutos. O nivel
da agua no banho deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos de ensaio.
Determinar as absorbancias do teste e padrdo em 505 nm ou filtro verde (490 a 540

nm), acertando o zero com o branco. A cor é estavel por 60 minutos.

Célculos
Absorbincia do Teste

. — — % 100
GllCOSE (mg/dL) = Absorbidncia do padrde

Conversao de mg/dL para unidade SI: mmol/L = mg/dL x 0,0556

e Tracilglicerois

Principio
Os triacilglicerds sao determinados de acordo com as seguintes reacdes:

Lipoprotema Lipase

Triacilglicerois Glicerol + Acidos Graxos

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

Glicarol—3—Fosfato oxidass

Glicerol-3-Fosfato + O, Dihidroxiacetona + H202

2 H202 + 4 Aminoantipirina + 4-Clorofenol Quinoneimina + 4 H20

A intensidade da cor vermelha formada € diretamente proporcional a concentracéo de

triacilglicerdis na amostra.

Amostra

Jejum de 12 a 14 horas. Usar soro ou plasma com EDTA. O analito € estavel por dois
dias entre 2 — 8°C. Armazenamento prolongado da amostra ndo € recomendado,
porque varias substancias podem ser hidrolizadas liberando glicerol, levando a
obtencao de resultados falsamente elevados. A heparina promove a ativagao in vivo ou
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in vitro da lipase da lipoproteina, fazendo com que a concentracdo dos triacilglicerodis se
reduza gradativamente em amostras contendo heparina.

Produto Utilizado

Triacilglicerdis Liquiform, Catalogo 87 - ANVISA - 10009010070

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000
Reagente 1 - Armazenar entre 2 - 8 °C. Contem tampao 50 mmol/L, pH 6,9; acetato de
magnésio 4 mmol/L; 4-clorofenol 5 mmol/L; 4-aminoantipirina 300 umol/L ATP 1,0
mmol/L; lipase da lipoproteina > 1400 U/L; glicerolquinase > 1000 U/L e azida sédica 7
mmol/L.

Padrédo - 200 mg/dL - Armazenar entre 2 - 30 °C. Contém triacilglicerois 200 mg/dL e
azida sodica 7 mmol/L.ApGs 0 manuseio sugere-se armazenar bem vedado, para evitar

evaporacao.

Equipamentos

1. Fotdbmetro capaz de medir com exatiddo a absorbancia em 505 nm ou filtro verde
(490 a 520nm).

2. Banho-maria mantido a temperatura constante (37°C).

3. Pipetas para medir amostras e reagentes.

4. Crondbmetro.

Procedimento

Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padrao
Amostra = |---- 0,01mL |-
Padrdo (n°2) |- |- 0,01 mL
Reagente 1 (n° 1) 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Misturar e colocar no banho-maria 37 °C por 10 minutos. O nivel da agua no banho
deve ser superior ao nivel do reagente nos tubos de ensaio. Determinar as
absorbancias do teste e padrdo em 505 nm ou filtro verde (490 a 520 nm) acertando o
zero com o branco. A cor é estavel por 60 minutos.

Calculos
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Abszorbincia do Teste

TR P —— X 200
Triacilglicerois (mg/dL) =4bserbancia do padrie

Conversao de mg/dL para Unidade SI: mmol/L = mg/dL x 0,0113

e Uréia

Principio

A uréia é hidrolisada pela urease a ions amonia e CO,. Os ions amonia reagem em pH
alcalino com salicilato e hipoclorito de sddio, sob a acao catalisadora do nitroprussiato
de sddio, para formar azul de indofenol. A formacao de cor é proporcional a quantidade

de uréia na amostra.

Amostra

Recomenda-se jejum minimo de 8 horas. Usar soro ou plasma (fluoreto, heparina,
EDTA) e urina. N&o usar anticoagulantes contendo amoénia. A concentracao de fluoreto
na amostra ndo deve ser maior que 3 mg/mL, pois o fluoreto em altas doses € inibidor
da urease. O uso do anticoagulante Glistab (Labtest Cat. 29) permite a colheita de uma
s6 amostra para as dosagens de uréia, glicose e creatinina. O analito € estavel no soro
ou plasma por 12 horas entre 15 — 25°C, por 3 dias entre 2 — 8°C e 3 meses a 20°C
negativos.

Produto Utilizado

Uréia CE, Catéalogo 27 - ANVISA - 10009010011

Labtest Diagnoéstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000
Urease: Armazenar entre 2- 8°C. Contém tampao fosfato 10 mmol/L, EDTA 6 mmol/L e
urease 268 KUJ/L.

Tampao (Estoque): Armazenar entre 2- 8°C. Contém tampéao fosfato 100 mmol/L pH
6,9, salicilato de s6dio 312 mmol/L, nitroprussiato de sodio 16,8 mmol/L.

Oxidante (Estoque): Armazenar entre 2- 8°C. Contém hidréxido de sédio 2,8 mol/L e
hipoclorito de sodio 121 mmol/L.

Padrdo - 70 mg/dl: Armazenar entre 2- 8°C bem vedado para evitar evaporacao.

Contém azida sodica 7,7 mmol/L.
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Preparo do Tampé&o de Uso: Adicionar o conteudo do frasco de tamp&o (100 mL) a 400
mL de agua destilada ou deionizada e misturar. Estavel 12 meses em frasco ambar,
entre 2 — 8°C.

Preparo do Oxidante de Uso: Adicionar o conteudo do frasco de oxidante (25 mL) a 475
mL de agua destilada ou deionizada e misturar. Estavel 12 meses em frasco plastico,
entre 2 e 8°C.

Preparo da Urease Tamponada: Adicionar 1,0 mL de urease a 20 mL do Tampao de

Uso. Estavel 21 dias em frasco de vidro ambar, entre 2 — 8°C.

Equipamentos

1. Fotdmetro capaz de medir com exatiddo a absorbancia em 600 nm (580 a 610 nm).
2. Banho-maria mantido a temperatura constante (37 °C).

3. Pipetas para medir amostras e reagentes.
4

. Cronbmetro

Procedimento

Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padréo
Amostra | ---- 001mL |-
Padrao (n°2) |- |- 0,01 mL
Urease tamponada 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Misturar e incubar a 37 °C durante 5 minutos e adicionar 1,0mL de oxidante de uso em
todos os tubos. Misturar e incubar a 37 °C durante 5 minutos. Determinar as
absorbéancias do teste e padrdo em 600 nm (580 a 610 nm), acertando 0 zero com 0O
branco. A cor é estavel por 2 horas.

Calculos
Absorbancia do Teste

Uréia (mg/dL) — Abszerbincia do padrio

X 200

Conversao de mg/dL para Unidade SI: mmol/L = mg/ dL x 0,166
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