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O diabetes mellitus é considerada uma doenga crénica e esta entre as emergenciais. A alcachofra
vem sendo relatada com potencial atividades antibacteriana, anti-inflamatoéria, antioxidante e
hipolipidémica. O presente trabalho avaliou os efeitos do extrato da alcachofra na prevengdo das
complicagdes cronicas do diabetes mellitus. A droga vegetal foi adquirida comercialmente. O
extrato seco foi obtido por maceragdo hidroetandlica (70% v/v). Utilizou ratos da linhagem
Wistar machos, estes foram submetidos ao Aloxano (150mg/kg, em salina 0,9%) intraperitoneal.
A Alcachofra foi administrada (0,2g/kg) em ratos diabéticos e ndo diabéticos por 30 dias. Os
marcadores bioquimicos foram avaliados por método enzimatico. A quantificagdo de polifendis
totais foi medida por método de Folin-Ciocalteau e o teor de flavonoides totais pelo método de
complexagdo com o cloreto de aluminio. A peroxidagao lipidica foi avaliada pela determinagdo

da malonaldeidos. A espécie vegetal, apresentou altos teores de polifenois totais e baixos teores
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flavonoides quando comparados com a literatura. O extrato da Alcachofra, foi capaz de controlar
os niveis glicémicos a curto e médio prazo, demonstrando uma melhora na analise do glicémico.

Em todos os 6rgdos analisados para o dano oxidativo, observamos uma redugio da peroxidagio
lipidica nos animais diabéticos tratados com o extrato.
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INTRODUCTION

As doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT) causam atualmente
16 milhdes de mortes prematuras (WHO, 2016). A Federagdo
Internacional de Diabetes (IDF) estimou que em 2017 cerca de 8,8%
da populagdo mundial entre 20 a 79 anos de idade vivia com diabetes,
neste estudo o Brasil se posicionou em quarto lugar com cerca de
12,5 milhdes de pessoas com esta doenga (SBD, 2019). De acordo
com o relatério da World Health Organization (WHO) postado em
2016, as pneumopatias, cardiopatias, o cancer, os acidentes
cerebrovasculares e o diabetes s3o os grandes determinantes por altos
indices de mortes prematuras. No Brasil, pesquisas citam trés grupos
responsaveis pela “epidemia de DCNT”, a doenca cardiovascular, o
diabetes, ¢ o acidente vascular encefalico (MALTA; SILVA JR,
2013). O diabetes mellitus ¢ caracterizado por um disturbio crénico,
que afeta o metabolismo de carboidratos, de gorduras e proteinas. O

neuropatia, retinopatia, nefropatia, e macrovasculares, que sdo os
acidentes vasculares cerebrais ¢ doenga cardiaca coronaria. Dentre as
complicagdes cronicas inerentes ao diabetes mellitus, a nefropatia e as
cardiopatias diabéticas segundo Moreira et al. (2008), acomete cerca
de 30% a 40% dos individuos com DM tipo 1 e de 10% a 40%
daqueles com DM tipo 2, representando a principal complicagido
microvascular do diabetes ¢ a maior causa de insuficiéncia renal
terminal em todo o mundo. Assim, compreender os mecanismos
bioldgicos de produtos naturais que possam melhorar o progndstico
das complicagdes cronicas do diabetes mellitus tem grande
relevancia, a busca de diferentes pesquisas para o tratamento das
DCNT pode auxiliar diretamente na economia do pais pois estas
causam um alto impacto no sistema de satide publico pelo grande
custo. De fato, a utilizacdo de produtos naturais vem sendo uma fonte
relevante para a descoberta de novos farmacos, somente para o
tratamento da diabetes mellitus tipo I e II, entre os anos de 1981 a
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2014, foram descobertos e aprovados 29 farmacos. (NEWMAN;
CRAGG, 2016). Estudos realizados por Terra et al, (2019)
mostraram que o tratamento com o extrato das folhas de alcachofra
foi capaz de controlar os niveis glicémicos, perfil lipidico e prevenir o
dano renal cronico em animais induzidos ao diabetes mellitus. Sendo
assim, a compreensdo dos mecanismos responsaveis pelos efeitos
benéficos a longo prazo é de extrema importdncia na busca de
substancias que possam se tornar prototipos a futuros farmacos.

MATERIAL E METODO

Os procedimentos utilizados neste estudo encontram-se descritos
abaixo.

Obtenciio do Extrato Bruto: Como matéria prima vegetal foram
utilizadas as folhasda Alcachofra (Cynarascolumus L.) que foi
adquirido comercialmente através da empresa de produgdo de
Extratos Vegetais Biotae©.

Determinacio do teor de fendis total: Os polifendis foram
determinados a partir do extrato bruto e pelo método de
Folin&Ciocalteau, usando como padrio o 4acido galico
(SINGLETON; ORTHOFER; LAMUNELA, 1999). Os resultados
foram determinados em gramas equivalentes de acido galico (g
GAE/100g extrato). As analises foram realizadas em triplicata.

Determinacio do teor de flavonoides: O teor de flavonoides totais
no extrato bruto foi analisado em solug¢des de extrato (1 mg/mL), de
acordo com o estudo de Kalia et al., (2008). A complexagdo
invariavel entre o aluminio e os flavonoides em meio de etanol foi
quantificada por espectrofotometria a 425 nm, pois neste
comprimento de onda é possivel analisar o teor de flavonoides sem a
interferéncia de substincias fendlicas (SOUZA, 2007). Foi utilizado
como padrio a quercetina em solugao etandlica, nas concentragdes de
10, 20, 40, 60, 80, 100 pg/mL, a fim de se obter a curva analitica. C =
(A + 0,0099) /0,0067, onde C foi concentragdo de flavonoides, A
absorbancia a 425 nm, e seu coeficiente de correlagdo R = 0,9896. O
valor de flavonoides foi quantificado pela alternancia entre a
absorbancia das amostras ¢ curva de calibragdo, entdo os valores
foram determinados como equivalentes de quercetina (g de
quercetina/100g de amostra). As analises foram feitas em triplicata.

Determinacio da capacidade sequestrante de DPPH: Para a
determinacdo da atividade sequestrante de radicais livres dos extratos,
os extratos brutos soluveis foram diluidos em agua destilada nas
concentracdes de 2,5 mg/ml, 1,25 mg/ml, 0,65 mg/ml, 1 ug/ml,
0,5ug/ml. Foram utilizadas soluc¢des de hidroxitoluenobutilado - BHT
aquosa nas concentragdes de 2,5 mg/ml, 1,25 mg/ml, 0,65 mg/ml, 1
ug/ml, 0,5 ug/ml, 2,2-difenil-1-picrilhidrazila — DPPH alcodlica
(0,02%) e etanol. Em tubos de ensaio foram adicionados 4 ml de
amostra (EBSA, EBSEM e¢ BHT) ¢ 1 ml de solug¢do de DPPH
(0,02%). Para o controle, foram adicionados 4 mL de etanol e 1 mL
de DPPH. As amostras foram incubadas pelo periodo de 30 minutos
em temperatura ambiente, protegidas de luz. A absorbancia (Aa) da
fracdo liquida foi determinada a 517 nm em espectrofotometro.

Indugio do diabetes mellitus: A indugio do diabetes foi feita com a
droga Aloxano, onde foi administrada aos ratos via intraperitoneal, na
concentragdo de 150 mg/Kg, dissolvido em salina 0,9% (pH 4,5). Os
animais que resultaram em glicemia acima de 200mg/dL foram
considerados diabéticos e separados proporcionalmente entre os
grupos diabéticos, para que os grupos apresentassem uma média
glicémica proximo ou igual ao inicio do projeto (JAOUHARI et al.,
2000; TANG et al. 2006).

Grupos Experimentais: Os animais utilizados neste experimento
foram ratos da linhagem Wistar, machos com idade de 8 semanas e
massa corporal de 326,64g +£28,5 desvio padrio, adquiridos do
Biotério Central da Universidade José Rosario do Vellano. Toda a
parte experimental deste trabalho foi aprovado pelo comité de ética
em experimentagdo animal sob o nimero de aprovagdo 09A/2018.
Para o desenvolvimento dos experimentos foram utilizados 4 grupos

experimentais contendo 5-14 animais em cada grupo, submetidos a
ciclos claro/escuro de 12h/12h. Os animais foram alojados no
Biotério do Laboratério de Farmacologia e Bioquimica Experimental,
sendo no maximo 5 animais por caixa de polietileno, tipo kaefiq,
autoclavavel, resistente a acidos, nas medidas de 49X34X16 cm.

A. Grupo controle/agua: composto por animais ndo diabéticos
e ndo submetidos ao tratamento com o extrato da
alcachofra. (n=5 animais)

B. Grupo diabético/agua: composto por animais submetidos ao
tratamento com aloxano e ndo tratados com o extrato da
alcachofra. (n=6 animais)

C. Grupo controle/extrato: composto por animais ndo
diabéticos e tratados com extrato da alcachofra. (n=10
animais)

D. Grupo diabético/extrato: foi composto por animais
submetidos ao tratamento com o aloxano e tratados com
extrato da alcachofra. (n=14 animais)

Administracio do extrato bruto: O extrato bruto foi diluido em
agua e administrado por gavagem durante 30 dias consecutivos. A
quantidade de extrato de Alcachofra determinada aos animais foi de
200mg/kg de massa do animal (GARY, R 2003).

Parametros biolégicos: Os pardmetros Dbiolodgicos foram
determinados ao decorrer do tratamento dos animais, por
monitoramento didrio do consumo de ragdo e da ingestao de agua.

Obtenciio das amostras biolégicas: No dia 31 os animais foram
anestesiados com tiopental (60 mg/kg) e o sangue foi colhido por
puncéo cardiaca e distribuido em diferentes tubos sem aditivo e com
gel ativador de coagulo, para obter o soro e tubos com anticoagulante
citrato de sédio e EDTA para a obter o sangue total. Foram retirados
para analises os orgéos Rins e Figado.

Avaliagdo do controle glicémico: Para determinagdo do controle
glicémico foram avaliados os parametros de glicemia de jejum e
frutosamina. A concentragcdo de glicose foi analisada no soro por
método enzimatico colorimétrico de ponto final. A avaliagdo dos
niveis séricos de frutosamina foi analisada por método cinético
colorimétrico baseado na redugdo do Nitrobluetetrazol, em
equipamento semi-automatizado da marca Bioplus 2000°.

Preparo do Homogeneizado de Figado e Rins: Foram feitas as
homogeneizagdes dos rins e figado como descrito por Jones et al.
(1998). Os orgdos foram retirados e homogeneizados a 4 °C em
tampao fosfato (PBS, pH 7,2) 0,1 M na proporc¢do SmL/g de 6rgao. O
homogeneizado foi centrifugado a 3000rpm, por 10 min, sendo
utilizado o sobrenadante para a determinacdo da peroxidagao lipidica.

Avaliacdo da peroxidacio lipidica: A determinagdo da peroxidagao
lipidica foi realizada por espectrofotometria em 535nm. Foram
quantificados os niveis séricos de malondialdeido (MDA) presente na
amostra, bem como o malondialdeido gerado a partir de
hidroperoxidos de lipideos pelas condi¢des hidroliticas da reagdo. Em
um tubo de ensaio foram incubados por 15 minutos a 95°C, 200 uL de
amostra, 20 ulL de Solugdo-Reagente 1 (BHT 4% em Etanol -
hidroxitoluenobutilado) e 600 uL de Solugdo-Reagente 2 (Triton
2,5%; 0,375% de TBA - Acido Tiobarbiturico). Apds o periodo de
incubagdio, as amostras foram mantidas em repouso para atingir a
temperatura ambiente com posterior leitura de absorbancia em 535
nm. Os mesmos experimentos foram realizados com o padrdo de
malonaldeido (MDA) em solugdo etandlica, nas concentragdes de 2 a
20 uM, a fim de se obter a curva analitica: C = (A + 0,0582) /0,0389,
onde C ¢ a concentragdo de MDA, A ¢ a absorbancia a 535 nm, tendo
o coeficiente de correlaggo R = 0,9969. O valor de MDA foi
determinado pela interpolagdo da absorbancia das amostras contra a
curva de calibragdo e os valores serdo expressos em micromolar de
MDA por miligrama de proteinas (uM/mg proteinas). As analises
foram realizadas em triplicata.

Andlise Estatistica: Os dados observados de cada variavel foram
levados para & analise. As comparagdes multiplas entre as médias dos
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diversos tratamentos foram realizadas usando o teste Tukey a 5% de
probabilidade no programa Sisvar versdo 5.3

RESULTADOS

Os valores de glicemia de jejum, que determina um controle
glicémico a curto prazo, foi consideravelmente maior no grupo
“Diabético” comparado com os animais dos grupos “Nao diabético”,
“Extrato” e “Diabético extrato”, observamos também que a glicemia
de jejum dos animais “Diabético Extrato” foi reduzida
estatisticamente quando correlacionada a glicemia dos animais
“Diabético” (Grafico 1). A melhora do quadro glicémico foi
observada com o progresso dos sinais clinicos dos animais,
considerando a ingestdo de dgua e ragdo ¢ massa corporal monitorada
semanalmente, que foram analisados em pesquisa anterior por Alves
et al (2019) em nosso laboratorio.
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Legenda: Os resultados representam a média + erro padrao de 8-10
determinagdes por tratamento, estimadas através dos niveis séricos de
glicemia de jejum. Foi determinado a ANOVA, as letras indicam que houve
diferenga estatistica do teste Tukey-Kramer de multiplas comparagdes, tendo
como significancia p<0,05.

Grifico 1. Efeito do extrato da alcachofra sobre a glicemia de jejum em
ratos diabéticos

O tratamento dos animais diabéticos com o extrato da alcachofra foi
capaz de reduzir significativamente os niveis séricos de frutosaminas
(Grafico 2), que indica o controle glicémico a médio prazo.
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Legenda: Os resultados representam a média + erro padrio de 8-10
determinagdes por tratamento, estimadas através dos niveis séricos de
frutosamina. Foi determinado a ANOVA, as letras indicam que houve
diferenga estatistica do teste Tukey-Kramer de multiplas comparagdes, tendo
como significancia p<0,05

Grafico 2. Efeito do extrato da alcachofra sobre a frutosamina
em ratos diabéticos

O metabolismo oxidativo foi determinado através da peroxidagdo
lipidica, no soro, figado e rim dos animais diabéticos. Os resultados
analisados demonstram que os animais diabéticos tiveram um
aumento do dano oxidativo hepatico, renal e no soro (Grafico 3, 4 ¢
5).
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Legenda: Os resultados representam a média + erro padrdo de 5 determinagdes
por tratamento, estimadas através dos niveis MDA. Foi determinado a
ANOVA, as letras indicam que houve diferenca estatistica do teste Tukey-
Kramer de multiplas comparagdes, tendo como significancia p<0,05.

Grifico 3. Efeito do extrato da alcachofra sobre a peroxidacio
lipidica no rim
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Legenda: Os resultados representam a média + erro padrdo de 5 determinagdes
por tratamento, estimadas através dos niveis MDA. Foi determinado a
ANOVA, as letras indicam que houve diferenca estatistica do teste Tukey-
Kramer de multiplas comparagdes, tendo como significancia p<0,05.

Grifico 4. Efeito do extrato da alcachofra sobre a peroxidagio
lipidica no soro
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Legenda: Os resultados representam a média + erro padrdo de 5 determinagdes
por tratamento, estimadas através dos niveis MDA. Foi determinado a
ANOVA, as letras indicam que houve diferenga estatistica do teste Tukey-
Kramer de multiplas comparagdes, tendo como significancia p<0,05.

Grifico 5. Efeito do extrato da alcachofra sobre a peroxidagio
lipidica no figado

Em todos os oOrgdos analisados para o dano oxidativo, observamos
uma diminuigdo da peroxidacdo lipidica nos animais diabéticos
tratados com o extrato. As folhas da alcachofra demonstraram alto
teor de flavonoides e compostos fendlicos. Nos ensaios de DPPH,
observamos que o extrato da alcachofra apresentou atividade
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sequestrante maxima de 83,29% para o radical DPPH, dose resposta
(Gréfico 6) (TIVERON, 2010).
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Grifico 6. Efeito do extrato da Alcachofra sobre a capacidade
sequestrante do radical DPPH

DISCUSSOES

A avaliagdo das defesas antioxidantes ¢ de grande importincia na
prevencdo do aparecimento das DCNT. O sistema enzimatico
representa a primeira defesa antioxidante endoégena contra as espécies
oxidantes (CERQUEIRA, MEDEIROS, OHARA. 2007). Entretanto,
metabolismo oxidativo com peroxidagdo lipidica, precisa ser
controladopara uma prevengdo no aparecimento de complicagdes
cronicas induzidas por dano oxidativo. Observamos que os ratos
tratados com o extrato da alcachofra, apresentaram um melhor
controle na glicemia a curto e médio prazo, sabemos que o aumento
da glicemia esta diretamente relacionado com um aumento no dano
oxidativo (PEREIRA et al. 2017). Por tanto, podemos afirmar que o
controle glicémico foi um dos principais responséaveis pela melhora
no metabolismo oxidativo observado nos Graficos 3, 4 ¢ 5 dos
animais diabéticos tratados com a Alcachofra. Entretanto, ndo apenas
o controle glicémico podera melhorar o dano oxidativo, mas a classe
quimica de compostos fenolicos e suas estruturas, estdo diretamente
associadas a um melhor controle metabdlico oxidativo. De fato, é de
conhecimento que as complica¢des cronicas do DM tém como ponto
inicial, o dano oxidativo e a glicagdoproteica causada pelo quadro de
hiperglicemia (SBD, 2019). A elevagdo do dano oxidativo gradual
acompanhado de uma elevagdo glicémica, podera conduzir a uma
nefropatia, retinopatia, neuropatia e cardiopatias diabéticas
(MOREIRA et al, 2008). Controlar o dano oxidativo é de extrema
importancia para minimizar as complicagdes cronicas do DM. Em
resultado anterior do nosso laboratorio (ALVES et al, 2019)
observamos que os animais diabéticos apresentaram um aumento nos
niveis séricos de creatinina e que o tratamento de ratos diabéticos
com o extrato da alcachofra foi capaz de prevenir o aumento da
creatinina. Nosso resultado, sugere que o dano renal demonstrado
pelos marcadores de creatinina estd intimamente associado a uma
elevacdo da peroxidagdo lipidica observada nos rins dos animais
diabéticos neste estudo (Grafico 3). O mesmo perfil de associacao foi
observado para os marcadores de lesdo hepatica AST e ALT relatados
em trabalho recente de nosso laboratorio (ALVES et al.,, 2019),
acompanhados pela peroxidacédo lipidica no figado dos animais deste
estudo (Grafico 5).

Um extrato que apresenta grandes quantidades de compostos
fendlicos e flavonoides, associados a uma boa capacidade
sequestrante de radical livre, podera auxiliar no controle do dano
oxidativo ocasionado por DCNT tal como o DM. Observamos que
nosso extrato demonstrou uma alta capacidade sequestrante do radical
DPPH quando comparado com o padrdo BHT e teor consideravel de
flavonoides e fendis comparados com a literatura (Grafico 6). Os
compostos fenodlicos dos vegetais possuem um grupo quimicamente
heterogéneo, com aproximadamente 10.000 compostos. A
solubilidade dos compostos fenolicos ¢ assegurada pela polaridade do
solvente, onde uns sdo soluveis somente em solventes organicos, ja

outros, como os acidos carboxilicos e glicosideos sdo soluveis
comente em solventes polares (MIRANDA et al, 2008). Os
principais constituintes quimicos da alcachofra sdo os polifendis,
principalmente os flavonoides, entdo sua quantificagio possui
extrema relevancia para determinar a qualidade da matéria prima em
estudo. Em experimentos anteriores, desenvolvido em nosso
laboratorio observamos a presenga do teor de polifendis totais no
extrato alcachofra utilizado neste experimento de 2,0 = 0,2 g
EAG/100 g de extrato seco. O conteudo de polifendis totais
analisados no extrato bruto foi similar aos valores citados na literatura
(RAMAIYA, BUJANG, ZAKARIA, 2014). Contudo, os dados
analisados nas folhas da alcachofra em nosso laboratdrio foram mais
elevados que os valores analisados por Kelly et al. (2013) (0.83 +
0.07 g EAG/100g) e menores que o de Ramaiya et al. (2012) (9.25 g
EAG/100g) (RAMAIYA et al., 2014).

A avaliagdo do teor de flavonoides demonstrou a presenga de 3,04 mg
EQ/100g de extrato. De acordo com os autores, a eficacia da extragao
dependera ndo somente da polaridade do solvente, mas também da
afinidade entre soluto e solvente de extracdo, da razio entre as fases e
do nimero de extracdes. Diferentes estudos tém demonstrado que
diversos flavondides como cinarina, acido cafeico, acido clorogénico,
luteolina e luteolin-7-O-glicosideo, sdo capazes de reduzir a glicemia
de jejum em ratos Wistar diabéticos (REVILLA et al., 2002;
CARVALHO, 2011; PIZZIOLO et al., 2011; EL-SAYED, 2011;
FALLIS, 2013). Sendo assim, podemos pressupor que os efeitos
tanto na glicemia como no metabolismo oxidativo, podem estar
associados a presenga das classes quimicas de metabolitos especiais
relatados para a espécie vegetal em estudo (Alcachofra).Os
flavonodides abrange um importante grupo de metabdlitos especiais de
compostos fenodlicos, sdo originados de flavonas ue contém 15
atomos de carbono em seu nucleo basico organizados na
configuragdo Cy¢-C;3-C4, sendo 2 anéis aromaticos ligados por 3
carbonos que formam ou ndo um terceiro anel (CUYCKENS;
CLAEYS, 2004; KESHARI et al., 2016; DU, et al., 2016). Em um
artigo de revisdo sistematica publicado recentemente em nosso
laboratorio Oliveira, et al (2021) observamos que um dos possiveis
mecanismos de agdo da Alcachofra e seus metabolitos ¢ a inibigdo da
alfa-glicosidase, reducdo dos radicais livre e do glucagon,
manutengao hepatica do metabolismo glicémico, protecdo das células
beta-pancredtica, elevagdo nos niveis de insulina e aumento na
captacdo de glicose nos tecidos, importante para a homeostase
glicémica. Conforme os resultados observados neste trabalho a
Alcachofra apresenta elevadas quantidades de compostos fenolicos e
flavonoides, associados a uma boa capacidade sequestrante de radical
livre, o que podera auxiliar no controle do dano oxidativo. O uso de
flavonoides ¢ um dos alvos mais utilizados pela literatura no controle
glicémico a médio e longo prazo. Além do extrato possuir eficiéncia
em controlar os niveis glicémicos a curto e médio prazo. De acordo
com os resultados obtidos em nosso laboratoério, concluimos que a
alta capacidade sequestrante de radical livre e altos teores de
composto bioativos sdo os grandes responsaveis por evitar um dano
oxidativo em 6rgdos como figado e rim, o que sugere que o controle
glicémico ¢ um ponto crucial para a melhora no metabolismo
oxidativo e complica¢des cronicas do DM. Por tanto, com a presente
pesquisa a busca por tratamento complementar natural no controle
glicémico de individuos portadores do diabetes mellitus é algo
promissor, mas que necessita de outros estudos para compreender os
demais mecanismos bioquimicos envolvidos nos resultados
observados em nossos experimentos.
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