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Cleber Wagner de Objetivo: investigar os efeitos do uso crénico de Rubus rosifolius sobre o
Carvalhol, perfil glicémico e ponderal de ratos induzidos a hiperglicemia e obesidade.
. .2 Metodologia: Foram utilizados 32 ratos machos, recém-nascidos, da
Gislene Ferreira”. linhagem Wistar, que foram divididos em 5 grupos (n=8): C1 — Controle

NaCl; C2 — Controle Glutamato; T1 — Tratamento NaCl Curto prazo; T2 —
Tratamento NaCl Longo prazo; T3 — Tratamento Glutamato Longo prazo.
Os Grupos C1, T1 e T2 ndo foram induzidos ao diabetes, recebendo solugédo
salina (NaCl 0,9%). Os Grupos C2 e T3, receberam injecdo subcutanea de
glutamato monossodico por 4 dias apds o segundo dia de vida para inducédo
do diabetes e obesidade. Ap6s o periodo de desmame (30 dias), todos 0s
grupos receberam racdo da marca Purina® ad libitum. Os Grupos C1 e C2
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ABSTRACT
Objective: To investigate the effects of chronic use of Rubus rosifolius on
glycemic and weight profile of rats induced to hyperglycemia and obesity.
Methods: 32 rats were used, newborns, Wistar, which were divided into 5
groups (n = 8): C1 - Control NaCl; C2 - Control glutamate; T1 - Treatment
Recebido em janeiro de 2015 NaCl Short term; T2 - Long-term treatment NaCl; T3 - Glutamate Long-
Aceito em margo de 2015 term treatment. Groups C1, T1 and T2 were not induced to diabetes,
receiving saline (0.9% NaCl). C2 and T3 groups received subcutaneous
injection of monosodium glutamate for 4 days after the second day of life for
the induction of diabetes and obesity. After a weaning period (30 days), all
groups received feed Purina brand ad libitum. The C1 and C2 groups
received only water throughout the experiment, the T2 and T3 groups
received aqueous extract of Rubus rosifolius throughout the experiment, the
T2 group received the leaf extract only in the last 15 days of the experiment.
The treatments were conducted for 45 days. Results: There was a highly

Correspondéncia: significant decrease in the T3 group Lee index compared to the C2 group.
Gabriela lyzuka Gullo However, there was no statistically significant changes in glycemic indices
Av. Reno Junior, 368 Séo Vicente between different groups. Conclusion: The hypoglycemic property Rubus
Itajubd/MG rosifolius extract can not be proven through long study, but there was a
CEP: 37502-138 highly significant decrease in the Lee index in the treated group, suggesting
Fone: (35) 91433520 a likely effect on the development of the mass of these animals
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INTRODUCAO

O diabetes mellitus é um grupo de
disturbios metabolicos caracterizados pela
elevagdo da glicemia em jejum. A
hiperglicemia resulta de defeitos na
secre¢do da insulina, causando sua
deficiéncia absoluta ou relativa, na agdo da
insulina, ou mais frequentemente, em
ambas.? A expressdo clinica do diabetes é
representada por alteracfes metabdlicas que
podem  associar-se a  complicagdes
neuropéticas e vasculares. As modificagdes
metabolicas incluem, além da
hiperglicemia, alteragdes no metabolismo
de proteinas e lipidios. O componente
vascular compreende a macroangiopatia
diabética, caracterizada pela  maior
frequéncia, gravidade e precocidade da
aterosclerose do que em nao diabéticos, e a
microangiopatia diabética, a qual atinge em
especial, os rins e a retina. A neuropatia
diabética afeta especialmente 0s nervos
periféricos, determinando polineuropatias
periféricas sensora e motora. Por estas
razbes, o diabetes é a principal causa de
cegueira e amputacfes ndo traumaticas em
membros inferiores no adulto e de doenca
renal em estagio terminal *®

A maioria dos casos de diabetes
pode ser classificada em dois grupos: tipo 1
ou tipo 2. O diabetes tipo 1 é um distarbio
autoimune caracterizado pela destruicdo das
células f e uma consequente deficiéncia
absoluta de insulina. Responde por cerca de
5 a 10% de todos os casos, surgindo mais

comumente antes dos 30 anos de idade. O

diabetes tipo 2 resulta de uma associacdo de
resisténcia periférica a acdo da insulina e
uma secre¢do inadequada das células B
pancredticas, produzindo uma deficiéncia
relativa de insulina. Representa 90% a 95%
dos casos de diabetes, e em larga
proporcéo, esta ligada a obesidade. %*°
Para o diagndstico, pode-se valer
da clinica, como polidria, polidipsia,
polifagia, acompanhados de fadiga, perda
de peso e fraqueza, com deteccdo
independente da ultima refeicdo, de nivel
plasmatico elevado de glicose
(>200mg/dL).2 Os valores normais da
glicose sanguinea sdo mantidos entre 70 e
99mg/dL. Se o individuo estiver em jejum
entre 8 e 12 horas apds a ultima ingesta
calérica, o diagnostico se da com glicemia
igual ou superior a 126mg/dL. Pode se
utilizar também para confirmacdo, a
obtencdo de glicemia maior ou igual a
200mg/dL, duas horas ap6s sobrecarga de
75 gramas de glicose via oral. *%°
O diabetes mellitus figura uma
epidemia mundial, que hoje atinge 285
milhGes de pessoas, e estima-se que em
2025, esse numero se eleve para 380
milhGes e em 2030, para 438 milhdes. De
acordo com o Diabetes Atlas 2012 Update
da Federacdo Internacional de Diabetes
(FID), nas Ameéricas Central e do Sul, na
populacgéo entre 20 e 79 anos de idade, mais
de 26,4 milhdes de pessoas tém diabetes, 0
gue corresponde a 9,2% dos adultos e
avalia-se que esse valor aumente para 39,9
milhGes em 2030. A FID estima que em

2012, no Brasil, existiam 13,4 milhdes de
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diabéticos, o que corresponde a 10,28% da
populacdo adulta no periodo, dos quais 6,14
milhdes desconheciam o diagndstico, e
atribuindo ainda 129.226 mortes ao diabetes
e um custo de 1031,44 ddlares por paciente.
De acordo com os Indicadores e Dados
Bésicos (IDB) de 2011, a prevaléncia de
diabetes mellitus em 2009 no Brasil era de
9,5% e em 2010, a taxa de mortalidade
especifica era de 28,8 por 100.000
habitantes. A FID estima que em 2012
gastou-se em todo mundo cerca de 471,6
bilhGes de dolares com o diabetes, e que
este foi responsavel por 4,8 milhdes de
morte.® A incidéncia do diabetes esta
aumentando, principalmente ho mundo em
desenvolvimento, o que reflete a adogéo de
estilos de vida mais sedentérios. Diante da
elevada incidéncia e do alto custo aos
cofres publicos, trata-se de um problema de
salde publica global, que exige medidas de
controle e prevencéo. **?

O uso de infusdes de plantas,
oriundas do conhecimento popular, para o
controle das doencas deve ser valorizado e
constitui uma importante fonte para a
descoberta de novos farmacos. Porém, o
uso popular indiscriminado de plantas
também oferece riscos, inclusive
toxicidade, por isso a importancia de
estudos para comprovacgdo terapéutica. A
planta Rubus rosifolius, popularmente
conhecida como amora silvestre, é
empregada por conhecimento empirico para
o controle glicémico de diabéticos, sob a
forma de infusdo das folhas. A amora

silvestre pertence a familia Rosaceae, ao

género Rubus e a espécie rosifolius e é um
subarbusto terricola, com ocorréncia no
Cerrado e Mata Atlantica, podendo atingir
1,0 a 1,5 metros de altura. ***'
A pesquisa da  provavel
propriedade hipoglicemiante da Rubus
rosifolius representa ndo apenas uma nova
forma para o controle glicémico de uma
doenca que se expande pelo mundo, como
também uma alternativa econdmica e
sustentavel vidvel a toda populagdo.
Comprovada sua eficiéncia, podera tornar-
se um fitoterapico a integrar as Farmacias
Vivas - locais onde se planta, manipula e
dispensa gratuitamente fitos, prescritos por
médicos locais, refletindo mais um aspecto
benéfico da Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos.*

O objetivo do presente trabalho
foi investigar os efeitos do uso cronico de
Rubus rosifolius sobre o perfil glicémico e
ponderal de ratos induzidos a hiperglicemia

e obesidade.
MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi realizada na
Faculdade de Medicina de Itajubd (FMIt),
nas salas de Experimentacdo Animal do
Biotério e nos Laboratorios de Bioquimica
e Patologia. Os experimentos obedeceram
as normas praticas didaticas-cientificas da
Lei Federal 11.794 e as orientacbes do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA) e foi aprovado pelo
CEUA, sob o protocolo nimero 01/13.
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Para o estudo, foram utilizados 32
ratos machos, recém-nascidos, da linhagem
Wistar, provenientes do biotério da
Faculdade de Medicina de Itajubd. A
determinagdo dessa amostra foi obtida
através da andlise de trabalhos referidos na
literatura, que estudaram o efeito da
administracéo oral do extrato de Baccharis
dracunculifolia em 32 ratos machos da
linhagem Wistar por 30 dias. Outro estudo
avaliou o efeito da suplementacdo de
vitamina C em 32 ratos diabéticos em 90
dias, contribuindo também para a
determinagdo da amostra. **%

Os animais foram divididos
aleatoriamente em 05 grupos de 8 ratos (n =
8), sendo denominados: Grupo Controle
NaCl (C1), Grupo Tratamento Curto Prazo
NaCl (T1), Grupo Tratamento Longo Prazo
NaCl (T2), Grupo Controle Glutamato (C2)
e Grupo Tratamento Longo Prazo
Glutamato (T3).

Para a inducdo ao diabetes e a
obesidade, foi administrado glutamato
monossodico na concentragdo de 4mg/g de
peso corporal nos grupos C2 e T3, via
subcuténea, por quatro dias consecutivos a
partir do segundo dia de vida.'***?%

Devido as suspeitas de que o
estresse causado pela manipulacdo possa
modular o desenvolvimento de diabetes nos
animais,” os ratos dos grupos C1, T1 e T2
receberam injecdo subcutdnea de solucgdo
salina 0,9% (NaCl), a fim de submeter
todos os animais do experimento a0 mesmo

tipo de estresse.

At¢é o 30° dia, os animais
receberam apenas amamentagdo materna.
Apos esse periodo, foram divididos em 5
grupos (n=8) e mantidos em gaiolas
plasticas com ciclo claro-escuro de 12
horas, com livre acesso a agua/extrato e a
racdo comercial da marca Purina® ad
libitum.

Sendo assim, estratificaram-se 0s
animais nos seguintes grupos:

e Grupo Controle NaCl (C1) - Injecédo
subcutdnea NaCl 0,9%, durante quatro
dias, a partir do segundo dia do
experimento, mantidos com ragdo e
agua durante todo o estudo.

e Grupo Tratamento Curto Prazo NaCl
(T1) - Injecdo subcutdnea NaCl 0,9%,
durante quatro dias, a partir do segundo
dia do experimento, mantidos com
racdo durante todo o experimento e
extrato aquoso de Rubus rosifolius
durante os Ultimos 15 dias de
experimento.

e Grupo Tratamento Longo Prazo NaCl
(T2) - Injecdo subcutanea NaCl 0,9%,
durante quatro dias, a partir do segundo
dia do experimento, mantidos com
racdo e extrato aquoso de Rubus
rosifolius durante todo o estudo.

e Grupo Controle Glutamato (C2) -
Injecdo subcutdnea de Glutamato
Monossodico, durante quatro dias, a
partir do segundo dia do experimento,
mantidos com racdo e &gua durante
todo o estudo.

e Grupo Tratamento Longo Prazo
Glutamato (T3) - Inje¢do subcutanea de
Glutamato ~ Monossodico,  durante
quatro dias, a partir do segundo dia do
experimento, mantidos com racdo e
extrato aquoso de Rubus rosifolius
durante todo o estudo.

O extrato aquoso foi preparado na

concentracdo de 50g de folhas secas de
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Rubus rosifolius para 1000mL de agua. Esta
concentragdo foi obtida com base no
conhecimento popular, uma vez que ndo ha
estudos na literatura sobre a propriedade
hipoglicemiante da folha de Rubus
rosifolius. As folhas de Rubus rosifolius
foram extraidas quinzenalmente, ao longo
do experimento, na zona rural do municipio
de S&o Luiz do Paraitinga, no estado de S&o
Paulo.

No ultimo dia do periodo
experimental (105° dia de vida dos
animais), respeitando-se o periodo de 8
horas de jejum, os animais foram
anestesiados com Ketamina (50mg/Kg)/
Xylazina (25mg/Kg) por via intramuscular
e submetidos & puncgdo aspirativa do
ventriculo esquerdo, produzindo
significativa hipovolemia e consequente
eutanasia. As amostras de sangue coletadas
foram centrifugadas em centrifuga clinica
(Excelsa, Fanen) a 2000 rpm, e 0 soros
resultantes (1,5mL/rato) armazenados em
eppendorf e congelados a -4° C, para
futuras dosagens laboratoriais.

A glicemia foi determinada por
espectrofotometria, utilizando 0
espectrofotdmetro  da  marca  Quimis
(modelo Q-108 DRD), dosado pelos Kits
enzimaticos Labtest — Glicose PAP
Liquiform. O indice de Lee foi calculado
baseado nas medidas de massa e
comprimento dos animais apds a anestesia
para puncdo endocérdica.

Para a analise estatistica, foi
utilizado o Software BioEstat 5.0 ®, em

que o teste t de Student comparou as

variancias estatisticas t e p, através de dois
grupos independentes em cada momento.
Considerou-se uma estatistica significativa
0s casos em que p foi menor que 0,05.
Quando p situou-se entre 0,05 e 0,10 foi
referido provavel significancia, em que p é
a probabilidade de erroneamente concluir

pela significancia.?

RESULTADOS

Os valores absolutos em médias
aritméticas e seus respectivos desvios-
padrdes da taxa de glicemia e indice de Lee
dos diferentes grupos do experimento,
assim como os valores de p da comparagéo
estatistica entre 0s grupos, podem ser
observados nas Tabelas 1, 2 e 3.

A anélise dos Indices de Lee
revelou um aumento em valores absolutos
desse parametro no grupo C2 em relacdo ao
grupo C1, mas ndo foi estatisticamente
significante (p=0,4453). (Tabelas 2 e 3). Na
comparagdo entre os grupos C1 e T1, nota-
se, em valores absolutos do indice de Lee,
um aumento muito discreto em T1
comparado a C1, porém de forma ndo
significativa estatisticamente (p=0,8652).
Na relacéo entre os grupos C1 e T2, houve
discreta diminuicdo no valor absoluto do
indice de Lee no grupo T2, nio sendo
significativo em  ambito  estatistico
(p=0,3102); no entanto, no grupo T3 houve
uma diminuicdo altamente significante no
indice de Lee, quando comparado ao grupo
C2 (p=0,0064), o que se evidencia pela

analise dos valores absolutos desse
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pardmetro nos dois grupos (Tabelas 1 e 3 e
Grafico 1).

O valor absoluto do indice de Lee
embora tenha sido menor no grupo T2 ao
compara-lo com o grupo T1, ndo se sucedeu
de forma significante estatisticamente (p =

0,2482). Na comparacdo dos grupos
tratados por longo prazo T2 e T3, ainda que
tenha ocorrido uma diminuicdo mais
expressiva no valor absoluto do indice de
Lee em T3, ndo ocorreu de forma
significante (p=0,1130).

Tabela 1 — Médias e Desvios Padrdes das Massas, Comprimentos e indice de Lee dos animais
dos grupos Controle NaCl (C1), Tratamento Curto Prazo NaCl (T1), Tratamento Longo Prazo
NaCl (T2), Controle Glutamato (C2) e Tratamento Longo Prazo Glutamato (T3)

Grupos Comprimento (cm) Massa (g) indice de LEE
C1 26.00+1,41 3775+2131 278,32 £ 10,95
T1 25.75+1,25 372.5+ 20,68 279,76 £ 11,96
T2 26.40+1,14 369.2 + 22.56 271,87 6,73
C2 23.75+1,25 308.0 + 30.24 284,45 + 10,26
T3 25.60 +0,89 316.0 + 34.29 265,81 + 3,54

Comparando-se 0sS valores
absolutos entre os grupos controles C1 e C2
e controle C1 e tratamento T1, observou-se
um aumento na glicemia dos grupos C2 e
T1; porém, trata-se de aumentos que ndo
sdo estatisticamente significantes, com
p=0,6274 e p=0,2937, respectivamente. Da
mesma forma, entre os grupos Cl e T2,
embora tenha havido um aumento no valor
absoluto da glicemia neste Gltimo grupo, 0s
valores ndo foram  estatisticamente
significantes (p=0,7510). O grupo T3
apresentou um aumento no valor absoluto
de glicemia em relagdo ao grupo C2,

também n&o significativo (p=0,7209).

Entre os grupos tratamentos T1 e
T2, observou-se em valores absolutos uma
diminuicdo da glicemia no grupo de
tratamento por longo prazo (T2), porém
trata-se de uma diminuicdo  néo
significativa estatisticamente (p=0,3805).
Os grupos tratamentos por longo prazo T2 e
T3 revelaram um aumento nos indices
glicémicos nesse ultimo grupo, mas a
estatistica demonstrou tratar-se de um
aumento ndo significativo (p=0,6856).
(Tabelas 2 e 3).
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Tabela 2 — Médias e Desvios Padrfes das Glicemias dos animais dos grupos Controle NaCl
(C1), Tratamento Curto Prazo NaCl (T1), Tratamento Longo Prazo NaCl (T2), Controle
Glutamato (C2) e Tratamento Longo Prazo Glutamato (T3)

Grupos Glicemia (mg/dL)
Cl 157.82 + 53,92
T1 195.70 + 37,81
T2 168.82 + 46,22
C2 172.69 + 21,83
T3 178.82 + 26,42

Tabela 3 — Valores de p nas comparacdes de Glicemia e indice de Lee dos grupos Controle
NaCl (C1), Tratamento Curto Prazo NaCl (T1), Tratamento Longo Prazo NaCl (T2),
Controle Glutamato (C2) e Tratamento Longo Prazo Glutamato (T3)

Parametros Glicemia indice de Lee
p (C1/C2) 0.6274 0.4453
p (C1UT1) 0.2937 0.8652
p (C1/T2) 0.7510 0.3102
p (C2/T3) 0.7209 0.0064
p (TL/T2) 0.3805 0.2482
p (T2/T3) 0.6856 0.1130
War indice de Lee - C2/T3

Unidade

310

300

230

280

270

260

Grafico 1 — Valores médios de Indice de Lee dos grupos Controle Glutamato (C2) e Tratamento
Longo Prazo Glutamato (T3) *p<0,01
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DISCUSSAO

A inducdo a hiperglicemia com
injeces  subcutdneas de  glutamato
monossodico nos animais observado em
alguns estudos, ndo foi observada nessa
pesquisa. A indugdo a obesidade também
ndao foi constatada. Porém, em valores
absolutos, observou-se um aumento da
glicemia e do peso no grupo induzido com
glutamato monossodico, em comparacao
com o grupo que recebeu apenas NaCl.

Estatisticamente, como ndo houve
diferenca significativa nos valores de
glicemia entre os grupos, a constatacdo da
propriedade hipoglicemiante da planta
Rubus rosifolius, demonstrada por Cordova
et al, ficou prejudicada nesse estudo.
Comparando-se, em valores absolutos, o
grupo Controle Glutamato (C2) apresentou
maiores taxa de glicemia do que o grupo
Controle NaCl (C1).”

Analisando somente 0s grupos
gue ndo foram induzidos com glutamato
monossédico, o grupo Controle NaCl (C1)
apresentou 0s menores valores de glicemia,
guando comparado aos grupos que
receberam o extrato da planta, ao contrério
do resultado esperado. Comparando o0s
grupos T1 e T2, conclui-se que a realizagéo
do tratamento em longo prazo apresenta
menor taxa glicémica, podendo sugerir ser
mais efetivo do que um tratamento em curto
prazo.

Como a inducdo a hiperglicemia e

a obesidade ndo foram conclusivas nesse

estudo, ndo é relevante a comparacgao entre
0 Controle Glutamato (C2) e o Tratamento
Longo Prazo Glutamato (T3).

Apesar da planta apresentar altos
indices de manganés, o qual, aléem de
auxiliar na formacéo 6ssea ajuda a regular o
nivel glicémico no organismo, ndo houve
diferenca significativa desses pardmetros
entre 0s grupos que receberam o extrato
aquoso da planta Rubus rosifolius e 0s que
receberam apenas agua.

Em relacdo ao indice de Lee,
equivalente ao indice de massa corporal em
humanos, houve diferenca significativa
entre 0s grupos induzidos (C2 e T3).
Porém, essa diminuicdo do indice de Lee no
grupo T3 pode néo ser devida & diminuigao
da massa, ndo podendo entdo ser
considerada uma planta que apresente
propriedades para reducdo de massa

corporal.

CONCLUSAO

Os dados coletados ndo permitem
afirmar que o uso da infusdo das folhas de
Rubus rosifolius tenha reduzido de forma
significativa os niveis glicémicos dos
animais, ou seja, ndo evidenciaram uma
propriedade hipoglicemiante da planta.
Todavia, pode-se concluir que a
administracdo crénica da infusdo foi capaz
de reduzir de forma significativa o indice
de Lee dos animais, o que corresponderia

ao IMC nos seres humanos.
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