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Com o crescente aumento da taxa de mortalidade causada por disturbios metabdlicos
associados a habitos de vida inadequados e terapias medicamentosas ineficazes, a exploracao
de produtos naturais como intervencao terapéutica vem se tornando um campo promissor nos
tltimos anos. O presente trabalho objetivou explorar o potencial terapéutico da mistura a,p-
amirona, um componente minoritario da resina oriunda de Protium heptaphyllum, no tratamento
da hiperglicemia em camundongos. Os testes realizados foram os de toleréncia oral a
carboidratos com o0s agucares maltose, sacarose e amido em camundongos machos das
linhagens BALB/c ou C57BL/6. Entre os principais achados estdo a reducdo significativa da
glicemia pés-prandial dos animais tratados com 25mg/kg e 50 mg/kg de amirona no tempo de
30 minutos apods a ingestdo dos acucares simples maltose e sacarose. Foi constatado ainda
gue a a,B-amirona ndo demonstrou efeito hipoglicemiante significativo no tratamento com o
amido. A partir desses achados foi possivel demonstrar o efeito hipoglicemiante da mistura a,3-
amirona na glicemia pos-prandial de camundongos induzida por agucares simples. Estes dados
podem ser uteis para o estudo do mecanismo de acao hipoglicemiante deste produto natural.

RESUMO

3. Introducéo

A obesidade e a sindrome metabdlica apresentam-se atualmente como as principais
doencas cronicas presentes em paises desenvolvidos, sendo responsaveis pelo alto indice e
risco de mortalidade devido a complicagbes cardiovasculares e sistémicas. Estudos
demonstram que diversas populacbes estdo aderindo a “ocidentalizagao” dos habitos de vida, o
gue compreende préticas alimentares inadequadas, como o0 aumento da ingestdo de acidos
graxos saturados, acUcares refinados e alimentos hipercaléricos, acompanhado de uma
diminuicdo do gasto energético diario. Estando a sindrome metabdlica associada a fatores
como diabetes mellitus tipo 2, doencgas cardiovasculares, dislipidemias, gordura abdominal e
processos inflamatérios tais como esteatose hepatica e pancreatite aguda, estudos
relacionados ao tratamento e prevencdo desses distarbios se fazem necessarios no contexto
atual por motivos de saulde publica (CARVALHO et al., 2015; CANUTO et al., 2015; PINHO et
al, 2015; PORTELA-CIDADE et al., 2015).

A utilizagdo de extratos naturais tem sido aproveitada desde tempos remotos por
diversas populagfes para tratamentos com os mais variados propositos, estes que vao desde
analgésicos e antibiéticos até protecdo contra estresse oxidativo, efeito gastroprotetor,
hepatoprotetor e hipoglicemiante, sendo este potencial conhecido e amplamente explorado por
pesquisadores ligados a area da satde. E notavel que plantas medicinais sejam, portanto, uma
enorme fonte de compostos biologicamente ativos que podem ser aproveitados em diferentes
formas farmacéuticas, sendo a busca relacionada ao seu mecanismo de agdo e eventual
eficacia terapéutica propicia ao avanco no tratamento de diversas doencas (MENEGUETTI et
al, 2015; BERNARDI et al, 2015; FERREIRA et al, 2014; ALMEIDA, 2013; MELECCHI, 2005).

A espécie Protium heptaphyllum (Aubl.) March, também conhecida como breu-branco,
pertencente a familia Burseraceae, exsuda uma resina amorfa constituida de quatro misturas
binarias de triterpenoides, sendo a mistura de a,B-amirina o constituinte majoritario (FROTA,
2011; MELO, 2010). Em sua forma natural a resina € utilizada na medicina popular como anti-
inflamatorio, gastroprotetor, analgésico, expectorante e cicatrizante de feridas (MENEGUETTI
et al, 2015, BERNARDI et al, 2015). Estudos experimentais com estes compostos pentaciclicos
demonstraram a inibicdo de diferentes sistemas enzimaticos intimamente relacionados ao
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metabolismo de absorcao de carboidratos e lipidios (CARVALHO et. al., 2015). Levando-se em
consideracdo o potencial antiobesidade dos triterpenos isolados de Protium heptaphyllum
previamente reportados, bem como os efeitos antiinflamatorios, antihiperglicémico, e
hipolipémico estabelecidos da a,3-amirina, € notavel a necessidade de estudos
complementares voltados para os demais componentes dessa mistura triterpénica, nesse caso
a a,B-amirona.

4. Objetivos
4.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade hipoglicemiante da a,-amirona in vivo.

4.2. Objetivos Especificos

e Analisar o efeito in vivo da mistura triterpénica a,B-amirona realizando teste de
tolerancia oral a carboidratos (maltose, sacarose e amido) em diferentes
concentracoes.

e Determinar o efeito da mistura a,B-amirona frente as concentragdes séricas de glicose.

5. Revisao Bibliografica
5.1. Distarbios Relacionados ao Metabolismo dos AgUcares e Gorduras
5.1.1. Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus trata-se até hoje de uma doenga metabdlica incuravel, podendo ser
classificada em dois tipos: Diabetes Mellitus Tipo 1 e Diabetes Mellitus Tipo 2, sendo
reconhecida como um dos principais problemas de salde na sociedade atual. Ambos os tipos
estdo associados a complicagbes a curto e a longo prazo que afetam a qualidade de vida do
individuo podendo levar a quadros de medo e impoténcia o que compromete sua saude fisica e
psicolégica (FROTA, 2011). Segundo REIMANN (2008), aproximadamente 230 milhbes de
pessoas no mundo séo portadoras de Diabetes tipo 1 ou 2, com uma estimativa de prevaléncia
global de 5,1%.

SANTOS et al (2012) a caracterizaram como um grupo de desordens metabdlicas
cujas consequéncias decorrem da hiperglicemia crénica devido a defeitos na secrecdo ou agéo
insuficiente da insulina. Ainda segundo SANTOS et al (2012), hiperglicemia e hiperlipidemia séo
os fatores recorrentes mais comuns em pacientes portadores da diabetes mellitus, e contribuem
para o desenvolvimento de complicagbes microvasculares e macrovasculares, aumentando
assim a taxa de morbidez e mortalidade causada por essa doenca.

Segundo SMITH et al, (2011), aproximadamente 90-95% dos casos de diabetes séo
do tipo 2, uma doenca que afeta desproporcionalmente as populagdes mais desfavorecidas. Ja
a DM tipo 1 é uma das doencas autoimunes mais comuns, podendo ocorrer em qualquer idade,
porém mais comumente diagnosticada na infancia até os 30 anos. Apesar de Diabetes Mellitus
tipo 1 e tipo 2 diferirem quanto a sua patogénese, estes demonstram uma patologia e
consequéncias comuns caracterizadas pela perda de células B pancreaticas funcionais e
subsequente desregulacdo do metabolismo dos carboidratos e lipidios (FROTA, 2011).

O tratamento farmacoldgico de DM 1, até entédo, se da pelo uso de insulina exégena,
engquanto para o DM 2 pode-se ainda fazer uso de agentes hipoglicemiantes, em sua maioria
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orais, como sulfonilureias, metformina, glitazonas, repaglinida, nateglinida, inibidores da alfa
glucosidase e drogas que agem sobre as incretinas (BOLEN et al, 2007; GUPTA et al, 2012;
JANEBRO et al, 2008).

Embora o desenvolvimento da farmacoterapia moderna tenha resultado em meios
mais efetivos de controle da diabetes com o uso da insulina, biguanidas e sulfonilureias, ainda
h& a necessidade de se buscar novas drogas com o potencial de modificar o curso de suas
complicacdes fisiologicas.

5.1.2. Obesidade e Sindrome Metabdlica

Excesso de tecido adiposo visceral pode contribuir para o aparecimento de inflamacéo
local ou sistémica bem como promover aumento da resisténcia a insulina além de elevar
significativamente o indice de morbidez e mortalidade cardiovascular. Resisténcia a insulina é
um fator chave para ocorréncia de desordens metabdlicas, como hiperglicemia e
hiperinsulinemia, as quais sdo também promovidas pela obesidade (CARVALHO et al, 2015).

Segundo CARVALHO et al (2015), obesidade e resisténcia a insulina sao
caracterizadas por hipertrofia adipocitica e uma baixa taxa de inflamacg&o crénica presente na
gordura visceral. A ultima é resultante de um aumento na liberacao de fatores pré-inflamatoérios
incluindo a interleucina-6, proteina quimioatraente-1, e fator de necrose tumoral alfa de ambos
adipécitos e macréfagos infiltrados. De acordo com NAVES & PASCHOAL (2007), a maior
parte das adipocinas produzidas sao mediadores pro-inflamatérios, o que aumenta
dramaticamente durante o estado de obesidade e acredita-se estarem diretamente envolvidas
na patogénese da resisténcia a insulina.

Estudos passados demonstraram que citocinas proé-inflamatérias e aumento dos
acidos graxos intracelulares inibem a fosforilagdo da tirosina dos substratos dos receptores de
insulina em adip6citos e hepatdcitos. Isso se da por que essas substancias fosforilam a porcéo
serina do substrato receptor de insulina-1, que, ao contrario da fosforilagdo da tirosina (que
permite a transmissdo do sinal da insulina), bloqueia a acéo intracelular da insulina, impedindo
a internalizacdo da glicose nas células (NAVES & PASCHOAL, 2007).

5.1.3. Dislipidemias

Entende-se por dislipidemias as alteragbes metabdlicas lipidicas decorrentes de
distrbios em qualquer fase do metabolismo lipidico, que ocasionem repercussao nos niveis
séricos das lipoproteinas (SBC, 2016).

Segundo PINHO et al (2015), o paciente portador de Diabetes mellitus do tipo 2 tem
maior risco de desenvolver dislipidemia uma vez que a resisténcia a insulina o predispbe a
alteracdes no metabolismo das lipoproteinas circulantes. Os padrdes mais comumente
observados na dislipidemia sé@o a elevacao dos niveis de triglicérides e a reducdo dos niveis de
lipoproteina de alta densidade (HDL) - colesterol.

As prevaléncias de dislipidemias sdo geograficamente variaveis, dependendo dos
hébitos dietéticos culturais ou adquiridos ou do estilo de vida das diferentes populagdes. O
efeito do HDL é maior para as mulheres e os efeitos do Colesterol Total, e LDL sdo menores
para esse género. A tendéncia dessas relagBes € modificar-se com a idade (SANTOS et al,
2015). SANTOS et al (2015) citam ainda que o fator dislipidemia tem contribuido
significativamente para elevacdo dos numeros de doengas do sistema circulatério, como
aterosclerose, doenca arterial coronariana e acidente vascular cerebral.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS O
RELATORIO FINAL PIBIC/PAIC 2015-2016 i

A hipertrigliceridemia é o resultado do acumulo de quilomicrons e/ou de VLDL-c
(lipoproteina de muito baixa densidade) no compartimento plasméatico e decorre da diminuicédo
da hidrélise dos triglicerideos componentes destas lipoproteinas pela lipase proteica ou do
aumento da sintese de VLDL-c (FROTA, 2011). JA o acumulo de lipoproteinas ricas em
colesterol como a LDL-c no compartimento plasmatico resulta em hipercolesterolemia. Tal
acumulo pode ocorrer por motivo de doengas monogénicas, em particular, por defeito no gene
do receptor de LDL-c ou no gene da apo B100 (SBC, 2016).

5.2. Produtos Naturais e Protium Heptaphyllum

O uso de plantas como fonte de alimento bem como sua utilizagdo no tratamento de
diferentes enfermidades, substituindo até mesmo medicamentos alopaticos, ainda é uma
pratica bastante versada no Brasil (ARAGAO, 2004).

A busca por terapias alternativas envolvendo plantas medicinais com atividade
hipoglicemiante, tanto por parte de leigos, quanto por profissionais da area, se da em virtude
destas apresentarem menos efeitos colaterais que o0s tratamentos convencionais
(FIGUEIREDO & MODESTO-FILHO, 2008). Varios trabalhos experimentais ja demonstraram o
efeito de plantas medicinais sobre o controle da glicemia assim como o efeito de principios
ativos isolados, como por exemplo, flavonoides, catequinas, polifendis e terpenos (FROTA,
2011 apud FAWZY et al, 2008; FARMAR; KAR, 2007; SILVA et al., 2001).

Uma meta-analise em estudos epidemioldgicos, metabdlicos e de intervencéo dietética
realizada por SANKAR et al (2006), demonstrou que a ingestdo de grédos protege contra o
aparecimento da Diabetes Mellitus tipo 2, e também participa da melhora do controle glicémico
tanto nos portadores dessa patologia como também em diabéticos hipertensos, por exemplo.

Resinas constituintes de plantas, incluindo a resina oriunda de Protium heptaphyllum,
sdo geralmente ricas em triterpenos pentaciclicos, os quais sdo considerados agentes
terapéuticos multialvos para a prevencdo e tratamento de doengas metabdlicas e
cardiovasculares sem toxicidade proeminente (CARVALHO et al, 2015). Ainda segundo
CARVALHO et al (2015), a resina oriunda da Protium em sua acdo antiobesidade afeta
primariamente o metabolismo dos carboidratos e lipideos por mecanismos que incluem a
inibicAo de enzimas digestivas, regulacdo dos hormdnios da fome e saciedade, e, por fim, a
modulacéo de adipocitocinas inflamatorias.

6. Metodologia
6.1. Amostra Bioldgica

A mistura de alfa e beta amirona foi obtida a partir da extracdo da resina de Protium
spp (Breu comercial). A amostra foi comprada no mercado municipal de Manaus, limpa,
triturada e armazenada para posterior utilizacdo. Os procedimentos foram realizados no
laboratorio de Produtos naturais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas.

Para fracionamento e isolamento da substancia a ser utlizada foram realizadas
colunas cromatograficas abertas em fase normal (CCA). Em cada etapa foram utilizadas 30g de
amostra de breu, previamente triturada, diretamente da coluna (5,5cm de didmetro interno). A
resina triturada foi submetida a uma filtracdo cromatografica em coluna aberta com silica-gel 60
(0,063 - 0,200 MM; 70-230 Mesh). Os eluentes utilizados foram hexano e acetato de etila em
ordem crescente de polaridade. Este processo visou obter até seis fracbes com os eluentes
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hexano e acetato de etila, sendo a primeira fragdo (F1) 100% hexano (500 mL); segunda fragédo
(F2) 95:5 hexano/acetato (250 mL); fracbes 3 e 4 (F3 e F4) 90:10 hexano/acetato (250 mL);
fracdo 5 e fracdo (F5 e F6), 80:20 hexano/acetato (250 mL).

Quanto ao processo de purificacdo as amostras foram lavadas com os solventes:
acetona (PA) e metanol (PA), cinco vezes em cada solvente, em banho de ultrassom, por 10-
15min. A cada lavagem as amostras foram filtradas em papel de filtro analitico, entdo foram
secas e pesadas para verificacdo do rendimento. Apos o processo foi realizada cromatografia
em camada delgada (CCD), espectrometro em massa (EM) e HPLC-DAD.

As amostras de a-B amirina purificadas foram submetidas ao processo de oxidacao.
Apbs o processo de isolamento e purificacdo da mistura de alfa e beta amirina, foi realizado o
processo de oxidagédo adaptado ao método utilizado por SOLDI (2008). Para isso foi preparada
uma solugao contendo 1,0g de a,f-amirina em 30 mL de diclorometano. Em seguida foram
adicionados 700mg de PPC (Clorocromato de Piridina), sendo a solugdo mantida sob agitacéo
constante, em temperatura ambiente, até todo o substrato ter sido consumido. O processo de
oxidagdo foi acompanhado por CCD durante todo o dia, até a sintese completa, que levou
aproximadamente 30h. Apds o término da oxidacdo foi adicionado a mistura éter etilico. A
solucéo de éter entdo passou pelo processo de filtragem em coluna de silica-gel para obtengéo
da mistura triterpénica. Ao final do processo, testes com CCD, HPLC e espectrometria de
massa foram realizados para a confirmagao da mistura dos compostos a,B-amirona.

6.2. Animais

Foram realizados testes in vivo em camundongos das linhagens BALB/c ou C57BL/6.
Os testes realizados foram os de Tolerancia Oral a Carboidratos - TTOC com o0s agucares
maltose, sacarose e amido.

6.3. Comité de Etica

O presente projeto faz parte da Pesquisa de um Projeto de doutorado, do PPG
BIONORTE, da doutoranda Rosilene Gomes da Silva Ferreira, sob o titulo Atividade
hipolipemiante, hipoglicemiante e antiobesidade dos triterpenos alfa e beta-amirona, isolados a
partir de Protium sp, jA em andamento, protocolado sob o numero de 014/2014, que foi
submetido ao Comité de Etica de Experimentacdo Animal da Universidade Federal do
Amazonas, sendo aprovado no dia 22/01/2015.

6.4. Teste de Tolerancia Oral a Carboidratos

Os camundongos da linhagens BALB/c foram utilizados nos testes com os agucares
maltose e amido. Dessa forma, foram divididos em 8 grupos, sendo 4 para o teste com maltose
e 4 para o amido. Cada grupo foi composto por 5 animais divididos da seguinte forma: animais
tratados apenas com o veiculo Kooliphor 3% em soro fisiol6gico — 100uL (Grupo Controle);
animais tratados com a substancia padrdo Acarbose 50mg (Grupo Padrdo) e quatro grupos
teste, sendo trés, do teste com maltose, tratados com trés dosagens diferentes da substancia
a,B-amirona - 25, 50 e 100 mg/kg e um, do teste com amido, tratado com a,B-amirona na
dosagem de 50mg/kg. Os camundongos da linhageM C57BL/6 foram utilizados no TTOC com
sacarose e foram divididos em 3 grupos: Controle, Padréo e Teste 50mg/kg, conforme ja
descrito anteriormente. Os animais foram mantidos em jejum por 12h antes da execucéo dos
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testes, quando foi realizada a primeira coleta de sangue da veia da cauda dos animais de cada
grupo. ApOs a coleta, foram realizadas as administracdes via oral das substancias testadas
com o veiculo e, apenas o veiculo, para o grupo controle. Passados 30 minutos do tratamento,
foi realizada a gavagem com os carboidratos correspondentes a cada teste: maltose e sacarose
na concentracdo de 2g/kg e amido a 4g/kg. Apds 30, 60 e 90 minutos de administracdo das
substancias, para maltose e sacarose, foram realizadas novas coletas para a dosagem de
glicose sanguinea. Para o teste com amido, o sangue foi coletado ap6s 30, 60, 90 e 120
minutos apds o tratamento por este se tratar de um carboidrato complexo que normalmente
leva mais tempo para ser metabolizado.

6.5. Inducdo experimental de diabetes por estreptozotocina + nicotinamida

Os testes in vivo foram realizados em da espécie BALBc, machos, com 8 semanas,
oriundos do Biotério do INPA. Todos os experimentos foram conduzidos dentro das normas éticas
e o projeto foi submetido & Comissédo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal do Amazonas (UFAM), protocolo n. 014/2014 e aprovado dia 22.1.2015.

Para os Testes de Tolerancia Oral a Carboidratos (maltose) os animais foram divididos em 5
grupos de cinco camundongos para cada teste. Os grupos foram divididos em: grupo controle
negativo (Normoglicemico); grupo padrao (GP-Arcabose); Grupo controle positivo (GCP) e grupos
testes (50mg/kg e 25mg/kg de substancia). Entretanto no terceiro dia foram perdidos os animais
do grupo Padréo.

A diabetes tipo Il foi induzida em animais machos normais. Os animais foram mantidos em
jejum durante 12 horas (durante o periodo diurno) e administrada por via intraperitoneal uma dose
de nicotinamida (210 mg/kg). Além disso, apés 20 minutos uma dose de estreptozotocina (STZ) a
180mg/kg de peso corporal foi preparado previamente em 0,1 M tampé&o citrato (pH 4,5) em um
volume de 1mL/kg de peso corporal injetado (ARYA et al., 2012). O diabetes foi confirmado apés
medir os niveis de glicose no sangue, determinados 72h apds administracdo da STZ-nicotinamida.
Camundongos com nivel de glicose no sangue em jejum acima de 150mg/dL foram considerados
com diabetes do tipo Il e utilizados para o estudo. O tratamento iniciado a partir da confirmacao
do diabetes durante um periodo de 7 dias. A cada trés dias foram realizados dosagens para
medicdo da glicemia e pesagem. Os animais foram eutanasiados no 7° dia por perda de todo

grupo controle.

6.6 Analises Bioquimicas

As amostras de sangue coletadas foram utilizadas para dosagens dos niveis de
glicose sanguinea em miligramas por decilitro (mg/dL). As dosagens foram avaliadas por meio
de método colorimétrico utilizando um analisador automatico e kits comerciais disponiveis. As
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tiras reagentes utilizadas no medidor automatico foram das marcas Accu-Chek Active ® e G-
Tech ® com numero de série e lote 6656757047 e S0315098, respectivamente.

6.6. Analises Estatisticas

Para a analise estatistica os dados foram expressos como média + erro padrdo da
média (E.P.M.). Para a comparacdo de multiplos dados paramétricos foi utilizada a andlise de
variancia (ANOVA) e o teste post hoc de Tukey. Valores de p<0,05 serdo considerados
estatisticamente significativos.

Resultados e Discussao
7.1. Teste de Tolerancia Oral a Maltose

Os niveis glicémicos dos animais nos diferentes grupos gavados com o agucar maltose
foram achados conforme a figura 1.:
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Figura 1: Efeito do tratamento com a,3-amirona frente aos niveis de glicose sanguinea
ap6s gavagem com maltose. Os dados apresentam a média + E.P.M. p<0,05
significativo vs grupo controle (ANOVA e Tukey).

Com base na figura anterior é possivel denotar uma acdo bem mais significativa da
substéncia a,B-amirona nos niveis glicémicos dos camundongos tratados com 25mg/kg apés 30
minutos de administracdo da maltose. A figura 2 reitera essa medida com o calculo da variagcdo
da glicemia entre os tempos 0 e 30 minutos entre diferentes grupos tratados ou nao.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS O
RELATORIO FINAL PIBIC/PAIC 2015-2016 i

100

90
80

70

60
m Controle

50
B Acarbose 50mg/kg

40 .
a,B-amirona 25mg/kg

A Glicemia(mg/kg)

30

20
10

0Oh - 30min

Figura 2: Variagdo da glicemia entre os tempos 0 e 30 minutos no TTOC -
Maltose. Os dados apresentam a média = E.P.M. p<0,05 significativo vs grupo
controle (ANOVA e Tukey).

Nos demais periodos de tempo 60 e 90 minutos a a,B-amirona ndo demonstrou
reducéo significativa da glicemia em relagdo ao grupo controle, tratado apenas com o veiculo,
nem em relacéo ao grupo padréo, acarbose.

Segundo os resultados obtidos por SANTOS et al (2012) e FROTA (2011) a substancia
similar, da qual a,3-amirona foi derivada, a a,3-amirina, apresenta resultado similar em teste de
tolerancia oral a glicose realizados em condi¢des similares a este, porém com uma efeito mais
pronunciado nos momentos de 60 e 90 minutos apds a gavagem com o0 agucar, nesse caso, a
propria glicose.

7.2. Teste de Tolerancia Oral a Sacarose

Para o TTOC utilizando sacarose foram achados os seguintes resultados:
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Figura 3: Efeito da mistura a,B-amirona frente aos niveis séricos de glicose apds
ingestdo de sacarose. Os dados apresentam a média = E.P.M. p<0,05 significativo vs
grupo controle (ANOVA e Tukey).

Na figura 3 € possivel observar, novamente, um resultado mais expressivo da reducao
dos niveis glicémicos no momento 30 minutos, porém dessa vez com uma dosagem mais
elevada da substancia — 50mg/kg.

O grafico da figura 4 ratifica esse achado demonstrando ainda uma reducdo menos
expressiva que a alcancada com o tratamento com a substancia padréo, acarbose, diferente do
gue aconteceu no experimento anterior, com a maltose.
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Figura 4: Variacdo da glicemia entre os tempos 0 e 30 minutos no TTOC —
Sacarose. Os dados apresentam a média + E.P.M. p<0,05 significativo vs grupo
controle (ANOVA e Tukey).
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A atividade hipoglicémica da mistura a,B-amirona nesse caso € semelhante ao
experimento anterior, visto que a sacarose é um acucar simples e de facil degradacao pela a-
glucosidase, um dos provaveis alvos farmacolégicos dessa substancia (CARVALHO et al,
2015). A reducdo significativa da glicemia no tempo de 30 minutos demonstra uma ac¢ao rapida
de inibicdo da degradacdo do acUcar, o que impede a elevagdo pronunciada da glicemia
mesmo pouco tempo apos a ingestédo do alimento.

7.3. Teste de Tolerancia Oral a Amido

Os resultados do TTOC de amido estdo dispostos no gréfico da figura 5:
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Figura 5: Efeito da mistura a,B-amirona frente aos niveis séricos de glicose apds ingestao
de amido. Os dados apresentam a média = E.P.M. p>0,05 n&o significativo vs grupo controle
(ANOVA e Tukey).

Os valores obtidos no experimento com o amido apontam para uma ineficacia na
inibicdo do sistema de degradacdo enzimatica do acUcar em questdo, visto que ndo ha
diferenca significativa entre os niveis glicémicos dos grupos controle, padrdo e teste em
nenhum dos periodos de tempo observados.

Segundo revisao realizada por WALTER et al (2005), o amido €, de fato, em grande
parte, degradado até glicose pelas enzimas a-glicoliticas presentes por todo o trato digestivo de
mamiferos superiores. Esta caracteristica se atribui essencialmente a alta produgdo de o-
amilase pancreatica secretada no intestino delgado, de forma que, até pouco tempo atras,
acreditava-se que o amido era completamente hidrolisado por essa enzima.

Porém, ainda segundo WALTER et al (2005), certos fatores tais como a relacao
estrutural amilose: amilopectina, forma fisica do alimento e inibidores enzimaticos, podem
influenciar sua taxa de hidrolise e absor¢cdo, permitindo que uma quantidade significativa de
amido escape a essa digestdo, podendo alcancar o colon e ser fermentado pela flora
microbiana presente no intestino grosso do animal, sendo essa porcdo caracterizada como
amido resistente.

De acordo com DEHGHAN-KOOSHKGHAZI & MATTERS (2004), o tratamento com
acarbose como inibidora da a-glucosidase intestinal aumenta significativamente a passagem de
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amido ndo degradado para o intestino grosso e consequentemente sua taxa de fermentacao
local e de excrecdo fecal em ratos jovens alimentados com uma dieta hipercal6rica rica em
amido.

Dessa forma, pressupde-se que a acarbose deveria ter apresentado um efeito
hipoglicemiante mais pronunciado, mesmo se tratando o amido de um polissacarideo
complexo, cuja digestao se d4 em etapas mais demoradas e potencialmente incompletas, como
€ 0 caso do amido resistente. A a,p-amirona ndo demonstrou atividade quantitativa aparente na
reducdo da glicemia durante esse tratamento em especial.

7.4 Efeito hipoglicemiante

Os animais foram inicialmente induzidos a hiperglicemia com doses de
estreptozotocina e nicotinamida o que mimetiza em partes os efeitos do diabetes tipo 2.
Conforme demonstrado na figura 6, observa-se que os animais desenvolveram hiperglicemia a
partir do 3° dia da inducdo e iniciaram o tratamento com o triterpeno. Apos o terceiro dia ja
observou-se certo efeito da amirona na dose de 25 mg/kg o que foi mais acentuado no 6° dia.
Observou-se, entretanto um retorno da glicemia, mesmo no grupo nao tratado (controle
positivo). Isto se deve ao fato deste tratamento ndo destruir completamente as células
produtoras de insulina e ocorre uma recuperacdo natural do animal. Entretanto, percebe-se que
na dose de 25 mg/kg os valores de glicemia sdo mais baixo do que no grupo controle positivo
no 6°dia.
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Figura 6: Efeito da administracdo oral de amirona sobre a glicemia de camundongos
diabéticos induzidos por estreptozotocina e nicotinamida.

Conclusoes

A partir desses experimentos foi possivel inferir que o derivado oxidado da mistura
triterpénica a,B-amirina, a a,B-amirona, possui um efeito hipoglicemiante mais imediato e
menos duradouro que a substancia da qual foi derivada, ainda que esta ndo tenha demonstrado
acao significativa na inibicdo da degradacdo do amido. Embora o presente trabalho néo tenha
como objetivo elucidar seu mecanismo de acdo, pressupfe-se que este se dé por meio da
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inibicdo de enzimas glicoliticas presentes no trato digestivo inferior dos animais, sendo esta
uma pauta pertinente a ser tratada em trabalhos posteriores.
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