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Resumo:

Resultados prévios obtidos por nosso grupo de pesquisa demonstraram que O
esteviolbiosideo (STB) apresenta propriedades insulinotrépicas em ilhotas isoladas
de ratos normais. Esta € uma propriedade relevante, pois o diabetes mellitus &,
atualmente, uma das mais importantes doencgas cronicas, tanto pela prevaléncia
como pela alta morbidade e mortalidade. Assim, dando continuidade, este trabalho
avaliou o efeito do tratamento oral de ratos diabéticos com o STB. Foram
estabelecidos trés grupos, sendo dois de ratos diabéticos por administracdo de
estreptozotocina (40 mg/Kg i.v.) € um grupo de ratos normais. Um dos grupos de
ratos diabéticos recebeu o tratamento oral (sonda esofagica) com o esteviolbiosideo
(0,1 mg/Kg p.c.) por um periodo de 30 dias. Foram avaliados o ganho de peso
corporal, a glicemia de jejum, os valores plasmaticos de triglicerideos, colesterol,
AST e ALT, a tolerancia oral a glicose e o peso dos depdésitos de tecido adiposo e
outros Orgaos. Os resultados obtidos nao diferiram significativamente entre os
grupos de animais diabéticos controle e tratados, concluindo que o esteviolbiosideo
nao apresentou propriedades antidiabéticas quando administrado oralmente a ratos
diabéticos.

Introducéo:

Nosso grupo de pesquisa tem estudado compostos presentes na planta Stevia
rebaudiana com o objetivo de desenvolver um adogante funcional com propriedades
antidiabéticas. Esta planta apresenta mais de 100 compostos e dentre 0os quais se
destacam os glicosideos do esteviol, com alto poder edulcorante que sao formados
pelo esteviol, um diterpeno glicosilado em C-19 e C-13, onde o &tomo de hidrogénio
do grupo hidroxila € substituido por combinacbes de glicose, xilose e ramnose
(CHATURVEDULA; UPRETI; PRAKASH, 2011). Neste trabalho estudamos o
esteviolbiosideo (STB), que apresenta uma capacidade de dulcor 44 vezes maior
gue a sacarose (KHATTAB et al., 2017). Recentemente, nosso grupo de pesquisa
avaliou os efeitos do STB na secrecdo de insulina em ilhotas isoladas de ratos
normais e verificamos importantes efeitos insulinotrépicos. O STB estimulou a
secrecéo de insulina apenas na em altas concentracdes de glicose, por mecanismos
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envolvem a ativacdo da enzima adenilato-ciclase (dados n&o publicados). Estes
resultados sdo inéditos e, para dar continuidade a estas investigacbes, neste
trabalho avaliamos a hipétese de que ratos diabéticos, induzidos por
estreptozotocina, tratados com STB poderiam apresentar melhor controle metabdlico
do que ratos diabéticos controle.

Materiais e métodos

Obtencao do esteviolbiosideo (STB): o esteviosideo puro foi dissolvido em 250 ml de
KOH (m/v) e transferido para um baldo de 500 ml. A solucéo foi aquecida por uma
hora sob refluxo e, apés resfriamento sob temperatura ambiente, foi tratada com
acido cloridrico 50% (v/v) até pH levemente acido. O precipitado foi removido por
filtracdo e caracterizado por meio da determinacdo de suas caracteristicas fisico-
quimicas.

Animais experimentais: Para o tratamento foram utilizados 30 ratos Wistar machos
com 60 dias de idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de
Maringa. Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Ciéncias
Fisioldgicas nas seguintes condi¢Bes: temperatura de 23°C, fotoperiodo de 12 horas
claro / 12 horas escuro, agua e ragcédo balanceada (marca Nuvilab - Colombo - PR)
ad libitum. Os animais ficaram acondicionados em gaiolas coletivas (46 x 24 x 20
cm), 5 animais por gaiola, ou em gaiolas metabdlicas individuais. O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica da UEM (CEUA n°9076141116).

Inducéo do diabetes e tratamento com o esteviolbiosideo: Os animais, com 60 dias
de idade e em jejum noturno de 12 horas, foram anestesiados (tiopental 40 mg +
lidocaina 10mg/Kg, i.p.) e receberam uma Unica aplicacdo intravenosa de
estreptozotocina (Sigma; 40 mg/kg p.c.) dissolvida em tampéao citrato (0,05M; pH
4,5), ficando por mais quatro horas em jejum. O tratamento com o STB
(0,1mg/Kg/dia), iniciado trés dias apos a inducéo do diabetes, foi por via oral (sonda
esofagica), por um periodo de 30 dias. Foram estabelecidos trés grupos
experimentais com n=10 para cada grupo: 1) Grupo de animais nao diabéticos (C) -
este grupo ndo recebeu nenhum tipo de tratamento; 2) Grupo de animais diabéticos
controle (DC) — este grupo recebeu agua pura; 3) Grupo de animais diabéticos
tratados com o STB (DT) - este grupo recebeu o STB (0,1mg/Kg/dia), por via oral
(sonda esofagica), por um periodo de 30 dias.

Peso corporal, ingestdo alimentar, hidrica e volume de urina: Os dados de peso
corporal foram registrados semanalmente. Os animais foram colocados em gaiolas
metabdlicas individuais, por um periodo de 24 horas, que permitiu o registro da
ingestéo alimentar e hidrica e do volume de urina.

Teste de Tolerancia a Glicose (GTT): Ao final do tratamento, os animais, em
restricdo alimentar de 12 horas, receberam uma solucao de glicose (1,5g/kg) por via
oral (sonda esofagica). Amostras de sangue foram colhidas por puncéo caudal nos
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tempos: 0, 5, 15, 30 e 60 minutos. Os valores de glfcemia sanguinea determinados
em um glicosimetro da marca MediSence Optium.

Eutanasia dos animais: A eutanasia dos animais (jejum noturno de 12 horas) foi
realizada por sobrecarga anestésica (tiopental sodico, 120mg/kg, i.p.). Apoés
laparotomia mediana, amostras de sangue foram colhidas através da veia cava
inferior e, em seguida, foram retirados e pesados o0s depdsitos de gorduras
retroperitoneais e periepididimais, os musculos gastrocnémio, os testiculos, as
vesiculas seminais, os rins, o figado e o baco.

Dosagens bioquimicas: A determinacdo das concentracdes sanguineas de glicose,
colesterol total, HDL, triglicerideos, aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) foram realizadas com uso de Kits especificos - métodos
colorimétricos (Gold Analisa®, Belo Horizonte, MG) e espectrofotbmetro
(Bioplus2000®, Sao Paulo, SP).

Andlise Estatistica: Os resultados, apresentados como média + epm, foram
submetidos a analise de variancia, seguido de teste de Tukey (p< 0,05). Foi utilizado
o programa GraphPad Prism versao 6.0.

Resultados e discussao

A variacdo do peso corporal e os valores da area sob a curva sdo mostrados na
Figura 1. Verifica-se que animais ndo diabéticos apresentaram um aumento
significativo (p<0,05) do peso corporal, enquanto os animais diabéticos perderam
peso. Observa-se, também, que o tratamento oral com o STB, durante trinta dias,
nao teve nenhum efeito sobre este parametro. Na Tabela 1 estédo os resultados dos
parametros plasmaticos. Verifica-se que 0s grupos de animais diabéticos
apresentaram hiperglicemia quando comparados com nao diabéticos. Tambéem
apresentaram as alteracdes fisioldgicas classicas deste modelo de diabetes
experimental, como polidria e polidpsia (dados ndo mostrados). Foi observado uma
reducdo expressiva no peso dos 6rgdos dos animais diabéticos quando comparados
com o controle, no entanto, ndo houve efeito do tratamento com STB sobre este
parametro (dados nado mostrados). O tratamento com STB nao modificou
significativamente a glicemia, assim como nao causou nenhuma alteracdo nas
concentragbes plasméticas de colesterol, triglicerideos, AST e ALT (Tabela 1).
Animais diabéticos controle e tratados com STB apresentaram tolerancia a glicose
semelhantes no GTT oral e nenhum efeito do tratamentos foi registrado quando se
avaliou o peso dos orgaos (dados nao mostrados).

Conclusao
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O esteviolbiosideo ndo apresentou propriedades antidiabéticas guando administrado
oralmente a ratos diabéticos.
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Figura 1. Efeito do tratamento com esteviolbiosideo no peso corporal (g) de ratos diabéticos. (A)
Variacdo do peso corporal durante o tratamento. (B) Area sob a curva dos valores de peso corporal.
Os valores representam a média + epm. C: Animais ndo diabéticos; DC: animais diabéticos controle;
DT: animais diabéticos tratados com steviolbiosideo (*P<0,05 ANOVA one-way, n=10 por grupo).

Tabela 1. Parametros plasmaticos de ratos ndo diabéticos (C), diabéticos controle
(DC) e diabéticos tratados com esteviolbiosideo (DT).

Grupo Colesterol total Triglicerideos AST (U/L) ALT (U/L) Glicemia de
(mg/dL) (mg/dL) jejum
(mg/dL)
C 68,75+10,30 61,25+9,20 44,25+11,30 73,7515,20 188,946,17
DC 69,14+13,60 54,57+14,60 41,86+4,10 54,57+17,20  257,1445,79
DT 74,06%6,30 78,59+10,40 60,5319,30 78,53+10,30 264,41+7,14

Valores sdo média +e.p.m e ndo diferem significativamente (p>0,0; ANOVA); n=10 por grupo.
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