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RESUMO

O Diabetes Mellitus (DM) é uma disfungdo metabdlica de etiologia mdultipla que se caracteriza por
hiperglicemia crénica. A planta Cissus sicyoides é conhecida popularmente por seu efeito antidiabético. O
objetivo de estudo foi analisar o possivel efeito protetor da planta sobre a indugao quimica (por aloxano) de
DM em camundongos. Foram utilizados 10 camundongos Swiss fémeas, tratados com solu¢do aquosa de
C. sicyoides pelo periodo 30 dias e submetidos a indugao do diabetes experimental com Aloxano, outros 10
animais formaram o grupo controle que recebeu agua. Os animais foram divididos em 3 grupos: o grupo
teste 1 e 2 para tratamento com doses de 40 g L' e 20 g L do extrato aquoso da planta e o grupo controle
que recebeu agua. Apos o término do tratamento, todos os animais receberam trés doses de aloxano 2%.
Apoés o quarto dia (Ultima aplicagao) foram sacrificados e uma pungéo cardiaca para dosagem glicémica foi
realizada, além de uma extracdo do pancreas com subsequente preparo histoldgico do mesmo. Observou-
se que o grupo teste 1 e 2 apresentaram diferenca significativa no efeito protetor da DM em relagéo ao
grupo controle, porém nao apresentaram diferencga significativa entre si (ou seja, entre o teste 1 e 2), onde
os niveis glicémicos ficaram baixos. Nos cortes histoldgicos, os resultados foram os mesmos. Os grupos
testes apresentaram hiperplasia das ilhotas de Langerhans, enquanto o grupo controle apresentou somente
alteracées morfologicas causadas pela agdo do aloxano. Suspeita-se que a hiperplasia visualizada nos
grupos teste pode ter relagdo com uma resposta a acdo de componentes de C. sicyoides. Mesmo nao
identificando seu exato mecanismo de agao, percebeu-se que esta planta influencia no efeito protetor contra
o diabetes.

Palavras-Chave: Diabetes Mellitus; aloxano; glicemia; fitoterapia.

ABSTRACT
Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic disorder of multiple etiology characterized by chronic hyperglycaemia.
The plant Cissus sicyoides is commonly known for its antidiabetic effect. The research objective was to
analyze the possible protective effect of this plant in mice with DM induced by alloxan. Ten Swiss female
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mice were treated with aqueous solution from C. sicyoides for a period of 30 days and induction of
experimental diabetes with alloxan were used, they were named Test 1 and 2, with five animals each.
Another ten animals were the control group that received just water. The animals were divided into 3 groups:
Test 1 and 2 for treatment with 40 g L-1 and 20 g L-1 of aqueous plant extract and the control group that
received just water. After the end of the treatment, all animals received three doses of alloxan 2%. After the
fourth day of the last application, they were sacrificed, cardiac puncture for glucose dosage was performed,
and pancreas was extracted for histological preparation. It was observed that test 1 and 2 showed significant
differences in protective effect from DM when compared with the control group, but showed no significant
difference between them (i.e. between Test 1 and 2), where glycemic leavels were low. In histological
sections, the effect observed was the same. Test groups showed hyperplasia of the islets of Langerhans,
while the control group showed only morphological changes caused by the action of alloxan. It is suspected
that hyperplasia visualized in test groups may be related to one response action to C. sicyoides components.
Even without identifying its exact mechanism of action, it was noticed that this plant influences the protective

effect against diabetes.

Keywords: Diabetes Mellitus; alloxan; glycemia; phytotherapy..

INTRODUGCAO

A DM é uma doenca metabdlica
caracterizada por hiperglicemia e associadas
a complicagdes, disfungbes e insuficiéncias
de varios orgaos (olhos, rins, nervos,
cérebro, coragdo e vasos sanguineos),
podendo resultar em defeitos de secrecao
e/ou acao da insulina envolvendo processos
patogénicos especificos, como por exemplo,
destruicdo das células beta (B) do pancreas,
resisténcia a agcao da insulina, disturbios da
secrec¢ao da insulina, entre outros (1).

E uma patologia de incidéncia
crescente, estimava-se que em 1995 atingia
4% da populagdo adulta mundial, agora
estima-se que em 2025, alcancara 5,4% da
populacdao mundial, sendo que parte desse
aumento sera em paises em
desenvolvimento, concentrando-se na faixa
etaria de 45-60 anos (2). Outro fator
importante desta patologia esta relacionado
com os custos para atendimento ao diabetes
variam de 4% a 15% dos gastos nacionais
em saude, dependendo da prevaléncia local
da patologia e da complexidade do
tratamento disponivel (1).

Para os portadores de DM-I nao
existe cura, apenas tratamento, pois estes
sao insulino dependentes. Ja para os
portadores do DM-Il que nao respondem
mais a métodos ndo medicamentosos,
existem os hipoglicemiantes orais. Estes se
classificam em: estimuladores da secregao
de insulina (sulfoniluréias e glinidas),
redutores da velocidade de absor¢do da
glicose (inibidores da alfaglicosidase),
inibidores da gliconeogénese hepatica
(biguanidas) e/ou os utilizam a glicose
periférica (glitazonas), ou seja, 0s que
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aumentam a secre¢ao de insulina e os que
ndao aumentam (3).

Para comprovagdo do  efeito
antidiabético das plantas  medicinais,
geralmente utiliza-se os testes em modelos
animais, onde a DM ¢é induzida
quimicamente. O aloxano € uma substancia
que tem agado comprovada de selegdo e
destruicao sobre as células B
pancreéticas(4,5) induzindo assim o DM tipo
| quimico. Essa substancia diabetogénica é
usada para induzir o DM em animais
experimentais quando em doses adequadas

(6).

Além dos estudos para comprovagao
da propriedade antidiabética das plantas
medicinais, pesquisas sobre o efeito protetor
destas plantas também vém sendo
realizadas (7).

No Brasil hd um grande numero de
plantas popularmente usadas para combater
a DM. Cerca de 800 plantas com potencial
antidiabético podem ser encontradas (8).

Muitos autores comprovaram o efeito
antidiabético e hipoglicemiante de varias
plantas. Algumas ja eram popularmente
utilizadas mesmo ndo tendo seu efeito
comprovado cientificamente, dentre elas
encontra-se a Cissus sicyoides (Figura 1).

Essa planta esta incluida na seguinte
classificagdo taxinbmica: Reino Plantae,
Subreino Traquiobionta, Superdivisao
Spermatophyta, Divisdao  Magnoliophyta,
Classe Magnoliopsida, Subclasse Rosidae,
Ordem Rhamnales e Familia Vitaceae (9).

Popularmente esta planta é
conhecida como insulina vegetal, anil
trepador, cortina japonesa, tinta-dos-gentios,
achite, cipé-puca e uva brava (10-11).

C. sycioides (Cissusverticillata) muito
conhecida popularmente pelos seus efeitos
antidiabéticos, hipoglicemiantes,



antioxidante, antimicrobiana (12,13) anti-
inflamatéria, anti-hipertensiva, antipirética,
antipilética e antirreumatico (10, 14-16).
Esses efeitos podem advir dos compostos
detectados nas folhas como: triterpenos
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esterbides, compostos redutores, taninos,
flavonodides, aminoacidos e compostos
graxos (17,18).

Figura 1: Fotografia da planta ‘in natura’. Fonte: Fotografia realizada pelos préprios autores no Horto de
Plantas Medicinais do Refugio Biolégico de Itaipu Binacional, Foz do Iguagu/PR, 2015

O extrato aquoso da C. sicyoides ja
foi utilizado em outros estudos em que
avaliou se o efeito hipoglicemiante desta
planta se assemelha com a agdo das
biguanidas, ou seja, diminui a absorgcéao
intestinal de glicose assim como a producéo
de gliconeogénese hepatica, aumentando a
sensibilidade do receptor insulinico (15- 16,
19).

Sao poucos os estudos encontrados
sobre o efeito protetor contra o diabetes
mellitus, por exemplo, Zanoelloet al.
avaliaram o} efeito protetor do
Syzygiumcumini contra o DM induzido com
aloxano em ratos fémeas, e foi possivel
concluir o efeito protetor desta planta contra
o DM induzido com aloxano, porém sem
comprovar se o efeito foi devido a elevagao
da glicemia em animais normoglicémicos
observados antes da inducdo ou a outro
mecanismo desconhecido (7).

O objetivo geral deste trabalho foi
analisar supostos efeitos protetores de C.
sicyoides sobre o diabetes experimental
induzido por aloxano em camundongos.

METODOLOGIA

1. Animais e indugao do diabetes
experimental
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Foram utilizados 20 camundongos
fémeas da linhagem Swiss (Mus musculus),
de oito semanas de vida, pesando cerca de
20 a 30g, provenientes do Biotério da
Universidade Estadual de Maringd (UEM),
sendo mantidos no Biotério da Faculdade
Unido das Américas, em condicoes
convencionais, temperatura (20 * 2) e
umidade (50 + 5), e fotoperiodo de 12horas,
recebendo 4gua e ragdo  padrédo
autoclavadas e oferecidos ad libitum.

Ap6s o periodo de adaptacao dos
animais, eles foram separados
aleatoriamente para compor 0s grupos
experimentais, que foram divididos em:
Grupo teste 1: 5 (cinco) animais foram
tratados com a infusdo aquosa da planta, na
concentracédo de 40 g L, como Unica fonte
hidrica durante o periodo de 30 dias.

Grupo teste 2: 5 (cinco) animais foram
tratados com infusdo aquosa da planta, na
concentracdo de 20 g L, como Unica fonte
hidrica durante o periodo de 30 dias.
Grupo controle: 10 (dez) animais receberam
agua no lugar da infusdo aquosa da planta,
durante os 30 dias de tratamento. Este grupo
foi considerado o grupo controle, sendo 5
animais controle para cada grupo teste.

Logo ap6s o periodo de tratamento
com a solugdo aquosa de C. sicyoides, 0s
animais do grupo teste 1e 2, permaneceram



em jejum de 12 horas com fornecimento de
agua livre (20). Apds, os animais foram
submetidos a inducdo do diabetes
experimental com aloxano 2% (21), na dose
de 40mg kg™ apds 12 horas de jejum, por via
intraperitoneal (22). Posterior a indu¢do, os
animais receberam como Unica fonte hidrica,
solugdo de glicose a 10% por 24 horas,
sendo a alimentacdo mantida normalmente
(20).A inducao do diabetes experimental com
aloxano também ocorreu no grupo controle.

Essa pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa e
Experimentacdo Animal/FAG, sob parecer
numero 035/2011.

1.1 Material vegetal e preparo da infusdo
aquosa

A planta utilizada foi coletada no més de
outubro de 2011, no Municipio de Foz do
Ilguacu (Parand, Brasil), no Refugio Bioldgico
Bela Vista da Itaipu Binacional e foi
acondicionada no Laboratério de Bio Saude
da Faculdade Uniao das Américas.

Para preparagédo da infusdo aquosa,
utilizou-se a parte folhosa C. sicyoides. As
folhas foram passadas em agua corrente,
retirando o excesso de agua e
posteriormente foram secas em estufa a
50°C por 72 horas. A infusdo de folhas foi
preparada em duas concentragdes, sendo
uma de 20g de folhas secas para cada litro
de 4gua (20 g L") e a outra com 40g de
folhas secas para cada litro de agua (40 g L
') e aquecidas a uma temperatura de
aproximadamente 80°C (9, 22).

1.2 Determinacédo da glicose sanguinea e
histologia

A glicemia de jejum (8 horas) foi
monitorada ap6és a inducdo do DM
experimental com aloxano, através do uso de
glicosimetro, retirando-se amostra de sangue
da veia caudal do animal, utilizando para
este fim lancetas estéreis. Os animais foram
considerados diabéticos apds leitura e
confirmagcdo da glicemia através de
glicosimetro, com valores de glicose
superiores a 250mg dL™ (13,8 mM) (23).

Depois de mensurada a glicemia
sanguinea, os animais foram sacrificados
através do deslocamento cervical, apés
confirmada a morte do animal, retirou-se
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amostras de sangue para posterior analise
da glicemia, através de pungéo cardiaca.

Para o preparo histolégico, o pancreas foi
removido e fixado no formol bruto a 10%
durante duas horas, e depois lavado em
agua corrente por dois minutos. A seguir, foi
iniciada a sequéncia de banhos com &lcool
etilico para a desidratacao do material, onde
foram realizados banhos de 20 minutos para
cada um dos alcoois: 70%, 80%, 90%,
exceto 0 100%, que recebeu dois banhos.

Posteriormente realizou-se a diafinizacao,
utilizando alcool/xilol (1:1) em um banho de
20 minutos, seguido de trés banhos de 20
minutos de xilol 100%. Entdo, o material foi
incluido em parafina, e permaneceu em
estufa a 58°C durante duas horas. Apds esse
periodo, os 6érgdos foram emblocados e
cortados por micrétomo em cortes com
espessura de 6um. Para proceder a
coloragdo, foi necessério efetuar a
desparafinizacdo e a hidratagdo. Os cortes
foram corados com hematoxilina e eosina
(HE).

1.3 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por
meio do software Statistica (Stat Soft Inc.,
Tulsa, OK, USA), sendo que os resultados
foram apresentados como média + erro
padrdo da média (EPM) dos grupos.

Todas as medidas obtidas nos
procedimentos experimentais foram testadas
quanto a homogeneidade da variancia e
normalidade da distribuicdo. As variaveis,
que apresentaram distribuicdo normal e
variancia homogénea, foram analisadas
segundo o teste de variancia (ANOVA) de
uma via. Em seguida, as comparacdes entre
0S grupos ou entre os tratamentos foram
realizadas através do teste post roc de
Newman Keuls. O nivel de significancia a ser
considerado foi p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apoés trés tentativas de indugcdo com
aloxano 2%, sendo duas doses de 40mg kg
de peso do animal e uma de 60mgkg”, foi
diagnosticado DM nos grupos controles, o
mesmo demonstrado em outro estudo (7).



Os niveis de hiperglicemia em ambos
0s grupos testes foram baixos quando
comparados com 0 grupo controle, como
demonstrados na Tabela 1. No entanto,
consideramos como valor de referéncia para
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DM igual ou acima de 250 mg dL™, pode-se
considerar apenas o grupo Il e o grupo
controle diabéticos (24).

Tabela 1: Média dos niveis de glicemia dos grupos testes (1 e 2), além do controle

Grupos Média das Glicemias (mg/dL™)
Teste 1 (40 g L-1) 174,6
Teste 2 (20 g L-1) 268,2
Grupo Controle 436,2

Ao analisar na Figura 1 observa-se
que houve diferenca significativa entre o
Grupo Teste 1 (F(2,17)=7,24, p=0,008601) e
o Grupo Teste 2 (F(2,17)=7,24, p=0,041811)
quando comparados com o grupo controle,
porém, o Grupo Teste 1 e o Grupo Teste 2
nao apresentaram diferenca significativa
entre si, ou seja, nao houve diferenga
significativa entre as doses aplicadas, 20 e
40 g L, isto &, ndo segue o padrdo de dose-
resposta. Estes resultados sugerem que a
infusdo aquosa de C. sicyoides, na
concentracdo de 40 g L'pode ter exercido

600 -
550 -
500 -
450
400
350 1
300 1
250 1
200 -
150 -
100 -
50 1
0

GLICOSE (mg/dL)

efeito protetor sobre a DM induzida por
aloxano em camundongos fémeas Swiss,
pois a glicemia do animal nesta dose
manteve-se abaixo do valor estipulado para
1ser classificado como diabético (250 mg dL
).

Ja a infusdo de C. sicyoidesna

concentracdo de 20 g L7, ndo reduziu a
glicemia, pois 0s animais apresentaram
glicemia superior a 250 mgdL™, sendo assim,
0s animais deste grupo foram considerados
diabéticos.

TESTE 1

TESTE 2 CONTROLE

Figura 1: Médiaterro padrao da glicemia (mg dL") dos camundongos do grupo controle e dos grupos teste
1e2,com40g L-'e 20 g L’ respectivamente, da infusdo aquosa de C. sicyoides. Existéncia de diferencas
significativas em entre o Grupo controle e os grupos testes, usando o teste post roc de Newman Keuls, com

nivel de significAncia de p<0,05.
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A dose de aloxano influencia na
severidade da destruicdo das células beta
pancredticas (22). No entanto, estudos
demonstram que tais células sdo capazes de
produzir um mecanismo de defesa diante de
tal agressao se tornando menos suscetivel a
drogas ou ao seu mecanismo de
degeneragao celular devido a produgédo de
substancias utilizadas durante a destruicao
intracelular minimizando a toxicidade do
agente diabetogénico (7).

Através da andlise histolégica foi
possivel observar em ambos 0s grupos
testes a ocorréncia de hiperplasia das ilhotas
de Langerhans apresentadas nas Figuras 2B
e 2C quando comparados com as ilhotas
encontradas no grupo controle (figura 2A) e
com uma ilhota de Langerhans normal (figura
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Pelo fato da C. sicyoidester em sua
composicao triterpenoides (saponinas) e
flavonoides (17-18,24) pode-se subtender a
causa da hiperplasia.

Koshy e Vijayalakshmi  (2001);
Ojewole (2002); Negri (2005) supdem que
esses compostos agem estimulando as
células betas das ilhotas de Langerhans a
secretar insulina dependendo de sua
concentracdo, ou seja, estimulando as
células a wuma hiperfuncdo causando
hiperinsulinemia e como consequéncia uma
hiperplasia das llhotas de Langerhans (25-
27).

Figura 2. A) Setas indicam a llhota de Langerhans encontradas no grupo controle (objetiva de 10x, ocular
10x, aumento de 100x); B) llhota de Langerhans hiperplasicas encontradas no grupo teste 1indicadas pela
seta (objetiva de 10x, ocular 10x, aumento de 100x); C) llhotas de Langerhans hiperplasicas encontradas no
grupo teste 2 indicadas pela seta (objetiva de 10x, ocular de 10x, aumento de 100x).

Esse tipo de hiperestimulacao
também pode ser observada no insulinoma
que se caracteriza por um tumor benigno
funcional das células beta das ilhotas de

Langerhans ou em doencas genéticas como
Hipoglicemia Hiperinsulinémica Persistente
da Infancia, a HHPI(28-29).

Figura 3. A) Corte histolégico do pancreas do grupo controle demonstrando as ilhotas de Langerhans
alteradas (seta) pela acdo do aloxano (objetiva de 10x, ocular 10x, aumento de 100x); B) Corte histoldgico
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do pancreas do grupo controle demonstrando as llhotas de Langerhans com tamanhos normais, indicados

pela seta (objetiva de 10x, ocular 10x, aumento de 100x).

ApGs a acao do aloxano para indugao
do diabetes experimental observa-se que as
células das ilhotas de Langerhans
demonstram-se dispersas e de forma
distorcida, assim como obtivemos no grupo
controle (Figura 3A) (30).

Ainda no grupo controle foi possivel
observar que o tamanho das ilhotas estdo
normais (figura 3B) e nao hiperplasicas como
observados nos grupos testes.

CONSIDERAGOES FINAIS

O emprego de plantas medicinais nos
programas de saudes atuais, principalmente
no Programa Saude da Familia, ainda sofre
certo preconceito, mesmo sendo este tipo de
tratamento usado popularmente desde a era
cristd. Diversas patologias podem ser
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