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Resumo

O Diabetes mellitus compreende um grupo de desordens metabdlicas que envolvem mecanis-
mos patogénicos distintos, caracterizado por anormalidades no metabolismo da glicose e outras
substancias produtoras de energia, que desenvolvem complicagdes vasculares e neuropaticas.
Com as complicacoes cronicas associadas, particularmente ao diabetes malcontrolado, a ateros-
clerose constitui um grave problema a cardiopatia isquémica e ao infarto. Nesse caso, a proteina
C reativa ultrassensivel (PCR-us) é uma das proteinas de fase aguda do processo inflamatorio,
cujas concentracoes se elevam significativamente durante a resposta inflamatodria. Estudos tém
demonstrado que a ingestao de compostos como a rutina tem diminuido as concentracoes de
glicose, funcionando também como antioxidante, contribuindo para a reducao do processo in-
flamatoério. O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da rutina sobre a atividade
da proteina C reativa ultrassensivel, em modelo animal de diabetes induzido por estreptozotocina
(STZ). Este estudo se caracteriza como experimental, em que foram utilizados ratos machos
Wistar. O diabetes foi induzido nos animais por meio de injecdo tnica intraperitoneal de STZ,
55 mg/Kg. A rutina foi administrada em uma concentracdo de 100 mg/Kg/dia, e a concentracao
de glibenclamida foi de 10 mg/Kg/dia, durante 30 dias. Considerando os resultados, o flavonoi-
de rutina atingiu resultados significativos na diminuicao de niveis glicémicos, apresentou con-
trole sob os niveis de PCR-us e na diminuicdo da fracao LDL-C, contribuindo para amenizar
o processo inflamatério gerado pelo DM1 e favorecendo uma diminuig¢ao de complicacoes do
risco aterogénico em individuos com DMI.

Palavras-chave: Diabetes mellitus. Rutina. Proteina C reativa ultrassensivel.
1 INTRODUCAO

O Diabetes mellitus (DM) € considerado um distirbio cronico, caracterizado por anorma-
lidades no metabolismo da glicose e outras substancias produtoras de energia, que desenvolvem
complicacoes vasculares e neuropaticas. Independentemente de sua etiologia, a doenca esta rela-
cionada a um defeito hormonal, ou seja, a deficiéncia da acao e/ou secre¢ao de insulina, que pode
ser total, parcial ou relativa (CUMAOGLU et al., 2011; GOLDMAN; AUSIELLO, 2005).
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Segundo Kumar, Abbas e Fausto (2005), a maioria dos casos de diabetes se enquadra em
duas grandes categorias:

a) Diabetes mellitus tipo 1 (DM1): caracterizado pela destruicao das células betapancre-
aticas, acarretando na deficiéncia absoluta de insulina e representando cerca de 10%
dos casos de diabetes;

b) Diabetes mellitus tipo 2 (DM2): causado por uma combinagao de resisténcia periférica
a insulina e uma resposta secretora inadequada das células beta; corresponde a apro-
ximadamente 90% dos casos.

O DM compreende um grupo de desordens metabdlicas que envolvem mecanismos pa-
togénicos distintos. Ele se manifesta por sintomas como politria, polidipsia, perda de peso,
polifagia e visao turva ou por complicacoes agudas que podem levar ao risco de vida (GROSS, et
al., 2002). Com as complicacoes cronicas associadas, particularmente ao diabetes malcontrolado,
a aterosclerose constitui um grande problema para a cardiopatia isquémica e o infarto. Nesse
caso, a PCR-us é uma das proteinas de fase aguda do processo inflamatorio, cujas concentragoes
se elevam significativamente durante a resposta inflamatéria (LIMA et al., 2007).

A rutina € um flavonoide pertencente a subclasse dos flavonoéis que tem sido intensamen-
te pesquisada e seus resultados estao interessando, constantemente, as induistrias farmacéuticas
(NEGRI, 2005). A rutina foi o primeiro flavonoide descoberto, tendo uma ampla distribui¢ao no
reino vegetal (MIYASHIRO, 2010). Apresenta varias atividades biolégicas benéficas ao ser hu-
mano, que tém sido objeto de estudo em diversas areas, contribuindo para o futuro tratamento
de varias enfermidades (BECHO; MACHADO; GUERRA, 2009).

Dessa forma, este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da rutina sobre a PCR-us, um
marcador importante de processo inflamatdrio, especialmente da placa aterosclerdtica, um fator

contribuinte a morbidade e a mortalidade de pacientes diabéticos.

2 MATERIAL E METODOS

No estudo experimental, foram utilizados ratos machos Wistar, provenientes do biotério
da Universidade do Oeste de Santa Catarina de Sao Miguel do Oeste.

Os animais foram agrupados em caixas plasticas, com assoalho contendo maravalha e
mantidos em ambiente com temperatura controlada (22 © — 24 °C). A luminosidade foi controla-
da em ciclo de 12 horas com luz e 12 horas de escuro. Receberam 4gua e racao, sendo uma dieta
normoproteica (12% de proteinas).

Foram utilizados seis grupos de animais, cada grupo contendo cinco ratos:

a) Grupo 1: Controle — Saudavel: Citrato de s6dio (0.02M pH 4,5) intraperitoneal;
b) Grupo 2: Controle — Saudavel: Tratados com hipoglicemiante (glibenclamida);
¢) Grupo 3: Controle — Saudavel: Tratados com rutina;

d) Grupo 4: Teste — Diabético nao tratado: STZ intraperitoneal;
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e) Grupo 5: Teste — Diabético: Tratados com rutina;
f) Grupo 6: Teste — Diabético: Tratados com hipoglicemiante (glibenclamida).

O diabetes foi induzido nos animais ap6s um periodo de jejum de 12 horas, por meio de
inje¢ao Unica intraperitoneal de STZ, 55 mg/Kg diluida em tampao de citrato de s6dio (0.01 M
pH 4,5), injetada 10 minutos ap6s a diluicao (DIAS, 2001).

Decorrida 24 horas apds a administragdo da STZ foi avaliado se houve a inducao do
diabetes, por intermédio da medida da glicemia em amostra de sangue colhida da veia caudal
ao glicosimetro. Foram considerados diabéticos os animais que apresentaram glicose sanguinea
igual ou superior a 250 mg/dL. Os niveis de glicose foram avaliados 48 horas ap6s a inducao e,
posteriormente, a cada sete dias, até o final do experimento (DIAS, 2001).

A rutina e a glibenclamida foram administradas com o auxilio de uma canula orogastrica
(gavage); a rutina foi administrada em uma concentragiao de 100 mg/Kg/dia, enquanto a concen-
tracdo de glibenclamida foi de 10 mg/Kg/dia.

A glibenclamida foi escolhida, pois esta no mercado ha muito tempo, tendo seu uso difu-
so e suas propriedades hipoglicemiantes conhecidas.

Ao final do experimento, no 31° dia, os animais foram transportados do biotério ao labo-
ratério de bioquimica da Unoesc para serem anestesiados e, posteriormente, coletadas as amos-
tras, que foram sangue total com EDTA e sangue sem anticoagulante para a obtencao de soro.

As amostras sanguineas foram obtidas dos animais anestesiados por meio da coleta de
sangue da veia cava inferior. Apds, foram colocadas em tubos de ensaio; o tubo sem anticoagu-
lante foi submetido a centrifugacio de 3500 rpm para a obtencao do soro.

Foram realizadas as seguintes anélises: glicose, colesterol total, colesterol HDL, triglice-
ridios e dosagem de PCR-us.

A analise de todas as informagoes coletadas nesta pesquisa foi inicialmente feita de forma
descritiva. Para as variaveis quantitativas foram calculadas algumas medidas-resumos, como
média e porcentagem, e confeccionados os graficos e tabelas. Os dados foram digitados em pla-

nilhas no Microsoft Office Excel 2007 para um adequado armazenamento das informagoes.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo experimental com ratos machos Wistar, para testar o efeito da rutina sobre o
diabetes, quanto a avaliacao da PCR-us, foi aprovado pelo Comite de Etica e Pesquisa e se pro-
cedeu o estudo com os animais.

A utilizagao da STZ pela via intraperitoneal, na dose de 55 mg/kg, foi efetiva na inducao
do diabetes, pois a verificacao da glicemia apés decorridas 48 horas, por meio do uso do glico-
simetro, demonstrou niveis glicémicos elevados (>250 mg/dL), enquanto que os ratos nao dia-
béticos (os que nao foram induzidos), apresentaram niveis glicémicos normais, conforme média

apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1 — Média da glicemia inicial dos grupos estudados

GRUPOS GLICEMIA (mg/dL)
Grupo 1 108,4 mg/dL
Grupo 2 108,8 mg/dL
Grupo 3 104,4 mg/dL
Grupo 4 422,4 mg/dL
Grupo 5 514,6 mg/dL
Grupo 6 528,8 mg/dL

Fonte: os autores.

Segundo estudos, a administracdo de STZ em animais demonstrou-se eficaz no que
diz respeito a hiperglicemia e também a parametros como niveis normais de corpos cetonicos,
acidos graxos livres plasmaticos e niveis normais glicoliticos, glicogénio e citrato. Conclui-se
assim, que a substancia dificilmente ocasionara outros problemas agravantes, ao contrario de
outras substancias que ja foram estudadas para induzir o diabetes, em que, além de provocarem
uma hiperglicemia, ocasionaram um certo grau de toxidade (SATO et al., 2006).

A STZ ¢ uma droga que atua diretamente na inducao da morte das células betapancrea-
ticas que, quando administrada em animais sadios, causa uma grave deficiéncia de liberagao da
insulina e 0 DM se desenvolve em um ou dois dias (DIAS, 2005).

Os niveis de glicose obtidos neste estudo, em relagao ao efeito da rutina, foram positivos.
Embora os niveis glicémicos dos animais tratados com rutina nao tenham diminuido na mesma
proporcao que o grupo tratado com glibenclamida, representou, ao final do experimento, uma
diminuicdo positiva. O Grafico 1 mostra esta relagao:

Grafico 1 — Comparagio da diminuigao da glicemia dos grupos 5 e 6
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Legenda: O grupo 5 corresponde aos ratos diabéticos tratados com rutina, sendo o grupo 6 os
ratos diabéticos tratados com glibenclamida
Fonte: os autores.

Como se percebe, o tratamento com o flavonoide de estudo rutina diminuiu os niveis de
glicose em 16,32%, em 30 dias de estudo. Observou-se que, ao final da segunda semana de tra-
tamento, o efeito da rutina se igualou ao da glibenclamida, diminuindo mais de 9%. No final da

terceira semana, a glibenclamida agiu em uma diminui¢ao somando 40,96%, enquanto a rutina
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somou uma diminuigao de 10,84%. Houve uma grande diminuigao da glibenclamida no final da
terceira semana, porém, a rutina diminuiu mais que a glibenclamida no final da quarta semana.

Embora a glibenclamida, em um periodo de 30 dias, tenha uma percentual maior na di-
minuigao da glicose, a rutina, em todas as dosagens, também teve uma diminuicdo expressiva,
demonstrando que o uso do componente flavonoide rutina desempenha condicoes de agir no
controle da hiperglicemia.

Em seus estudos, Kamalakkanan e Prince (2006), investigando o efeito antidiabético e
antioxidante da rutina, constataram um efeito redutor da glicemia de 62,73%, em um periodo de
45 dias. Com esses resultados, os autores concluiram que a rutina apresenta efeito antidiabético
e atividade antioxidante em ratos diabéticos, induzido por STZ, pois o composto tem capacida-
de de varrer os radicais livres e inibir a peroxidacao lipidica, prevenindo o estresse oxidativo e
protegendo as células beta pela diminuicao dos niveis de glicose no sangue.

Em relacdo ao peso, os grupos foram acompanhados por varias pesagens individuais.
Observou-se que os grupos nao diabéticos (grupos 1, 2 e 3) tiveram um pequeno ganho de peso
quando comparados aos grupos diabéticos (grupos 4, 5 e 6), demonstrando em alguns casos uma
expressiva reducdo de peso. Esta relacdo de pesos permite comparar com os sinais € sintomas
dos pacientes diabéticos, por haver uma reducdo de peso depois da manifestagido do diabetes.
Esses resultados foram vistos com uma expressividade maior no grupo 4, ratos diabéticos que
nao recebiam tratamento, tendo uma diminuicdo do seu peso em 30 dias, de 28,93%.

Em estudo realizado por Dias (2005), em ratos, com o uso de um composto da classe dos
flavonoides, apds oito semanas de experimentos, também observou que o peso corporal dos ani-
mais diabéticos reduziu significativamente em relacdo ao grupo-controle, em torno de 28,1%,
com nivel de significancia de p<0,05, dado bem préximo ao encontrado neste estudo, em que
ratos diabéticos tratados com rutina diminuiram 26,53%, em 30 dias.

Conforme se observa no Grafico 2, os grupos nao diabéticos 1, 2 ¢ 3 aumentaram seu
peso em 5,8%, 9,27% e 9,92%, respectivamente; enquanto os grupos 5 ¢ 6 diminuiram 26,53% e
13,10%, respectivamente.

Grafico 2 — Comparacao de pesos (em gramas) entre os grupos
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Fonte: os autores.
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No presente estudo, verificou-se que os niveis de PCR-us foram elevados no grupo 4
(ratos diabéticos nao tratados), apresentaram niveis da proteina mais aumentados, quando rela-
cionados aos outros grupos. A média dos grupos um e dois ficou em 0,014mg/dL, os grupos 3,
5 e6 com 0,0lmg/dL e o grupo 4 com 0,042mg/dL. O Grafico 3 mostra as dosagens obtidas em
cada rato, conforme o grupo de estudo.

Grifico 3 — Niveis de PCR-us (mg/dL) obtidos por rato, conforme o grupo de estudo,
no final do experimento
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Fonte: os autores.

Com esses valores, percebeu-se que o grupo 4 teve niveis aumentados. Esses resultados sugerem
um inicio do processo inflamatdrio, pois os grupos 5 e 6, que também eram diabéticos, porém tratados,
apresentaram valores de 23,81% mais baixos, quando comparados aos ratos apenas diabéticos.

Outro achado interessante ¢ a média da PCR-us no grupo 3, pois quando comparada aos
grupos 1 e 2, que também eram ratos saudaveis, apresentou niveis mais diminuidos. Dessa for-
ma, subentende-se que o uso da rutina em animais saudaveis proporcionou uma diminuicao dos
niveis de PCR-us, bem como no grupo diabético.

Ao comparar o perfil lipidico do grupo diabético tratado com rutina (G5), com o grupo
tratado com glibenclamida (G6), avaliando a fracao do colesterol lipoproteina de baixa densi-
dade (LDL-C), verificou-se que o grupo 5 (rutina) apresentou uma média reduzida da fracao
LDL-C (50 mg/dL), quando comparada ao grupo 6 (59 mg/dL). Esses resultados permitem
destacar que a rutina proporcionou a diminuig¢ao dessa lipoproteina, diminuindo assim o risco
aterogénico presente no DM.

Os graficos a seguir mostram a relagdo entre os valores obtidos de PCR-us e LDL-C. O
grupo 4 (diabéticos nao tratados) apresentou niveis elevados de PCR-us (0,042mg/dL), bem
como de LDL-C (56,8 mg/dL), o grupo 5 (tratados com rutina) apresentou niveis normais de
PCR-us (0,01 mg/dL) e da fracao LDL-C (50 mg/dL), o grupo 6 (tratados com glibenclamida)
apresentou niveis de PCR-us normais (0,01 mg/dL) e LDL-C (59 mg/dL).

Analisando os resultados do grupo 4, é possivel observar que, mesmo nao sendo o valor
mais elevado de LDL-C, com as concentracoes de PCR-us, é consideravel indicador de risco

aterogénico.
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Grafico 4 — Comparacio da concentracdo de LDL-C e PCR-us
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Fonte: os autores.

Percebeu-se que o composto estudado rutina desencadeou um melhor controle nesses
parametros quando comparado ao grupo tratado com glibenclamida.

Para essa relacao de dados, sugere-se que a diminuicao do LDL-C e o controle da PCR-
-us, obtidos no grupo de estudo (grupo 5), contribui como fatores importantes para a diminuicao
do risco aterogénico, provocado em pacientes com DM. Considerando esses resultados, acredita-
-se que o flavonoide rutina desencadeou um papel fundamental para o controle e a propagacao
de doencas aterosclerdticas, por demonstrar resultados positivos nos parametros clinicos que

indicam essa patologia.

4 CONCLUSAO

A utilizacao de STZ na dose de 55 mg/Kg foi eficaz na inducao do DM1, pois teve-se,
neste estudo, 100% dos animais induzidos, diabéticos, apresentando niveis glicémicos maiores
que 250 mg/dL.

O uso do componente da classe dos flavonoides rutina, substiancia pesquisada no traba-
lho, atingiu resultados positivos no que diz respeito a diminui¢ao de niveis glicémicos, pois o
grupo testado diminuiu em 16,32% seus niveis em 30 dias de estudo.

Neste estudo, o flavonoide rutina também proporcionou uma diminui¢do da concentra-
cao de PCR-us, pois somente o grupo diabético nao tratado (grupo 4) apresentou niveis aumen-
tados, enquanto que o grupo diabético tratado com rutina apresentou valores semelhantes aos
grupos saudaveis, sugerindo que este flavonoide porporciona uma protecao contra aterogénese
em organismos diabéticos.

Outro achado de interesse para este estudo foi a diminuigao da fracao LDL-C, que quan-
do associada a PCR-us pode ser um forte aliado para a indicacdo de risco aterogénico. No caso
desses resultados, os animais tratados com rutina tiveram uma diminuicao de PCR-us e LDL-
-C, que, quando analisados, sugeriu-se que o componente estudado favorece uma diminuicao do

risco aterogénico em individuos com DM.
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Considerando os resultados deste estudo experimental, concluiu-se que a utilizagao
do flavonoide rutina desempenha acoes de interesse no controle e na propagagao de complica-
coes provocadas pelo DM, como a diminuicdo da glicose e do risco aterogénico. Dessa forma, é
importante um aprofundamento sobre tais constatacoes por meio de novos estudos que colabo-
rem com as evidéncias, que neste foram encontradas, uma vez que estudos como este se encon-

tram escassos na literatura atual, podendo contribuir com novas perspectivas de saide publica.
Abstract

Daabetes mellitus comprises a group of metabolic disorders that involve distinct pathogenic mechanisms,
characterized by abnormalities in the metabolism of glucose and other substances energy-producing, which
lead to the development of vascular and neuropathic complications. Along the complications chronic as-
sociated, particularly in poorly controlled diabetes, atherosclerosis is a major problem for ischemic heart
disease and myocardial infarction. In this case, the ultra-sensitive C-reactive protein (hs-CRP) is an
acute-phase proteins in the inflammatory process, with concentrations significantly increase during the
inflammatory response. Studies have shown that intake of compounds such as rutin, have decreased con-
centrations of glucose, while also acting as an antioxidant, helping to reduce inflammation process. The
present study aimed to evaluate the effect of rutin on the activity of ultrasensitive C-reactive protein in an
animal model of diabetes induced by streptozotocin (STZ). This study is characterized as experimental,
which were used male rats, Wistar. Diabetes was induced in animals by single injection intraperitoneal
of STZ, 55 mg/kg. Rutin was administered at a concentration of 100 mg/kg/day, and the concentration
of ghibenclamide was 10 mglkg | day for 30 days. Given the results, the flavonoid rutin, achieved signifi-
cant results in lowering blood glucose levels, had control over the levels of hs-CRP and the reduction of
LDL-C, helping to alleviate the inflammatory process generated by DM1 and favoring a decrease the
atherogenic risk of complications in individuals with DM 1.

Keywords: Diabetes mellitus. Rutin. Ultrasensitive C-reactive protein.
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