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RESUMO: Tem sido atribuido ao flavondide kaempferitrina e ao alcaldide galegina efeito
hipoglicémico. Folha de Pterogyne nitens, por conter tais compostos, poderia ser antidiabética.
Assim, avaliamos o efeito do tratamento com Pterogyne nitens a ratos diabéticos sobre niveis
glicémicos e parametros fisiologicos. Ratos diabéticos (50 mg estreptozotocina/Kg peso) foram
tratados durante 32 dias, 2 vezes ao dia, por gavagem com extrato etandlico de folhas de Pterogyne
nitens (76 mg/0,5 mL glicerina 10% por rato) (DTPn). Grupos diabéticos controles foram tratados
com: glicerina 10% (0,5 mL) (DTG), insulina (2,5 U/0,3 mL) (DTI) e agua (0,5 mL) (DTA).
Semanalmente determinamos: peso corporal, ingestao hidrica e alimentar, volume urinario e nivel
glicémico. Os resultados dos grupos DTPn, DTG e DTA foram diferentes do DTI para todos o0s
parametros, ocorrendo ganho de peso corporal e reducdo dos demais parametros no DTI. O grupo
DTPn apresentou resultados semelhantes aos DTG e DTA. Através dos resultados apresentados no
grupo DTI, constatamos que 0 modelo de estudo foi adequado. Também concluimos que o extrato
vegetal e a glicerina ndo melhoraram e nem exacerbaram o quadro diabético. Resta a possibilidade
da planta promover melhoria do diabetes com diferente: dose do extrato, via de administracéo ou
severidade do diabetes induzido.

Unitermos: Planta antidiabética, ratos diabéticos, ingestdo hidrica e alimentar, volume urinério,
glicemia.

ABSTRACT: “Continuous treatment with alcohol extract from Pterogyne nitens leaves does
not alter typical variables of experimental diabetes”. Kaempferitrin (a flavonoid) and galegin
(an alkaloid) have been indicated as hypoglycemic agents. Leaves of Pterogyne nitens, which
contain both compounds, might be antidiabetic. We therefore treated diabetic rats with these leaves
to observe the effects on their glycemia and physiological variables. Streptozotocin-diabetic rats
were given ethanolic extract of the leaves (76 mg in 0.5 mL 10% glycerol) (DTPn), twice a day by
gavage for 32 days. Diabetic controls were given 0.5 mL 10% glycerol (DTG), insulin (2.5U in 0.3
mL) (DTI) or 0.5 mL water (DTA). During this treatment, we measured level of glycemia, the body
weight, daily food and water intake and urine volume, once each week. The results for the DTPn,
DTG and DTA groups all differed significantly from these for the DTI group. The latter exhibited
greater body weights and lower physiological variables and glycemia than the groups DTPn, DTG
and DTA, all of which gave similar results. From the data for DTI rats, we conclude that the study
model was appropriate. Therefore, the plant extract (plus glycerol) neither improved nor worsened
the diabetic state of the rats. It is possible that this plant might ameliorate diabetes experimental if
the dose of extract, treatment route or severity of induced diabetes were altered.

Keywords: Antidiabetic plant, diabetic rats, liquid and food intake, urinary volume, plasma
glucose.

INTRODUCAO

A sindrome clinica Diabetes mellitus € um
quadro de doencas metabdlicas caracterizado por
hiperglicemia, sendo esta resultante de defeitos na
secrecdo e/ou acao da insulina. Esta sindrome provoca
alteracfes de vias dos metabolismos de carboidratos,
lipideos e proteinas, bem como de eletrolitos e agua.
Tais alteracdes apresentam como consequéncias, tanto
em humanos como em animal experimental: perda de
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peso, apesar da grande ingestdo alimentar, aumento do
volume urinério e de ingestdo hidrica, hiperglicemia,
glicosuria e elevacdo de uréia urinaria (Sacks, 2006).

Neste sentido, temos desenvolvido varios
estudos, em ratos diabéticos para a avaliacdo dos
efeito do tratamento crénico com algumas plantas
popularmente tidas como hipoglicemiantes, verificando
seus efeitos sobre diversos pardmetros alterados no
Diabetes mellitus (Pepato et al., 1993, 2001, 2002,
2003, 2004, 2005; Brunetti et al., 2006).
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A espécie Pterogyne nitens, popularmente
conhecida como *“amendoim”, ‘“amendoim-bravo”,
“tipa”, “virar6”, “balsamo”, etc, pertence a familia
Leguminosae-Fabaceae e é a Unica espécie do género
Pterogyne (Corral et al., 1969). Esta planta apresenta
valor ornamental, bem como também tem grande
emprego nas construgBes civil e naval. No entanto,
nenhum dado da literatura evidenciou caracteristicas
etnofarmacolégicas desta espécie (Carvalho, 1994).

Recentemente, nossos estudos quimicos de
Pterogyne nitens, permitiram a descrigdo de novos
compostos presentes nas folhas deste vegetal (Fernandes
et al. 2008; Ferreira et al., 2009; Regasini et al., 2007,
2008a, 2008b). Dentre estes, foram isolados um
alcaldide guanidinico (galegina) (Regasini et al., 2009),
além de um flavonol diglicosilado (kaempferitrina)
(Regasini et al., 2008c).

E conhecido que o composto kaempferitrina
comporta-se como  constituinte  majoritario  da
fracdo n-butandlica das folhas de Bauhinia forficata
(Leguminosae), sendo proposto que esse seja um dos
constituintes responsaveis pela agdo hipoglicemiante
desta leguminosa (Souza et al., 2004). Ja estudos com
humanos e em modelos animais com a galegina, isolada
de Galega officinalis, indicaram um pronunciado
efeito hipoglicemiante desse alcaldide (Reuter, 1963;
Benigni et al., 1964). A importancia da galegina ndo
somente restringe-se a fitoterapia, mas também ao
desenvolvimento de farmacos, umavez que esta serviu de
modelo estrutural para a descoberta e desenvolvimento
dos hipoglicemiantes orais da classe das biguanidas
(Bailey & Day, 2004).

Considerando: i) o potencial terapéutico
apresentado pelos compostos de origem natural
kaempferitrina e galegina, ii) as quantidades apreciaveis
encontradas desses compostos no extrato bruto
(extrato etandlico) das folhas de Pterogyne nitens, iii)
a possibilidade da jungdo de kaempferitrina/galegina
em um Unico extrato poder culminar em um efeito
hipoglicemiante potencializado, julgamos interessante a
avaliacdo deste vegetal no diabetes experimental.

MATERIAL E METODOS
Coleta e identificacdo do material botinico

As folhas de Pterogyne nitens foram coletadas
no Instituto Botéanico, S&o Paulo - SP, Brasil, pela Dra.
Maria Claudia Marx Young, na primeira quinzena do més
de maio de 2003. O material botanico foi identificado ¢
autenticado pela Dra. Inés Cordeiro do mesmo Instituto,
no qual foi depositada uma exsicata sob o nimero SP
56-749.

Preparo do extrato bruto

As folhas de Pterogyne nitens foram secas a

temperatura ambiente e, finamente pulverizadas em
moinho de facas. O pd obtido foi submetido a maceracao
em hexano, a fim de eliminar os constituintes de baixa
polaridade (&cidos graxos e terpenos). A torta obtida foi
submetida a remaceracao em etanol até exaustao.

Preparo da solucéo de Pterogyne nitens

Setecentos e sessenta mg de extrato de Pterogyne
nitens foram adicionados a 5 mL de solucdo aquosa
de glicerina a 10% e levada ao sonicador (Banho
Maria de ultra-som 27 °C) por 25 minutos, tempo este
necessario para a formagao de uma suspensao fina. Este
procedimento foi realizado a cada administragdo aos
animais.

Inducéo do diabetes

Os animais foram submetidos a jejum de 14-16
horas para administracdo por via endovenosa (jugular)
de 50 mg de estreptozotocina (STZ) por Kg de peso
corporal, dissolvida em tampao citrato pH 4,5. Os
animais no dia da administracdo de STZ encontravam-
se com peso corporal médio de 111,86 + 1,72 g.

Administragdo de insulina

Administramos 2,5 U de insulina (8,33 U/mL/
rato) por via subcutdnea a um dos grupos de animal
diabético, sendo o volume injetado por rato de 0,3
mL pela manha (8:00 horas) e 0,3 mL a tarde (18:00
horas). Para o preparo desta solucéo utilizamos insulina
Biohulim NPH (BIOBRAS) de 100 U/mL.

Experimento de tratamento crénico com Pterogyne
nitens

Ap0s a aprovacdo do protocolo experimental
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (CEP/FCF/Car.
n° 21/2006), 50 ratos Wistar machos permaneceram
por cerca de 2 dias nas gaiolas metabolicas a fim de
se adaptarem, recebendo ragdo normal e agua “ad
libitum” e num ambiente com ciclo de luz-escuro de 12
horas (luzes acesas as 7:00 e apagadas as 19:00 horas),
temperatura constante de 23 °C e umidade de 55 + 5%.

Tais animais foram entdo submetidos a
administragdo de STZ, e apdés 4 dias realizamos o
pareamento dos animais baseado em peso corporal,
glicemia (coleta de sangue pela cauda) e glicosuria.
O pareamento consistiu na escolha de 4 animais
com valores entre si proximos de tais parametros,
os quais foram entdo aleatoriamente determinados
para comporem o0s grupos diabético tratado com agua
(DTA), grupo diabético tratado glicerina 10% (veiculo
dissolvente do extrato) (DTG), grupo diabético tratado
cominsulina (DTI) e grupo diabético tratado com extrato
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Figura 1. Parametros fisiologicos de ratos diabéticos tratados com extrato alcodlico de Pterogyne nitens. 0 (zero) corresponde a
antes do inicio do tratamento. O tratamento foi iniciado no 7° dia p6s-STZ. (0) - grupo diabético tratado com agua (DTA); (e) - grupo
diabético tratado com glicerina 10% (DTG); (V) - grupo diabético tratado com insulina (DTI); (A) - grupo diabético tratado
com Pterogyne nitens (DTPn). Os valores representam a média = erro padréo da média. Comparagdes inter-grupos para um mesmo
periodo (p<0,05): *- DTA versus DTI; -DTG versus DTI; 1- DTPn versus DTI.

de Pterogyne nitens (DTPn). Tal método foi repetido até
formar n=10 para cada grupo. Os 10 animais restantes
foram desprezados.

O tratamento foi iniciado 3 dias ap6s o
pareamento e conduzido por 32 dias (39 dias p6s-STZ),
sendo que cada animal do grupo experimental (DTPn)
recebeu por gavagem, duas vezes ao dia, 76 mg/0,5 mL
glicerina 10% de extrato de Pterogyne nitens; 0s grupo
controles DTA e DTG receberam o mesmo volume de
agua e glicerina respectivamente, ambos pela mesma

via de administracdo. Um quarto grupo recebeu duas
doses diarias de insulina (DTI).

Semanalmente as gaiolas metabdlicas foram
preparadas e os parametros fisiologicos: ingestdo
hidrica e alimentar e volume urinario, bem como o peso
corporal ¢ glicemia foram quantificados.

Metodologia para dosagens bioquimicas

Glicemia-método da glicose-oxidase (Trinder,

Tabela 1. Peso corporal e parametros bioquimicos de ratos diabéticos antes do inicio do tratamento com extrato alcodlico de

Pterogyne nitens.

Peso corporal (g)

Glicemia (mg/dL)

Glicosuria (mL/24h.100g)

DTA 139,00 £ 7,56
DTG 125,11 +5,18
DTI 133,11 £ 5,64
DTPn

136,22+ 6,49

568,00 52,92 3,24+£0,46
529,78 39,06 3,02+0,51
525,56 + 33,83 3,99 + 0,66
525,11 + 28,88 3,39+ 0,43

DA grupo diabético tratado com agua; DTG: grupo diabetico tratado com glicerina 10%; DTI. grupo diabeético tratado com
insulina: DTPn: grupo diabético tratado com Pterogyne nitens. Os valores representam a média + erro padrdo da média.
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Figura 2. Nives glicémicos de ratos diabéticos tratados com
extrato alcodlico de Pterogyne nitens. O (zero) corresponde a
antes do inicio do tratamento. O tratamento foi iniciado no 7°
dia p6s-STZ. (o) - grupo diabético tratado com agua (DTA);
(@) - grupo diabético tratado com glicerina 10% (DTG); (V)
- grupo diabético tratado com insulina (DTI); (A) - grupo
diabético tratado com Pterogyne nitens (DTPn). Os valores
representam a média * erro padrdo da média. Comparagdes
intergrupos para um mesmo periodo (p<0,05): *- DTA versus
DTL £-DTG versus DTI; 7- DTPn versus DTI.

(=

1969) - Kit Reagente da Labtest e Glicosuria-método da
o-toluidina (Dubowski, 1962). A glicemia foi realizada
em Autoanalyzer R-XT Techinicon Bayer, Dublin,
Irlanda) e a glicosuria em espectrofotdmetro Femto
600S (S&o Paulo, Brasil).

Andlise estatistica

Utilizamos o programa de computacdo de
Andlise de Variancia SIGMA-STAT 2.03 (One Way
Anova) para a andlise dos dados. Também empregamos
para a analise dos resultados o teste Student Newman-
Keuls

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho avaliamos o efeito da

administracdo por 32 dias do extrato da planta
Pterogyne nitens através de gavagem a ratos diabéticos.
Para tanto analisamos os parametros fisiolégicos que
freqientemente sofrem alteracBes no Diabetes bem
como o nivel de glicose plasmatica.
Para uma maior confiabilidade experimental, realizamos
0 pareamento dos animais que permitiu iniciarmos 0s
tratamentos em 4 grupos de animais que apresentavam
o mesmo nivel de severidade do quadro diabético,
como pode ser comprovado na Tabela 1 ao constatar 0s
valores médios proximos de peso corporal, glicemia e
glicosUria.

O efeito do tratamento oral com o extrato de
Pterogyne nitens sobre os parametros fisiologicos pode
ser observado na Figura 1. Em relagdo a variacdo do
peso corporal, que corresponde a diferenga entre o
peso corporal de cada animal verificado no dia da
determinacdo semanal em relagdo ao peso observado
no dia da administracdo de STZ, ndo encontramos
diferencas significativas quando os grupos DTPn e
DTG foram comparados ao DTA. Observou-se também
que o grupo DTI sofreu um aumento de peso corporal
em relacdo ao DTPn a partir do 18° dia de tratamento e
em relagdo aos grupos DTG e DTA a partir do 25° dia
de tratamento. Assim, apenas o tratamento insulinico
(grupo controle positivo) levou a um maior crescimento
corporal, o qual foi detectado em relacdo aos tratamentos
com a planta, com glicerina e com agua principalmente
nos trés Ultimos periodos. Considerando a variacdo
de peso corporal constatamos entdo que o modelo de
estudo utilizado foi adequado e que o extrato vegetal
bem como a glicerina ndo melhorou e nem piorou o
quadro diabético.

Os resultados obtidos de ingestdo hidrica
(Figura 1) mostraram ndo ocorrer diferencas entre
0s grupos DTPn e DTG em relacdo ao DTA e uma
tendéncia a reducdo deste pardmetro no grupo DTI
em relagdo ao DTPn nos diferentes tempos estudados.
Para comparacOes entre os grupos DTA e DTI houve
diferenga significativa somente no 18°dia de tratamento,
e para DTG x DTI, a diferenca ocorreu do 11° dia ao 25°
dia de tratamento, revelando sempre menores valores
para o grupo DTI. Desta maneira o tratamento com
a planta ndo apresentou efeito algum de melhoria na
polidipsia. O mesmo tipo de resultado foi encontrado
para a excre¢do urinaria (Figura 1) e uma tendéncia a
tais resultados para ingestdo alimentar (Figura 1), o que
¢ justificavel uma vez que ingestdo hidrica e alimentar
e volume urinario estdo fisiologicamente relacionadas
entre si.

Na Figura 2 estéo apresentados os resultados da
glicose plasmatica. Novamente ndo foram observadas
diferencas em nenhum dos tempos avaliados quando 0s
grupos DTPn e DTA foram comparados. Encontramos
valores significativamente menores para DTI quando
este foi comparado aos grupos DTA, DTG e ao DTPn,
durante todo decorrer do tratamento, periodo a periodo.
Além disso, pode ser notado também que o tratamento
insulinico foi eficaz aos animais pois revelou uma
queda acentuada ja no 11° dia de tratamento e valores
normais a partir do 25° dia de tratamento (Mitruka
& Rawnsley, 1981). Ja, o tratamento com o extrato
de Pterogyne nitens ndo foi efetivo, levando a uma
tendéncia de elevacdo desses parametros com o tempo
de tratamento bem como o mesmo ocorreu no grupo
tratado com glicerina.

Procurando explorar mais os resultados dos
pardmetros fisiologicos e da glicemia, analisamos
0s mesmos de maneira somatizada, isto €, obtidos ao
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Tabela 2. Parametros fisiologicos e glicemia de ratos diabéticos obtidos durante 32 dias de administragdo do extrato

alcoodlico da Pterogyne nitens.

DTA DTG DTI DTPn
A peso 61,16 £ 6,67 63,83 +£10,28% 126,55 + 9,25* 42,61 £6,63 1
(9)
Ingestéo Hidrica. 84,49 + 5,65 101,67 £6,0510 45,46 + 3,88* 78,89 + 4,57 o<
(mL/24.100g)
Volume Urinério 67,38 £4,82 69,39 +4,97% 28,52 + 3,48* 59,21 £3,65 T
(mL/24h.100g)
Ingestdo Alimentar 20,90 £ 0,97 18,46 0,731 13,98 + 0,66* 18,58 £ 0,83
(g/24h.100g)
Glicemia 686,47 £ 46,02 827,80+ 43,8910 131,85 £ 8,61* 637,64 £ 30,3 o<
(mg/dL)

O tratamento foi iniciado no 7° dia p6s-STZ. DTA: grupo diabético tratado com agua; DTG: grupo diabético tratado
com glicerina 10%; DTI: grupo diabético tratado com insulina: DTPn: grupo diabético tratado com Pterogyne nitens.
Os valores representam a média * erro padrdo da média de 46-50 determinagdes. Comparagdes inter-grupos:

T (p<0,001) DTPn versus DTI;
*(p<0,001) DTA versus DTI;

1 (p<0,001) DTG versus DTI;

0 (p<0,05) DTG versus DTA;

o< (p<0,001) DTPn versus DTG.

longo de todo o periodo em estudo (Tabela 2). Esta
forma de analise demonstrou que DTPn, DTG e DTA
sdo diferentes estatisticamente quando comparados ao
grupo DTI para todos os parametros avaliados. Assim,
nota-se que o grupo DTI revelou elevacdo em relacédo
ao DTPn, DTG e DTA para variacdo de peso corporal
e reducdo para os demais parametros. Esta forma de
analise clarificou o efeito do tratamento insulinico em
relacdo aos grupos DTA e DTG para todos os parametros
avaliados, mostrando que utilizamos um modelo
experimental adequado para o estudo do vegetal.

Apesar do tratamento com glicerina (DTG)
ter levado a um maior nivel de glicemia e ingestdo
hidrica em relagdo ao grupo DTA (Tabela 2), parece
que esse efeito ndo acarretou problema em relacéo a sua
utilizacdo como veiculo de dissolucdo do extrato vegetal
porque este Ultimo nédo levou a alteracdo de nenhum dos
pardmetros quando comparada ao grupo DTA e além
disso encontramos valores menores desses pardmetros
no grupo DTPn em relacdo ao DTG.

Ao iniciarmos o estudo, o extrato de
Pterogyne nitens parecia ser bastante promissor como
candidato a apresentar efeito hipoglicemiante, no
entanto constatamos, por ambos os tipos de analise
dos resultados, a ineficacia do mesmo sobre o quadro
diabético. Varias possibilidades podem ser sugeridas
paraaausénciade efeito. Umadelas pode seraseveridade
do diabetes induzido nos animais (nivel glicémico
aproximadamente de 540 mg/dL) o qual foi bastante
severo (Grover et al., 2000) e possivelmente levou a uma
destruicdo total das células B, inviabilizando assim, sua
capacidade de regeneracdo. Além disso, provavelmente,
pelos resultados obtidos, o vegetal também nédo exerceu
efeito periférico. Uma segunda possibilidade pode ser
a elevada concentracdo utilizada do extrato. Ha dados
na literatura que indicam que extrato preparado com
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semente de Eugenia jambolana e administrado a ratos
diabéticos na concentracdo de 2,5 a 5,0 g/kg de peso
corporal foi capaz de reduzir o nivel glicémico enquanto
que o mesmo nao ocorreu com a dose de 7,5 g/kg de
peso corporal (Prince et al., 1998). Mais evidéncias que
contribui para a sugestdo da dose administrada ter sido
elevada foi a ocorréncia de 4 mortes de animais do grupo
DTPn observadas ao longo do periodo de tratamento,
possivelmente em funcéo de efeitos adversos.
Também ndo deve ser excluido que outra via de
administracdo poderia levar a uma melhor resposta
terapéutica.

A continuidade deste estudo deverd avaliar
o efeito deste extrato em ratos com diabetes brando,
semelhante ao tipo 2, assim como dose menores do
mesmo.

CONCLUSAO

Assim, concluimos que em relacdo aos
parametros fisioldégicos e bioquimicos, o extrato
alcodlico de Pterogyne nitens nas condicGes utilizadas
ndo melhorou e nem piorou o quadro diabético.
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