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RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar os efeitos do [P-glucano de
Rhynchelytrum repens, planta da familia Poaceae popularmente utilizada no
tratamento do diabetes, na redugdo da glicemia. A extracdo dos B-glucanos de
Rhynchelytrum repens foi realizada no Centro de Analise e Prospecgdo Quimica
(CAPQ) do Departamento de Quimica da UFLA e no Departamento de
Medicina Veterinaria da UFLA. As amostras foram enviadas para a
Universidade de Sao Paulo, Instituto de Biociéncias/Departamento de Botanica
para caracterizacdo dos B-glucanos, onde se confirmou a presenga dos mesmos.
Foram realizados trés experimentos com ratos normais ¢ diabéticos induzidos
pela estreptozotocina. Os B-glucanos utilizados nos experimentos se referem a
fragdo KOH 4 M rica em B-glucanos. No primeiro experimento foram utilizados
24 ratos Wistar que receberam a dose de 2,5 mg/kg/dia de B-glucano, por via
intraperitoneal, durante 21 dias. Ao ser avaliada a glicemia do periodo total,
pode-se observar que nao houve diferenca entre os animais tratados e nao
tratados. No segundo experimento foram utilizados 48 ratos Wistar recebendo
doses crescentes de 0, 7, 14, 21 mg/kg/dia de B-glucano, por via intraperitoneal,
pelo mesmo periodo anterior. A dose de 21mg/kg/dia quando utilizada por vinte
e um dias proporcionou uma reducdo (P < 0,05) nos niveis glicémicos. No
ultimo experimento 30 ratos Wistar receberam doses de 50, 100, 150 e 200
mg/kg de B-glucano, e a glicemia foi dosada antes da administracdo do f-
glucano e posteriormente a cada seis horas por 24 horas. Todos os tratamentos
diferiram (P < 0,05) do grupo controle. As quatro doses administradas se
mostraram eficientes na reducdo da glicemia. A dose de 200 mg/kg de B-glucano
apresentou a maior reducdo em relacdo a glicemia inicial, alcancando um
decréscimo de 48,5% em 24 horas. A fracdo rica em B-glucanos obtidos de
Rhynchelytrum repens reduz a glicemia de ratos diabéticos.

Palavras-chave: Diabetes mellitus. Atividade hipoglicemiante. B-glucano.
Glicemia.



ABSTRACT

The aim of this study was to verify the anti-diabetic activity of B-glucans
from Rhynchelytrum repens plants (Poaceae), used in traditional and popular
medicine for diabetes treatment, on the reduction of blood sugar levels.
Extraction was performed at CAPQ (Centro de Analise e Prospec¢do Quimica,
Departamento de Quimica, UFLA) and at DMV (Departamento de Medicina
Veterinaria, UFLA). Samples were sent to USP (Departamento de Botanica,
Instituto de Biociéncias) for the characterization of B-glucans, and their presence
was confirmed. Three experiments were performed with normal rats and
streptozotocin-induced diabetic rats. B-glucans used are referred to the KOH 4M
rich fraction. In the first trial, 24 Wistar rats received 2.5 mg/kg/day of B-glucan,
intraperitoneally, for 21 days. There were no differences in blood glucose levels
between treated and non-treated animals. In the second trial, 48 Wistar rats
received increasing dosages of 0, 7, 14 and 21 mg/kg/day of B-glucan, using the
same procedure and time lag described above. Glycemic levels were reduced
with 21 mg/kg/day for 21 days. In the last experiment 30 Wistar rats were
treated with higher dosages of B-glucans (50, 100, 150 and 200 mg/kg/day), and
glucose levels were measured before and each 6 hours after administration, until
24 hours. All treatments differed from the control. All dosages used were
efficient, but the dose of 200 mg/kg/day resulted in lesser blood glucose in
relation to initial levels, reaching a 48.5% decrease in 24 hours. The B-glucan
from Rhynchelytrum repens is able to cause a decrease in blood glucose levels of
diabetic rats.

Keywords: Diabetes mellitus. Hypoglycemic activity. f-glucan. Glicemic.
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1 INTRODUCAO

A importancia do diabetes mellitus como um problema de satde ptblica
estd no fato de que a maioria das complicagdes cronicas da doenca ¢ altamente
incapacitante para a realizacdo das atividades diarias e produtivas, além de
comprometer a qualidade de vida. Acrescenta-se a isso, o fato de o tratamento
das mesmas que ¢ extremamente oneroso para o sistema de saude. Ao longo das
ultimas décadas, inumeras pesquisas objetivando melhor controle metabdlico
tém sido realizadas e novas tecnologias incorporadas ao tratamento desta
doenca.

O desenvolvimento de produtos que possibilitem o surgimento de novas
alternativas para o tratamento do diabetes, sobretudo do tipo II, ¢ relevante,
principalmente tendo-se em vista a prevaléncia desta enfermidade em todo o
mundo. Além de se tratar de uma doenca de carater cronico, a mesma predispoe
os pacientes a uma série de outras enfermidades de tratamento complexo e
dispendioso.

Varios fitoterapicos sdo utilizados de modo empirico, sem comprovacao
cientifica sobre substincias ativas e sem comprovagao de eficacia terapéutica, de
acordo com os conhecimentos populares. Como exemplo dessa pratica, pode-se
citar a espécie Rhynchelytrum repens, conhecida como capim favorito, uma
graminea cosmopolita, encontrada em regides tropicais.

Recentemente foi comprovada a atividade antidiabética do capim-
favorito (Rhynchelytrum repens (Willd.) C.E. Hubb., Poaceae), cuja infusdo ¢
usada popularmente no controle da glicemia em individuos diabéticos. Esta
atividade foi atribuida a presenca de B-glucanos, polissacarideos soluveis
constituintes da parede celular de gramineas, cereais ¢ fungos.

Considerando a importancia da descoberta de novos farmacos que sejam

seguros, mais acessiveis e que contribuam com a qualidade de vida da
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populagdo, o presente trabalho teve como objetivo verificar os efeitos dos [3-
glucanos extraidos de Rhynchelytrum repens reduzem os niveis de glicose do

sangue de ratos diabéticos melhorando os sinais associados ao diabetes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Diabetes mellitus

O diabetes mellitus ¢ uma doenga decorrente de problemas no
metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas (DE FRONZO, 2004) e
representa uma complexa desordem metabdlica em virtude da deficiéncia total
ou parcial da producdo e secrecdo de insulina pelas células B das ilhotas de
Langerhans do pancreas (LERMEN et al., 2005; QUEIROGA et al., 2006).

De acordo com Lermen et al. (2005) esta alteragdo metabodlica cronica
nao transmissivel acomete, atualmente, de 7 a 8% da populagdo adulta mundial,
tendo sido responsavel por 987 mil mortes no ano de 2002, segundo a
Organizacdo Mundial de Satde, ou seja, 1,7% da mortalidade geral naquele ano
(CARDOSO et al., 2007; ROGLIC et al., 2005). Atualmente, o diabetes acomete
aproximadamente 246 milhdes de individuos em todo o mundo, dos quais 12
milhdes sdo brasileiros INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, IDF,
2010).

Existem dois tipos de diabetes mellitus: diabetes mellitus tipo 1, onde se
verifica a deficiéncia de insulina decorrente da destrui¢do auto-imune ou
desgaste das células B do pancreas. Em geral, os pacientes sdo jovens e¢ ndo
obesos quando os sintomas aparecem pela primeira vez. Nesses pacientes, o
tratamento ¢ feito utilizando-se insulina por via subcutinea; e diabetes mellitus
tipo 2, na qual ocorre resisténcia a insulina. Normalmente, os pacientes sdo
obesos ¢ a doenga aparece na vida adulta. Os agentes hipoglicemiantes orais e a
insulina tornam-se frequentemente necessarios (HARDMAN; MOLINOFF;
GILMAN, 1996).

Os sintomas mais frequentes do diabetes sdo: poliuria, polidipsia,

glicosuria, polifagia, alteracdes visuais, lesdes na pele, distirbios cardiacos e
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renais. Existem varios fatores predisponentes, como obesidade, hereditariedade,
hipertensdo, niveis plasmaticos altos de colesterol e triglicérides, idade acima de
40 anos, medicamentos com corticoides e estresse emocional (PRADO,;
RAMOS; VALLE, 1999; RANG; DALE; RITTER, 2001).

Alteragdes no metabolismo de lipideos e proteinas ocorrem no diabetes.
As proteinas sofrem uma maior degradacdo e a sintese ¢ reduzida. Os lipideos
sdo degradados em acetil-CoA e, na auséncia de metabolismo aerobico dos
carboidratos, a acetil-CoA ¢é convertida anaerobicamente em acetoacetato, [3-
hidroxibutirato e acetona. Em consequéncia destes distirbios metabolicos,
frequentemente surgem diversas complicagdes no decorrer dos anos

(HARDMAN; MOLINOFF; GILMAN, 1996; RANG; DALE; RITTER, 2001).

2.2 Insulina e peptideo C

A insulina ¢ um horménio peptidico produzido pelas células P das
ilhotas de Langerhans do pancreas e exerce um papel fundamental no
metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas (NELSON; COX, 2000).

Sua forma madura ¢ composta por duas cadeias peptidicas (cadeias A ¢
B) que estdo ligadas entre si por duas pontes dissulfeto. A insulina ¢ sintetizada
sob a forma inativa de pré-pro-insulina, que apresenta em sua por¢do N-terminal
uma sequéncia de sinalizagdo. Quando esta sequéncia € clivada, a partir da acdo
de proteases, ha formacao de trés pontes dissulfeto, dando origem a pro-insulina.
Quando ha estimulo para secrecdo de insulina, enzimas especificas denominadas
pré-hormdnios convertases 1, 2 e 3, promovem a hidrolise de duas ligagdes
peptidicas na cadeia da pro-insulina, dando origem a insulina madura e ao
peptideo C (EL-BACHA, 2002; NELSON; COX, 2000).

Esse hormonio ¢ necessario para o transporte transmembrana de glicose

¢ aminodacidos, para a formacao de glicogénio no figado e musculos esqueléticos
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e para promover a conversdo da glicose em trigliceridios e a sintese de acidos
nucléicos e proteinas, facilitando a captacdo de glicose pelo musculo e tecido
adiposo reduzindo assim os niveis glicémicos (COLLINS; COTRAN; KUMAR,
2000).

O receptor da insulina faz parte da classe de receptores que estimulam
atividade da proteina tirosina quinase, a qual provoca todo o processo de cascata
de fosforilagdo. O receptor ¢ composto por duas subunidades o (localizadas na
porcao extracelular e responséaveis pela ligagdo da insulina ao receptor) e duas f3
(encontradas na porgao intracelular e responsaveis pela atividade tirosina
quinase) (EL-BACHA, 2002).

O processo de sinalizagdo da insulina ¢ iniciado com a ligacdo da
insulina as subunidades o do receptor que estdo localizadas inteiramente no
exterior da célula. A partir dai, acontece auto fosforilagdo cruzada em trés
principais sitios de tirosina quinase (posi¢des 1146, 1150 e 1151), localizados
nas subunidades B do receptor, que alteram sua conformagdo possibilitando
acesso ao ATP e substratos (WHITE, 1997). Os substratos para receptor de
insulina (IRS-1, -2, -3 e -4) fazem parte de uma familia de proteinas que atuam
como mediadores entre receptor e moléculas sinalizadoras, funcionando como
plataforma fornecedora de grupamentos fosfato. Outras varias proteinas sao
fosforiladas como a fosfatidilinositol-3-kinase (PI-3k), a fosfotirosina fosfatase
(PTP1D ou Syp) e a proteina adaptadora Grb2 (MAASSEN; OWENS, 1997).

O grande nimero de estudos sobre a insulina se justifica pela
participagdo inequivoca da mesma na patogénese do diabetes mellitus, cuja
prevaléncia ¢ muito alta em todas as partes do mundo acometendo mais de 246
milhdes de pessoas em todos os continentes (EL-BACHA, 2002; IDF, 2010).

A avaliagdo da capacidade de secre¢do de insulina ¢ uma ferramenta
fundamental para pesquisas que buscam o entendimento da histéria natural do

diabetes mellitus e do impacto de novas terapias na prevengdo secundaria da
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doenca. Atualmente, a avaliagdo da capacidade de secrecdo de insulina, para
pacientes com diabetes mellitus, ¢ indicada nos casos em que a diferenciacao
entre diabetes mellitus tipo 1 e diabetes mellitus tipo 2 ¢ dificil apenas com base
na apresentacdo clinica, como exame complementar para auxiliar a classificagdo
adequada da doenca (RODACKI; MILECH; OLIVEIRA, 2008).

Tradicionalmente, o diabetes mellitus tipo 1 ¢ considerado como uma
doenga caracterizada por uma auséncia completa de células-p e faléncia total da
secre¢do de insulina. Entretanto, estudos clinicos e anatomopatoldgicos,
especialmente das duas ultimas décadas, tém chamado atencdo para a existéncia
de células pancreaticas residuais contendo insulina, assim como manutengao de
alguma capacidade secretoria em uma propor¢do significativa dos pacientes,
tanto com doenca recém-diagnosticada quanto de longa duracdo (LOHR;
KLOPPEL, 1987).

Uma forma de avaliar a capacidade de secrecdo da célula-p € quantificar
o peptideo C sérico. Este ¢ um peptideo que conecta as cadeias A e B na pro-
insulina e ¢ removido para a ativagdo do hormonio em sua forma biologicamente
ativa nos granulos secretorios das ilhotas pancreaticas. Apos a clivagem da pro-
insulina, o peptideo C intacto permanece armazenado com a insulina nesses
granulos e ¢ subsequentemente secretado com a insulina, em quantidades
equimolares. Sendo assim, o peptideo C pode ser considerado como um
marcador independente da secre¢do de insulina (PALMER, et al., 2004).

A dosagem de peptideo C tem algumas vantagens em relagdo a
determinac¢do da insulina plasmatica na avaliagdo funcional da célula-B. Além de
ter meia-vida mais longa (30 minutos), o que implica menor flutuagdo de niveis
séricos, ndo sofre metabolizagdo hepatica significativa e possui clearance mais
previsivel. Por esses motivos, a dosagem de peptideo C tem sido considerada
como o método mais adequado, aceito e clinicamente validado para avaliacao da

fun¢do das células-f pancreaticas (RODACKI; MILECH; OLIVEIRA, 2008).
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Alguns estudos indicam que o peptideo C e a insulina possam interagir
sinergicamente nas vias de sinalizacdo da insulina. Ha evidéncias de que o
peptideo C possa atenuar a atividade da proteina tirosina fosfatase, uma enzima
que influencia a sinalizacdo de insulina por desfosforilagdo de seu receptor. O
peptideo C se mostrou capaz de simular os efeitos da insulina em mioblastos
(células formadoras de musculos) e células de neuroblastoma humano, ativando
tanto o receptor de insulina (tirosina quinase) quanto alguns passos da
sinalizagdo da insulina (GRUNBERGER et al., 2001; LI; ZHANG; SIMA,
2003).

Pacientes com diabetes mellitus tipo 1 podem apresentar alguma
secrecao residual de insulina por longos periodos. Os fatores implicados nesse
fenomeno ainda ndo estdo completamente esclarecidos. H4 evidéncias de que a
manutencdo dessa funcdo secretora possa trazer alguns beneficios, como redugdo
do risco de complica¢des cronicas da doenca, maior facilidade em atingir o
controle metabdlico adequado e menor frequéncia de hipoglicemias graves. O
peptideo C, antes considerado apenas um marcador da func¢do da célula-B, pode
ter atividade biologica e contribuir para esses efeitos. Entretanto, estudos
prospectivos direcionados especificamente a avaliacdo da utilidade da
preservacdo da secrecdo residual de insulina e/ou peptideo C ainda sdo

necessarios (RODACKI; MILECH; OLIVEIRA, 2008).

2.3 Tratamento medicamentoso do diabetes mellitus

O tipo de diabetes afetara o tratamento que o paciente recebe, mas tanto
o tipo 1 quanto o tipo 2 requer um plano de tratamento que mantenha os niveis
de glicose no sangue regulares. A prioridade no tratamento do diabetes ¢
devolver ao paciente seu equilibrio metabolico e manté-lo assim, propiciando

um estado o mais proximo possivel da fisiologia normal do organismo, o que
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ndo ¢ tarefa facil. Isto implica em conscientizar o paciente e a familia sobre o
significado do bom controle metabdlico, conduzindo-o também a um bem estar
fisico, psiquico e social. Uma vez que os niveis de ag¢licar no sangue estejam sob
controle com inje¢des de insulina, dieta ou medicamentos, uma pessoa com
diabetes geralmente pode levar uma vida relativamente normal (MALERBI et
al., 2006; PIRES; CHACRA, 2008).

O tratamento do diabetes tipo 1 consiste de terapia médica nutricional,
atividade fisica e insulinoterapia. Os tipos de insulina mais utilizados sao:
insulinas de agdo rapida (regular) que tem inicio de acdo em 30 minutos, pico de
acdo em 120 minutos e término de agdo em 4 a 6 horas; insulinas de agdo ultra-
rapida a qual tem absor¢do mais rapida que a insulina regular, pico mais elevado
e tempo de ac¢do mais curto, de 3 a 4 horas; insulinas de acdo intermediaria ou
lenta que tem inicio de agdo em 2 a 4 horas, pico de acdo entre 6 ¢ 12 horas ¢
duracdo de ag@o de 16 a 20 horas e; as insulinas de acdo prolongada ou ultra
lenta, estas ultimas sdo pouco utilizadas, tendo indicagdo maior para os pacientes
que metabolizam a insulina mais rapidamente. As ultra lentas tem inicio de agdo
em 6 a 10 horas, pico de acdo em 10 a 16 horas e duragdo de agdo de 20 a 24
horas. O tratamento tem melhores resultados quando proporcionados por uma
equipe multidisciplinar, da qual o paciente precisa ser membro ativo e principal
(EL-BACHA, 2002; MALERBI et al., 2006; PIRES; CHACRA, 2008).

O tratamento medicamentoso do diabetes tipo 2 deve ser iniciado
quando as recomendagdes nutricionais e de atividade fisica ndo forem eficazes
para manter os niveis de HbAlc (hemoglobina glicosilada) inferiores a 7,0 %,
mesmo em pacientes sem queixas, com boa qualidade de vida e aderentes as
orientagdes nutricionais ¢ de atividade fisica. Atualmente, existem cinco classes
distintas de agentes orais, redutores da glicose sanguinea, disponiveis
comercialmente no Brasil, sendo elas: sulfanilureias e glitinidas (medicamentos

que estimulam a secre¢do de insulina), biguanidas e tiazoledinedionas
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(medicamentos que diminuem a resisténcia a insulina) e os inibidores da alfa-
glicosidase ou acarbose (medicamentos que diminuem a absor¢do intestinal de
glicose). A escolha deve levar em consideracao aspectos individuais do paciente,
como idade, peso, niveis da glicose sanguinea (jejum e pos-prandial) e aspectos
clinicos indicativos de resisténcia ou deficiéncia insulinica como mecanismo
fisiopatologico predominante (DE FRONZO, 1999; INZUCCHI, 2002).

Assim como acontece no tratamento de outras doencas, plantas
consideradas medicinais sdo utilizadas popularmente para o controle do diabetes,
sendo que muitas delas ja tiveram seu efeito hipoglicemiante cientificamente

comprovado (BARBOSA-FILHO et al., 2005).

2.4 Diabetes mellitus experimental

Os modelos mais utilizados in vivo para o estudo do diabetes sdo
roedores tratados com aloxano ou estreptozotocinas (MARLES;
FARNSWORTH, 1995). A estreptozotocina ¢ um glicosideo nitrosurea natural
isolado do Streptomyces achromogenes. Esta substincia estimula a producdo de
radicais livres, o que leva a destruicao e disfuncdo das células B das ilhotas de
Langerhans do pancreas. Este xenobiotico tem sido usado para induzir o diabetes
com concomitante deficiéncia de insulina. Uma dose simples de 40 a 80 mg/kg
em ratos pode produzir um modelo experimental do diabetes tipo II (MARLES;
FARNSWORTH, 1995).

2.5 Caracteristicas gerais do Rhynchelytrum repens

Uma ampla variedade de plantas tem sido utilizada tradicionalmente e/ou

experimentalmente no tratamento de diabetes mellitus, sendo que o estudo destas

espécies podera resultar em novas fontes potenciais de drogas antidiabéticas
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(MARLES; FARNSWORTH, 1995). A atividade hipoglicemiante tem sido
relatada ha muitos anos em diversas plantas da familia Poaceae (MARLES;
FARNSWORTH, 1995; TAKAHASHI; KONNO; HIKINO, 1985), porém, poucos
estudos foram realizados até o0 momento com Rhynchelytrum repens, cuja infusdo
¢ usada popularmente no controle dos niveis de glicose sanguinea em individuos
diabéticos (DE PAULA et al., 2005; SOUZA; DE PAULA; FIGUEIREDO-
RIBEIRO, 2004). Esta atividade foi atribuida a presenca de p-glucanos,
polissacarideos soluveis constituintes da parede celular de gramineas, grao de
cereais e fungos (CARPITA, 1996; DE PAULA et al., 2005).

O Rhynchelytrum repens é uma graminea cosmopolita, encontrada em
regides tropicais e com alto grau de adaptacao a solos de baixa fertilidade natural e
umidade (FILGUEIRAS, 1991). Conhecido popularmente como capim-favorito,
capim-rosado ou capim-natal (LORENZI, 2000), o Rhynchelytrum repens é uma
planta anual, herbacea, originaria da Africa do Sul e introduzida no pais por
volta de 1930. Desde entdo, tem sido facilmente encontrada em areas abertas e
ao longo de rodovias (DE PAULA et al., 2005; LORENZI, 2000).

O capim-favorito tem sido popularmente utilizado no tratamento do
diabetes (DE PAULA, 2002; SOUZA; DE PAULA; FIGUEIREDO-RIBEIRO,
2004). Com base nestas informagdes, infusdes de Rhynchelytrum repens foram
avaliadas quanto a presencga de B-glucanos e quanto a sua a¢do hipoglicémica.
Os resultados indicaram que os B-glucanos estdo presentes na decoccdo e que a
fracdo rica em B-glucanos do extrato de Rhynchelytrum repens provocou uma
diminuicdo de 40% nos niveis de glicose plasmatica apds quatro horas de sua
administragdo a ratos diabéticos (DE PAULA et al., 2005).

De maneira geral, extratos aquosos de diversas plantas tém sido utilizados
no tratamento de diabetes em diversos paises, porém, Pepato et al. (1993)

ressaltaram a importancia de experimentos com fragdes parcialmente purificadas
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e caracterizadas, visando elucidar quais os componentes do extrato possuem

atividade hipoglicemiante e o possivel mecanismo de agdo destes compostos.

2.6 p-glucanos

As paredes celulares das plantas sdo complexas, compostas
predominantemente de carboidratos com menores quantidades de proteinas e
acidos fenolicos. A fracdo de carboidratos consiste de microfibrilas de celulose
que sdo insoluveis e nutricionalmente inertes e uma fracao principal que consiste
primariamente de B-glucano e glucoronoarabinoxilano (TAVERNARI et al.,
2008).

Os glucanos de ligagdo mista chamados B-glucanos sdo carboidratos de
parede celular encontrados predominantemente em gramineas (Poaceae) e graos
de cereais (CARPITA, 1996). Sdo polimeros lineares formados por unidades de
glicose unidas entre si por liga¢des B-(1—3) e B-(1—4) em proporcdes definidas
(Figura 1) (FUJITA; FIGUEROA, 2003; SILVA; AIDAR; BUCKERIDGE et
al., 2000).
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HOCH,

OH

Figura 1 Estrutura dos -glucanos presentes em Poaceae
Fonte Adaptado de Staudte et al. (1985)

Os B-glucanos sdo sintetizados em células em divisdo, mas acumulam-se
especificamente durante o alongamento celular (CARPITA; GIBEUT, 1991).
Eles sao abundantes em paredes celulares de células endospérmicas de sementes
de gramineas e podem compor até 70% desses tecidos (FINCHER; STONE,
1986). Em plantulas de milho, a quantidade de B-glucanos aumenta durante a
expansdo dos cotilédones e das folhas (CARPITA, 1984) e decresce apenas
quando o crescimento cessa (CARPITA; KANABUS, 1988). Acredita-se que
em células meristematicas esses polissacarideos sejam raros, mas em paredes de
células em alongamento aparecem em grandes quantidades, coincidindo com a
razdo maxima de alongamento (KIM; OLEK; CARPITA, 2000).

A compreensdo de aspectos da biossintese e degradagdo dos B-glucanos
durante o crescimento e desenvolvimento de plantas, bem como de suas

variagdes conforme o estagio fisiologico, podem ser de grande valia em
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aplicagdes biotecnoldgicas. Neste sentido, os B-glucanos tém gerado interesse
econdmico devido as respostas fisioldgicas que produzem como fibra dietética,
pois aumentam a sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose (YOKOYAMA
et al., 1997).

Esses carboidratos estruturais sdo extensivamente utilizados na
alimenta¢do humana e animal e também s@o importantes fontes de matéria prima
para diversos produtos industrializados e para a inddstria farmacéutica.

Os efeitos fisiologicos dos alimentos ricos em fibras tém sido alvo de
muitos estudos. Isto chama a aten¢do da comunidade médica e desperta interesse
econdmico, estimulando a pesquisa sobre a utilizagdo de fontes de f-glucanos na
composicao de farinhas, cereais matinais, massas de macarrao, paes ¢ bolinhos,
bem como em derivados de leite ¢ de carne (LAZARIDOU; BILIADERIS,
2007; SKENDI; PAPAGEORGIOU; BILIADERIS, 2009).

2.7 Atividade biologica dos B-glucanos

Os efeitos dos B-glucanos em reduzir a glicemia e nos niveis de secrecao
de insulina, tém sido relacionados a propriedade deste polissacarideo de induzir
alta viscosidade quando em solucdo, formando uma camada gelatinosa. Esta
camada resiste aos efeitos convectivos das contracdes intestinais, diminuindo a
absor¢do de agucar pelos enterécitos (DE PAULA et al., 2005; MALKKY,
2001; MARCONI; GRAZIANO; CUBADDA, 2000). A redugdo da glicose e
dos niveis de insulina apos as refei¢cdes ¢ dependente tanto do peso molecular do
B-glucano quanto da dose ingerida (DE PAULA, 2002).

Estudos apontam ainda que os B-glucanos aumentam a sensibilidade a
insulina e a tolerancia a glicose (YOKOYAMA et al., 1997) e destacam o papel

dos B-glucanos na prevengao e no tratamento de doengas cardiovasculares e de
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diabetes mellitus (DE PAULA et al., 2005; EHRENBERGEROVA et al., 2008;
NILSSON et al., 2006; PICK et al., 1998; YOKOYAMA et al., 1997).

Os PB-glucanos sdo responsaveis por modificagdes nas propriedades
fisico-quimicas da digesta, alterando a absor¢do de diferentes nutrientes no trato
digestorio, incluindo carboidratos e lipideos oriundos da alimentacdo. Assim, os
B-glucanos tém reconhecida agdo na redugdo dos niveis de colesterol e da
glicemia apos as refeigdes quando ingeridos (MALKKY, 2001).

As fibras soluveis podem aumentar o bolo fecal e aliviar a constipagdo
intestinal (CAVALLERO et al.,, 2002; LAZARIDOU; BILIADERIS, 2007;
MALKKY, 2001; MALKKY; VIRTANEN, 2001), uma vez que o gel viscoso
formado no intestino age como uma peneira molecular através da qual as
grandes moléculas passam rapidamente, enquanto as moléculas menores sdo
retidas nos poros, retardando a digestdo e a absorcdo de diversos nutrientes
(LAZARIDOU; BILIADERIS, 2007). A ingestdo de fibras soluveis parece estar
relacionada a sensacgdo de saciedade e a perda de peso, devido ao retardamento
do esvaziamento gastrico, com consequente reducdo na velocidade de ingestdo
de alimento. Ocorre redugdo dos niveis plasmaticos de glicose e de insulina,
elevacdo dos niveis de colecistoquinina, produgdo de gas e de acidos graxos de
cadeias curtas pela fermentacdo das fibras no célon (LAZARIDOU;
BILIADERIS, 2007; MALKKY, 2001; MALKKY; VIRTANEN, 2001;
SALGADO et al., 2005).

Existem também evidéncias de que os P-glucanos atuem em outras
frentes, combatendo o desenvolvimento de cancer de colon (SILVA; AIDAR;
BUCKERIDGE et al.,, 2006), favorecendo a formacdo de colageno e a
eliminacio de rugas (AGUERO et al., 2006), contribuindo para a atividade
antigenotoxica (ANGELI et al., 2009) e estimulando o sistema imunolégico de

mamiferos (LAZARIDOU; BILIADERIS, 2007).
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O extrato aquoso de Rhynchelytrum repens contendo [-glucano
administrado por via oral em animais diabéticos quando comparado a animais
ndo tratados proporcionou uma reducdo de cerca de 30% nos niveis de glicose
no sangue (DE PAULA; SOUSA; FIGUEIREDO-RIBEIRO, 2006). Da mesma
forma, estudos com [-glucanos purificados de Rhynchelytrum repens,
administrados por via intraperitoneal, demonstram uma reducgao de até 40% nos
niveis de glicose sangiiinea de animais diabéticos em comparacdo aos diabéticos
ndo tratados (DE PAULA et al., 2005). Os efeitos descritos por De Paula et al.
(2005) com B-glucanos purificados duraram cerca de 24 horas, ao passo que uma
preparagdo de P-glucanos de cevada utilizado para fins de comparagdo

proporcionou efeito por 6 horas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Extracdo e caracterizacio do extrato de Rhynchelytrum repens

Plantas de Rhynchelytrum repens (Willd.) C. E. Hubb. (Poaceae) foram
coletadas no Campus da Universidade Federal de Lavras (UFLA) na cidade de
Lavras (latitude: -21 °14°43”, longitude: 44 °59°597; altitude: 919 metros;
temperatura média anual: 19,4 °C; precipitacdo: 1.530 mm/ano ) e na cidade de
Ribeirdo Vermelho (latitude: -21 °11°26”, longitude: 45 °03°43”; altitude: 808
metros; temperatura média anual: 19,3 °C; precipitacdo: 1.623 mm/ano) e

submetidas a extracao e fracionamento dos carboidratos da parede celular.

3.1.1 Preparo das amostras

A extragdo dos B-glucanos de Rhynchelytrum repens foi realizada no
Centro de Analise e Prospec¢do Quimica (CAPQ) do Departamento de Quimica
da UFLA e no Departamento de Medicina Veterinaria da UFLA, conforme
procedimento descrito por De Paula et al. (2005) resumidamente apresentado a
seguir.

Da parte aérea de Rhynchelytrum repens foram separados os tecidos da
lamina foliar, bainha, caule e folhas jovens. Esse material vegetal fresco foi
macerado em gral com tampao fosfato de sodio 0,5 M por trés vezes a frio. Apos
cada maceragdo, o residuo foi filtrado em nailon e a fragdo liquida descartada.
Depois de macerados com o tampao fosfato de sodio 0,5 M e filtrados, o0 mesmo
procedimento foi repetido utilizando-se agua destilada no lugar do tampdo por
mais trés vezes. O residuo dessas extracdes permaneceu durante 15 horas em
cloroférmio:metanol 1:1(v/v). Em seguida, foi filtrado em nailon, o filtrado

descartado e o residuo lavado e filtrado respectivamente com metanol, acetona e
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éter. Apos essas lavagens, o residuo foi liofilizado. Os procedimentos citados
acima foram realizados para a eliminagdo de clorofilas e lipideos, entre outros
compostos, para a obtencao das paredes celulares.

Apo6s a liofilizacdo as paredes celulares foram reduzidas a pequenos
fragmentos, sendo os diferentes tecidos de Rhynchelytrum repens extraidos
sequencialmente com oxalato de aménio 0,5M a pH 7,0, KOH 0,1M, KOH 1M e
KOH 4M a temperatura ambiente, sob atmosfera de nitrogénio, com agitagdo
continua. Todas as extragdes foram realizadas por uma hora, com uma repeticao
por mais uma hora em cada solugdo, exceto para a ultima extragdo com KOH
4M, que foi realizada por 15 horas. Apos cada extragdo, o material foi filtrado
em nailon e o residuo foi submetido a nova extracdo. As fracdes extraidas nas
solucdes basicas foram acidificadas com acido acético glacial até atingir pH 5,0.
As fragdes de KOH 4M resultantes foram dialisadas exaustivamente em agua
destilada em membranas SIGMA - PM>12000, com agitacdo continua a 5 °C e
depois congeladas e liofilizadas.

Os extratos provenientes da extragdo com oxalato de amonio
correspondem a fragdo péctica e aqueles de KOH 4M as hemiceluloses, que

incluem os glucanos de ligacdo mista (CARPITA, 1984).

3.1.2 Caracterizacio dos p-glucanos

Apds a extragdo dos B-glucanos de Rhynchelytrum repens as amostras
foram enviadas para a Universidade de Sao Paulo, Instituto de
Biociéncias/Departamento de Botanica para caracterizagdo quimica.

A analise dos monossacarideos e sua propor¢do nas amostras foram
realizadas em cromatdografo DIONEX modelo DX500-ED 40 equipado com
detector de pulso amperométrico PAD, em coluna Carbo PAC PA10, em um

sistema de eluicdo com hidroxido de sddio 14 mM, modo isocratico, com um
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fluxo de 0,8 cm® min”, sendo o tempo de corrida de 40 min, com uso de
amostrador automatico.

Para a deteccdo de B-glucanos, aliquotas de 1 mg da fracdo de KOH 4M
de Rhynchelytrum repens foram dissolvidas em 100 uL de agua ¢ fervidas por
trés minutos. Apos o esfriamento, foram adicionados 0,5 pL de tampdo acetato
de amonio 1M e 20 pL da preparagdo da enzima endo- B-glucanase de Bacillus
subtilis. A mistura foi incubada a 37° C por trés horas em banho-maria ¢ a
reagdo foi paralisada através de fervura por 3 min.

Os oligdbmeros, produtos da digestdo “in vitro”, foram separados através
de analises por HPAEC-PAD em coluna de troca anionica Carbo-Pac PA10
equilibrada com 0,5M de NaOH e eluida com gradiente linear de acetato de

sodio 0,5M em NaOH 0,5M, como descrito por Gibeaut e Carpita (1993).
3.2 Ensaios biolégicos

Foram realizados trés experimentos com ratos normais e diabéticos
induzidos pela estreptozotocina. Os B-glucanos utilizados nos experimentos se
referem a fragdo KOH 4 M rica em B-glucanos.
3.2.1 Experimento 1

Foi realizado um experimento com dose Unica de 2,5 mg/kg/dia de B-

glucano extraido de plantas de Rhynchelytrum repens, aplicado por via

intraperitoneal, durante 21 dias.
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3.2.1.1 Animais e delineamento experimental

Foram utilizados 24 ratos Wistar (12 machos e 12 fémeas) com peso de
95,27 + 10,87 g provenientes do biotério do Setor de Fisiologia e Farmacologia
do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras.

Foi utilizado um delineamento em blocos ao acaso (sexo e peso dos
animais) em esquema fatorial 2x2 (diabéticos ou ndo, tratados e ndo tratados
com B-glucano) com parcelas subdivididas no tempo, com seis repeticdes. Cada
parcela foi representada por um animal. Os valores de glicemia foram obtidos ao
longo do tempo (dias 1, 5,9, 13, 17 ¢ 21).

Quarenta e oito horas antes do experimento, seis machos e seis fémeas
foram induzidos ao diabetes mellitus experimental por meio de injegdo
intraperitoneal de 80 mg/kg de estreptozotocina. O periodo experimental teve
duragdo de 21 dias.

A solug@o de B-glucano foi preparada na concentragdo de 0,25% em
agua destilada. Os animais receberam os respectivos tratamentos por via
intraperitoneal, uma vez ao dia, pela manha (11 horas).

Os animais foram mantidos em ambiente controlado com 12 horas
claro/12 horas escuro a temperatura de 20 ° a 22 °C. Os mesmos tiveram acesso
a agua e ra¢do comercial ad libitum e foram mantidos em gaiolas metabodlicas
individuais para afericdo do volume urinario, do consumo de racdo e do
consumo de agua didrios. O consumo de alimento, o consumo de agua ¢ o
volume urinario foram obtidos diariamente de forma direta por pesagem e

medidas de volume.
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3.2.1.2 Analises bioquimicas

Nos dias 1, 5,9, 13, 17 e 21 do experimento foram coletadas amostras
sanguineas através da amputacdo na ponta da cauda para mensuracdo da
glicemia que foi feita com glicosimetro Accu-Chek® Advantage II da marca

Roche, sendo sua média comparada ao final do experimento.

3.2.1.3 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de varidncia apds sua
transformacao (raiz quadrada) para a obtengdo da normalidade, sendo as médias
de cada fator comparadas pelo teste F. Para as andlises estatisticas, foi utilizado

0 pacote estatistico Statistical Analysis System, SAS (1996).

3.2.2 Experimento 2

Foi realizado um experimento com doses crescentes de 0, 7, 14 e 21
mg/kg/dia de B-glucano extraido de plantas de Rhynchelytrum repens, aplicado

por via intraperitoneal, durante 21 dias.

3.2.2.1 Animais e delineamento experimental

Foram utilizados 48 ratos Wistar machos, com peso de 168,17 &+ 33,79¢g
provenientes do Biotério do Setor de Fisiologia e Farmacologia do
Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras.

Foi adotado um delineamento experimental inteiramente ao acaso em

esquema fatorial 4x2 (quatro doses do extrato - 0, 7, 14 e 21 mg/kg/dia - e dois
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estados metabdlicos - diabéticos e ndo diabéticos) com parcela subdividida no
tempo (7, 14 e 21 dias), com seis repetigdes.

Metade dos animais foi induzida ao diabetes mellitus experimental por
meio de injecdo intraperitoneal de 80 mg/kg de estreptozotocina administrada 48
horas antes do inicio do experimento.

As solugdes de B-glucano foram preparadas nas concentragoes de 0,7%,
1,4% e 2,1% em agua destilada. A administragdo dos tratamentos foi feita por
via intraperitoneal, uma vez ao dia, pela manha.

As condig¢des experimentais foram as mesmas utilizadas no experimento
anterior. O consumo de alimento, o consumo de agua e o volume urinario foram

obtidos diariamente de forma direta por pesagem e medidas de volume.

3.2.2.2 Anilises bioquimicas

Nos dias 0, 7, 14 e 21 do experimento foram coletadas amostras
sanguineas através da amputacdo da ponta da cauda para mensuragdo da
glicemia que foi feita com gilcosimetro Accu-Chek” Advantage II da marca
Roche.

No ultimo dia do experimento foram coletadas amostras sanguineas
através de puncao cardiaca para determinagdo das concentragdes plasmaticas de
insulina e peptideo C por ensaio imunoenzimatico (ELISA) utilizando-se kit
comercial da marca Milipore”. Para este procedimento, os animais foram

anestesiados com 50 mg/kg de tiopental sodico.

3.2.2.3 Analises histopatologicas

Apos puncdo cardiaca, os animais foram sacrificados e submetidos a

abertura ampla da cavidade abdominal até a exposicdo dos érgdos internos.



32

Foram entdo coletados fragmentos de pancreas e figado, fixados em formaldeido
a 10% e processados para inclusdo em parafina. Secgdes com 5,0 pm de
espessura foram coradas com Hematoxilina — Eosina e analisados em

microscopia optica.

3.2.2.4 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia sendo que aos valores
obtidos com as doses foi aplicada a analise de regressdo e o teste F para
comparar estado metabdlico. Para a wvariavel glicemia, os dados foram
transformados para obtenc¢ao da normalidade.

Para as analises estatisticas, foi utilizado o pacote estatistico SAS

(1996).

3.2.3 Experimento 3

Foi realizado um experimento com doses crescentes de 0, 50, 100, 150 e
200 mg/kg de B-glucano extraido de plantas de Rhynchelytrum repens, em uma

unica aplicacao por via intraperitoneal..

3.2.3.1 Animais e delineamento experimental

Foram utilizados 30 ratos Wistar machos, com peso de 189,9 [ 44,9g,
provenientes do Biotério do Setor de Fisiologia e Farmacologia do
Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras.

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado em parcela
subdividida no tempo com quatro tratamentos mais um adicional (controle) em

seis repeticoes.
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Todos os animais foram induzidos ao diabetes experimental por meio de
injecdo intraperitoneal de 80 mg/kg de estreptozotocina administrada 48 horas
antes do inicio do experimento, o qual teve dura¢do de 24 horas.

As solucdes de B-glucano foram preparadas nas concentragdes de 5%,
10%, 15% e 20% em é4gua destilada. A administracdo dos tratamentos foi feita
por via intraperitoneal, em uma tnica aplicagdo, pela manha.

Os animais foram mantidos em ambiente controlado, com 12 horas
claro/12 horas escuro a temperatura de 20° a 22°C. Tiveram acesso a agua e

racdo comercial ad libitum.

3.2.3.2 Analises bioquimicas

Os animais tiveram suas glicemias aferidas antes da aplicagdo do f-
glucano e 6, 12, 18 e 24 horas apds a aplicacdo. A amostra sanguinea foi
coletada através da amputacdo na ponta da cauda para mensuracdo da glicemia

que foi feita com glicosimetro Accu-Chek® Advantage II da marca Roche.

3.2.3.3 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia apos o teste de
normalidade. Os valores obtidos com as doses de B-glucano e os tempos de
avaliagdo foram submetidos a analise de regressao e a média de cada comparada
ao controle pelo teste de Dunnett a 5%. O programa estatistico utilizado foi o

SAS (1996).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagio de B-glucanos no extrato de Rhynchelytrum repens

A Figura 2 mostra os dois cromatogramas que caracterizam a presenca

de B-glucanos na amostra.
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Figura 2 Cromatograma de B-glucano digerido com uma lichenase. A area
achurada indica os picos caracteristicos da presenga de B-glucano,
sendo o primeiro pico um trissacarideo, o segundo um tetrassacarideo
e o terceiro um pentassacarideo. A, padrao comercial de B-glucano; B,
amostra da fragdo KOH 4M de B-glucano de Rhynchelytrum repens

Como se observa na Figura 2, o primeiro cromatograma mostra um

padrao comercial de B-glucano digerido com uma lichenase. A mesma enzima

foi adicionada a amostra. Os retangulos achurados indicam a faixa de tempo que
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os fragmentos de B-glucano digeridos aparecem (os quatro picos do padrdo). E
possivel visualizar picos caracteristicos da presenca de B-glucano na amostra
mesmo que em concentragdes menores se comparado com o padrio.
Os resultados observados sdo muito semelhantes aos resultados obtidos
por De Paula et al. (2005) (Figura 3).
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Figura 3 Cromatograma mostrando a presen¢a de f-glucano em diferentes partes
de Rhynchelytrum repens. Os picos que aparecem em cada
cromatograma representam a presenca de B-glucanos, sendo o primeiro
pico trissacarideo, o segundo tetrassacarideo e o terceiro
pentassacarideo. (A, folhas jovens; B, lamina foliar; C, bainha; D,
caule)

Fonte Adaptado de De Paula et al. (2005)
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De Paula et al. (2005) verificaram a presenca de P-glucanos em
diferentes partes do Rhynchelytrum repens como podemos observar na Figura 3.
A presencga de B-glucano em Rhynchelytrum repens foi confirmada por hidrolise
com uma endoglucanase de Bacillus subitilis de seqiiéncia independente. De
acordo com os resultados obtidos pelos autores todos os tecidos analisados de
Rhynchelytrum repens continham B-glucano em proporgdes parecidas com as do

presente trabalho.
4.2 Ensaios biologicos

Os resultados dos trés experimentos realizados com ratos normais e
diabéticos induzidos pela estreptozotocina, tratados ou ndo com B-glucano sdo
apresentados a seguir.
4.2.1 Experimento 1

A seguir sdo apresentados os resultados do experimento com dose Unica
de 2,5 mg/kg/dia de B-glucano extraido de plantas de Rhynchelytrum repens
durante 21 dias.
4.2.1.1 Glicemia

Ao se comparar a glicemia entre os dias de mensuragdo ndo houve

diferenca (P < 0,05) entre os animais que receberam B-glucano e os que ndo

receberam f-glucano (Tabela 1).
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Tabela 1 Glicemia média (mg/dL) de animais tratados com B-glucanos de
Rhynchelytrum repens na dose diaria unica de 2,5mg/kg/dia durante

21 dias
1 B-glucano (g
Estado metabdlico Nao tratado Tratado Média
1° dia
Diabético 247.6 286,8 2672 a
Naio diabético 93,2 89,5 91,3 b
Média 170,4 188,2
5° dia
Diabético 393,6 360,0 376,8 a
Naio diabético 88,8 87,4 88,1 b
Média 2412 2237
9° dia
Diabético 376,6 463,0 419,8 a
Nio diabético 103,0 98,2 100,6 b
Média 239.8 280,6
13° dia
Diabético 395,0 4378 416,4 a
Nao diabético 83,4 90,5 87,0b
Média 239,2 264,2
17° dia
Diabético 366,8 3440 3554 a
Naio diabético 96,4 90,4 93,4b
Média 231,6 2172
21° dia
Diabético 417,5 411,6 414,6 a
Nao diabético 93,2 95,6 94,4 b
Média 2553 253,6
CV (%) 7,63

"' Médias seguidas de diferentes letras na coluna diferem pelo teste F (P < 0,05)

Ao ser avaliada a glicemia do periodo total, pode-se observar que ndo
houve diferenca entre os animais que receberam B-glucano e os que ndo
receberam. A inducdo do diabetes mellitus experimental através da dose de 80

mg/kg de estreptozotocina aplicada por via intraperitoneal foi obtida com
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sucesso. Os animais induzidos apresentaram aumento (P < 0,05) da glicemia em
relagdo aos animais nao induzidos.

De acordo com Pickup ¢ Williams (1997), a indugdo do diabetes
mellitus por uma simples injegdo intravenosa ou intraperitoneal de
estreptozotocina ¢ o meio mais utilizado nos modelos experimentais. Segundo
esses autores, quando aplicada em doses de 40 a 80mg/kg, os niveis de insulina
diminuem levando a hiperglicemia, politria, polidipsia e perda de peso.
Entretanto, segundo esses autores, a severa cetose que ocorre em humanos
parece ndo acontecer nos animais, determinando assim uma sobrevivéncia por

um periodo de varias semanas sem a reposi¢do da insulina.

4.2.1.2 Peso corporal

O peso médio dos animais durante o periodo experimental pode ser

observado na Tabela 2.

Tabela 2 Peso médio (g) de animais tratados com B-glucanos de Rhynchelytrum
repens na dose de 2,5mg/kg/dia durante 21 dias

Estado metabolico B-glucano Média! Peso
Nio tratado Tratado Inicial
Diabético 103,0 103,6 103,3b 89,5
Nio Diabético 139,2 141,5 140,3 a 101,1
Média 121,1 122,6
CV % 6,27

' Médias seguidas de diferentes letras na coluna diferem pelo teste F (P < 0,05)

Os resultados mostram que os animais dos grupos induzidos ao
diabetes apresentaram ganho de peso menor que os animais dos grupos nao

induzidos (P < 0,05). E esperado que os individuos diabéticos ganhem menos
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peso que individuos sadios. Isso ocorre, pois a falta de glicose no interior das
células faz com que estas degradem lipideos e proteinas para obter energia. Essa
circunstancia em médio prazo provoca a perda de peso corporal, diminuicao de

massa muscular e sensacao de cansaco significativa (FONTES, 2002).
4.2.1.3 Consumo de racao
A Tabela 3 apresenta o consumo médio didrio de ragdo durante o

experimento.

Tabela 3 Consumo médio diario de ragdo (g) de animais tratados com [3-
glucanos de Rhynchelytrum repens na dose de 2,5mg/kg/dia durante

21 dias
,1 B-glucano a1
Estado metabolico Nio tratado Tratado Média
Diabético 27,2 25,3 263 a
Nao diabético 22,2 22,7 22,4b
Média 24,7 24,0

CV % 6,87

""Médias seguidas de diferentes letras na coluna diferem pelo teste F (P < 0,05)

Houve diferenca (P < 0,05) entre os animais dos grupos diabéticos e nao
diabéticos, mas nao se observou diferenga entre os animais que receberam [-
glucano e os que ndo receberam.

Os animais diabéticos tiveram maior consumo de alimento quando
comparados aos animais normais devido a polifagia que ¢é sinal clinico
caracteristico de individuos diabéticos, e ¢ originada pela falta de energia que
afeta os tecidos, ja que estes ndo conseguem obter as quantidades de glicose que

necessitam (PRADO; RAMOS; VALLE, 1999; SOTNIKOVA et al., 2006).
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4.2.1.4 Ingestiao de dgua e volume urinario

A Tabela 4 apresenta os resultados observados para ingestdo média de

agua e volume urinario médio.

Tabela 4 Ingestdo média didria de dgua (mL) e volume urindrio médio diario
(mL) de animais tratados com B-glucanos de Rhynchelytrum repens na
dose de 2,5mg/kg/dia durante 21 dias

1 B-glucano L4 1
Estado metabolico Nao tratado Tratado Média
Consumo de agua
Diabético 78,0 65,7 71,8 a
Nao diabético 30,0 29,5 29,7b
Média 54,0 47,6
CV% 13,8
Volume urinario
Diabético 35,3 36,8 36,04 a
Naio diabético 0,5 1.4 1,0b
Média 17,9 19,1
CV % 9,14

' Médias seguidas de diferentes letras na coluna diferem pelo teste F (P < 0,05)

Quando avaliados a ingestdo de dgua e o volume urinario dos animais,
estes apresentaram diferencas (P < 0,05) entre os animais diabéticos e os animas
ndo diabéticos. Nado houve diferenca (P>0,05) entre animais tratados e nao
tratados com o B-glucano.

Os animais diabéticos apresentaram maior ingestdo de agua e volume
urinario aumentado quando comparados com os animais normais. Esse resultado
normalmente ocorre, conforme observado por varios autores, pois a poliuria e a
polidipsia sdo sinais clinicos frequentes no diabetes mellitus. A polituria ¢
provocada pela elimina¢do excedente de glicose através da urina, pois os rins

ndo conseguem reter a glicose que filtram do sangue, como ocorre nos niveis
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normais de glicemia, o que proporciona eliminagdo de parte da glicose com a
urina, arrastando consigo maior quantidade de liquido. A polidipsia, por sua vez,
¢ originada por uma perda de liquidos provocada pelas frequentes e abundantes
emissoes de urina (polidipsia), que em muitos casos € praticamente constante

(PRADO; RAMOS; VALLE, 1999; SOTNIKOVA et al., 2006).
4.2.2 Experimento 2

Os resultados do experimento relativo a aplicagdo de doses crescentes de
0, 7, 14 e 21 mg/kg/dia de B-glucano extraido de plantas de Rhynchelytrum
repens com duragao de 21 dias, sdo apresentados a seguir.

4.2.2.1 Glicemia

Os dados sobre a resposta da glicemia, nas diferentes doses, sdo

mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5 Glicemia média (mg/dL) de animais diabéticos e ndo diabéticos
tratados com diferentes doses de B-glucanos de Rhynchelytrum repens
durante 21 dias

Dose Estado metabdlico
(mg/kg/dia) Nao diabético Diabético Média
7 dias
7 91,3 304,3 197,8
14 90,3 3535 2219
21 92,5 336,2 2143
Média' 923 a 345,1 b
Controle 94,8 386,5 240,7
14 dias
7 86,2 380,0 2331
14 81,5 335,8 208,7
21 82,0 341,2 211,6
Média' 83,1a 3572 b
Controle 82,7 371,7 2272
21 dias
7 79,3 387,27 233,3
14 78,8 3547 216,8
21 79,4 316,8 198,1
Média' 80,2 a 354,6 b
Controle 83,3 359,8 221,6
CV (%) 7,76

""Médias seguidas por diferentes letras nas linhas diferem pelo teste F (P < 0,05)
? Regressio linear significativa (P < 0,05)

Verificou-se que a glicemia nos grupos de animais normais foi menor (P
< 0,05) em comparagdo com os grupos de animais diabéticos e essa diferenca se
manteve durante todo o experimento. Aos 21 dias houve um efeito linear (P <
0,05) das doses do B-glucano sobre a glicemia dos animais diabéticos, ou seja, o
aumento da dose reduziu a glicemia.

Souza, De Paula e Figueiredo-Ribeiro (2004) realizaram um
experimento usando o precipitado e o sobrenadante do extrato aquoso de plantas
de Rhynchelytrum repens cultivadas em condi¢des de irradidncia reduzida e a

pleno sol. O extrato (2,6 gramas de matéria seca por animal) foi aplicado por via
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intraperitoneal em ratos diabéticos induzidos com estreptozotocina e foi
observado, a partir da administracdo do precipitado, um decréscimo de 25% e
35% da glicemia em relagdo aos valores iniciais e valores do grupo controle

respectivamente.

4.2.2.2 Peso corporal

Os pesos apresentados pelos grupos experimentais sdo mostrados na

Tabela 6.

Tabela 6 Peso médio (g) de animais diabéticos ¢ nao diabéticos tratados com
diferentes doses de B-glucanos de Rhynchelytrum repens durante 21
dias

Dose do extrato (mg/kg/dia)

r1: ;g1
Estado metabdlico 0 7 1 1 Média
7 dias
Nio diabético 189,5 184,1 182,6 172,4 1822 a
Diabético 166,2 143,8 148.5 1422 1502 b
Média’ 177.8 163,9 165.6 157,3
14 dias
Naio diabético 203,2 199,6 191,6 187,5 1955a
Diabético 156.6 162,8 155.6 144,5 154,8b
Média’ 179,9 181,2 173,6 166,0
21 dias
Nio diabético 216.,6 210,5 203,7 197,2 2070 a
Diabético 156,6 156,5 157,7 153,5 156,1b
Média? 186,6 183,5 180,7 175,4
CV (%) 7,61

"'Médias seguidas por diferentes letras diferem pelo teste F (P < 0,05)
? Regressdo linear significativa (P < 0,05)

Os resultados mostram que os animais normais ganharam mais peso (P <

0,05) ao final do experimento que os animais diabéticos. Os animais dos grupos
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ndo induzidos apresentaram média de 30 gramas de ganho de peso ao final do
experimento enquanto os animais diabéticos mostraram uma redugdo de 3
gramas no peso em vinte ¢ um dias. Houve efeito linear (P < 0,05) de reducao de
ganho de peso, em funcdo da dose do B-glucano, tanto para os animais dos
grupos normais quanto para os diabéticos.

Sendo o diabetes uma doenga que representa uma complexa desordem
metabodlica em virtude da deficiéncia total ou parcial da produgao e secre¢ao de
insulina (LERMEN et al., 2005; QUEIROGA et al., 2006), normalmente se
observa perda de peso.

O ganho de peso reduzido ou, em casos mais agudos da doenca a perda
de peso, se devem a alguns fatores como: o efeito da insulina sobre a sintese € o
armazenamento de lipideos e sintese proteica, pois a insulina promove a
formacdo de proteina e impede a sua degradacdo. A falta de insulina causa
deplecdo protéica e aumento dos aminoacidos plasmaticos, entdo o catabolismo
das proteinas aumenta, a sintese proteica cessa e grandes quantidades de

aminoacidos s3o langadas no plasma (GUYTON; HALL, 2006).

4.2.2.3 Consumo de racio, ingestao de agua e volume urinario

O consumo médio diario de racdo, ingestdio média didria de agua e

volume urinario médio diario dos animais sdo apresentados nas Tabelas 7, 8 ¢ 9,

respectivamente.
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Tabela 7 Consumo médio diario de ra¢do (g) de animais diabéticos e ndo
diabéticos tratados com diferentes doses de p-glucanos de
Rhynchelytrum repens durante 21 dias

Dose do extrato (mg/kg/dia)

Estado metabdlico 0 7 o 3 Média
7 dias
Nao diabético 21,1 a 204 a 20,5a 18,3 20,1
Diabético 28,7b 26,2 b 24,6 b 18,8 24,6
Média’ 24,9 23,3 22,6 18,6
14 dias
Naio diabético 23,3 a 22,4 a 23,3 a 19,8 22,2
Diabético 348b 31,7b 27,1b 22,5 29,0
Média’ 29,1 27,1 25,2 21,1
21 dias
Naio diabético 25,2 30,0 23,7 23,8 25,7b
Diabético 37,3 37,9 30,3 28,6 33,5a
Média® 31,2 34,0 27,0 26,2
CV (%) 10,88

"' Médias seguidas por diferentes letras diferem pelo teste F (P < 0,05)
? Regressio linear significativa (P < 0,05)

A média de consumo de ra¢do dos animais nio induzidos durante todo o
periodo experimental foi de 22,25 gramas/animal/dia enquanto para os animais
diabéticos a média foi de 28,23 gramas/animal/dia. Houve um efeito linear (P <
0,05) em funcdo da dose do B-glucano que deprimiu o consumo de ragdo. Esse
resultado indica que o B-glucano pode ter influenciado a saciedade dos animais,
pois esse efeito de reducdo ocorreu tanto nos grupos diabéticos como nos

normais.
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Tabela 8 Ingestdo média didria de dgua (mL) por animais diabéticos e nao
diabéticos tratados com diferentes doses de p-glucanos de
Rhynchelytrum repens durante 21 dias

Dose do extrato (mg/kg/dia)

Estado metabdlico 0 7 o 3 Média
7 dias
Nio diabético 28,7 30,0 27,4 253 27.9b
Diabético® 81,7 69,9 76,6 44,8 682 a
Média 55,2 49,9 52,0 35,1
14 dias
Nio diabético 31,7 26,3 29,9 28.8 29,2b
Diabético’ 90,9 89,4 76,6 48,0 76,2 a
Média 61,3 57,8 53,2 38,4
21 dias
Nio diabético 31,7 30,1 29,4 32,0 30,8 b
Diabético’ 89,0 86,9 85,4 60,7 80,5 a
Média 60,3 58,5 57,4 46,3
CV (%) 8,78

"' Médias seguidas por diferentes letras diferem pelo teste F (P < 0,05)
? Regressio linear significativa (P < 0,05)

A ingestdo de agua durante o periodo experimental apresentou diferenga
(P < 0,05) entre os grupos de animais normais e os grupos de diabéticos. A
ingestdo de agua média didria foi maior nos grupos de animais induzidos (75
ml/animal/dia) em relagdo aos ndo induzidos (29 ml/animal/dia). Houve efeito
linear (P < 0,05) na reducdo da ingestdo de agua em animais diabéticos em

fun¢do das doses de B-glucanos.
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Tabela 9 Volume urinario médio diario (mL) de animais diabéticos e nao
diabéticos tratados com diferentes doses de [-glucanos de
Rhynchelytrum repens durante 21 dias

Dose do extrato

r1: ;g 1
Estado metabdlico 0 7 1 3 Média
7 dias
Nio diabético 1,2 2,0 1,2 0,9 1,3b
Diabético’ 46,9 39,26 36,4 38,7 40,3 a
Média 24,1 20,6 18,8 19,8
14 dias
Nio diabético 4,0 1,6 0,2 1,7 1,89 b
Diabético’ 55,0 42.4 41,8 32,8 43,01 a
Média 29,5 22,0 21,0 17,3
21 dias
Nao diabético 4,6 3,1 1,6 2.1 2,8b
Diabético’ 52,7 52,7 49,8 29,0 46,1 a
Média 28,6 27,9 25,7 15,5
CV (%) 10,30

" Médias seguidas por diferentes letras na coluna diferem pelo teste F (P < 0,05)
? Regressio linear significativa (P < 0,05)
? Regressdo quadratica significativa (P < 0,05)

Verificou-se que o volume urinario nos grupos de animais normais
apresentou diferenca (P < 0,05) em comparacdo com os grupos de animais
diabéticos. O volume urindrio médio diario dos grupos de animais diabéticos foi
de 43 ml/animal/dia, enquanto que nos animais ndo diabéticos o volume médio
foi de 2 ml/animal/dia. Houve redugéo linear (P < 0,05) do volume urinario dos
animais diabéticos em fung¢do do tratamento com [B-glucano. De Paula, Sousa,
Figueiredo-Ribeiro (2006), apds tratarem animais diabéticos com B-glucano, ndo
comprovaram alteragdes no volume urindrio.

Os resultados obtidos quando comparados animais normais e diabéticos
para ingestdo de dgua e volume urindrio sdo comumente relatados, ja que a
politria e polidipsia sdo sintomas frequentes do diabetes mellitus (PRADO;
RAMOS; VALLE, 1999; SOTNIKOVA et al, 2006). Porém, quando
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observados somente animais diabéticos nota-se uma melhora nestes dois

sintomas em funcao das doses de B-glucano.

4.2.2.4 Insulina e peptideo C

Os niveis séricos de insulina dos animais tratados com B-glucano sdo
apresentados na Tabela 10. Os controles de qualidade do kit ELISA insulina

para ratos ficaram entre 4,1 e 5,8 ng/mL.

Tabela 10 Niveis séricos de insulina (ng/dL) de animais diabéticos e nao
diabéticos tratados com diferentes doses de p-glucanos de
Rhynchelytrum repens durante 21 dias

Dose do extrato (mg/kg/dia)

r1e 7101
Estado metabolico 0 7 1 3 Média
Naio diabético 3,65 3,70 3,65 3,50 3,62a
Diabético 3,07 3,07 3,21 3,03 3,09b
Média 3,36 3,38 3,43 3,26
CV (%) 10,39

"' Médias seguidas por diferentes letras na coluna diferem pelo teste F (P < 0,05)

No presente trabalho ndo se observou nenhuma diferenga (P < 0,05) em
relacdo aos tratamentos administrados, porém, verificou-se que os animais
normais apresentaram diferengca (P < 0,05) em comparagdo com os animais
diabéticos.

O mecanismo de acdo do B-glucano administrado por via intraperitoneal,
como foi realizado neste trabalho, ainda permanece desconhecido. Estudos
apontam que os B-glucanos aumentam a sensibilidade a insulina ¢ a tolerancia a
glicose (YOKOYAMA et al., 1997), sendo o aumento da tolerdncia a glicose o

provavel mecanismo de ac¢do. De Paula et al. (2005) sugerem uma sinalizagao
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dos glucanos para aumentar a secrecdo de insulina, o que ndo se confirmou no
presente trabalho.

Os niveis séricos peptideo C dos animais tratados com B-glucano sdo
apresentados na Tabela 11. Os controles de qualidade do kit ELISA peptideo C

para ratos ficaram entre 4,1 e 5,8 pM.

Tabela 11 Niveis séricos de peptideo C (pM) de animais diabéticos e ndo
diabéticos tratados com diferentes doses de P-glucanos de
Rhynchelytrum repens durante 21 dias

Dose do extrato (mg/kg/dia)

r1: roq: 1
Estado metabdlico 0 7 4 X Média
Nio diabético’ 4,74 4,45 4,51 431 4,50 a
Diabético 3,92 3,92 3,92 4,04 3,95
Média 4,33 4,19 4,21 4,18
CV (%) 5,70

! Médias seguidas por diferentes letras na coluna diferem pelo teste F (P < 0,05)
? Regressio linear significativa (P < 0,05)

Os resultados mostram diferenga (P < 0,05) dos animais diabéticos em
relagdo aos animais ndo diabéticos. Houve efeito linear (P < 0,05) do B-glucano
para os animais ndo diabéticos. E possivel que a toxidade da estreptozotocina
tenha afetado a resposta secretora no grupo de animais diabéticos.

Diversos estudos clinicos tém avaliado a secrecdo pancredtica em
pacientes com diabetes mellitus tipo 1, em diferentes fases da doenga. A maioria
dos autores tem encontrado niveis detectaveis de peptideo C ao diagnostico em
grande parte dos pacientes, especialmente naqueles diagnosticados apds a
puberdade (PALMER et al., 2004).

Em algumas situagdes, a concentracdo sérica de peptideo C ndo ¢é
proporcional as taxas de secre¢do de insulina. Um exemplo disso ¢ a disfuncdo

renal. Cerca de 85% do peptideo C ¢ metabolizado pelos rins, sendo o restante
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excretado intacto pela urina. Uma queda da fungdo renal implica reducdo da
metabolizagdo do peptideo C, com elevacdo de seus niveis séricos (COVIC et

al., 2000).
4.2.2.5 Analises histopatologicas

As seccles histologicas do péancreas apos vinte e um dias de

experimento podem ser vistas na Figura 4.
-
-

Figura 4 Aspecto histologico do pancreas de animais normais (A), animais
diabéticos (B), animais normais tratados com 21 mg/kg/dia de B-

glucano (C) e de animais diabéticos tratados com 21 mg/kg/dia de f-
glucano (D) (hematoxilina-eosina - 400x)
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A avaliagdo histopatologica do pancreas indicou uma reducdo da
quantidade de ilhotas, assim como uma aparente diminui¢do em seu tamanho,
nos animais diabéticos que ndo foram tratados com PB-glucano como mostra a
Figura 4B. Porém, pode-se observar na Figura 4D, que em animais diabéticos
tratados com 21 mg/kg/dia de B-glucano as ilhotas se assemelham com as de
animais normais (Figura 4A). De acordo com Chavez et al. (2007), a aplicacdo
de estreptozotocina em ratos produz uma diminui¢do no nimero de ilhotas no
pancreas.

As seccdes histologicas do figado apds vinte e um dias de experimento

podem ser vistas na Figura 5.
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Figura 5 Aspecto histologico do figado de animais normais (A), animais
diabéticos (B), animais normais tratados com 21 mg/kg/dia de B-

glucano (C) e de animais diabéticos tratados com 21 mg/kg/dia de f3-
glucano (D) (hematoxilina-eosina - 400x)

A avaliagdo histopatologica do figado dos animais aparentemente ndo
apresentou alteracdes microscopicas em nenhum dos grupos. Com base nos
resultados obtidos neste experimento sugere-se que o B-glucano até¢ a dose de
21mg/kg/dia ndo causa lesdes hepaticas microscopicas. Segundo Schellini
(1992), as caracteristicas histopatoldgicas de figado de ratos Wistar induzidos ao
diabetes sdo semelhantes as caracteristicas em humanos diabéticos e nao

apresentam alteragdes.
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4.2.3 Experimento 3

A seguir sdo apresentados os resultados do experimento com doses de
50, 100, 150 e 200 mg/kg/dia de P-glucano extraido de plantas de

Rhynchelytrum repens, com duragéo de 24 horas.

4.2.3.1 Glicemia
Os dados sobre a glicemia, nas diferentes doses de B-glucano, sdo

mostrados na Tabela 12.

Tabela 12 Glicemia média (mg/dL) de animais tratados com diferentes doses de
B-glucanos de Rhynchelytrum repens durante 24 horas

Dose Tempo (horas 1 Glicemia

(mg/kg) 6 12 el 18) g MR il
50 246,7*  225,0%  206,8*  161,8* 210,1 310,3
100 345,3* 301,3* 275,5% 257,7* 295,0 389,2
150 269,8*  2438*  2257*  203,8*% 2358 323,7
200 244,77 204,0%*  175,5%  168,3* 198,1 329,7

Média' 276,6 243,5 220,9 197,9

Controle 476,0 463,3 376,5 303,7 405,9 328,8

CV (%) 13,61

* Diferem do controle pelo teste Dunnett (P < 0,05)
! Regressdo linear significativa (P < 0,05)
? Regressdo quadratica significativa (P < 0,05)

Todas as doses diferiram (P < 0,05) do grupo controle. As quatro doses
administradas se mostraram eficientes na redugdo da glicose sanguinea. Houve
efeito quadratico (P < 0,05) de reducdo da glicemia em relagdo as doses de f-

glucano e um decréscimo linear (P < 0,05) com o aumento da dose de B-glucano
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em relagdo ao tempo. A partir da primeira afericdo da glicemia, seis horas apos a
aplicacdo do P-glucano, ja se observou uma queda no nivel glicémico dos

animais, o qual foi decrescente até o final do experimento como apresentado na

Figura 6.
500 4
460 -
420 -
g 380 -
Ea 340 1 —4— 50 mg'kg pf-glucano
; 100mg/kg p-glucano
% 300 7 ——150meg/lkg p-glucano
5 260 - ——200mg/kg p-glucano
220 —— Controle
180 -
140

Glicemia 6horas 12horas 1B8horas 24horas
Inicial

Grafico 1 Alteragdo da glicemia (mg/dL) em relacdo a glicemia inicial de
animais tratados com diferentes doses de [-glucanos de
Rhynchelytrum repens, em relagdo a glicemia inicial, durante 24
horas

De Paula et al. (2005) realizaram um experimento usando [B-glucano
purificado de plantas de Rhynchelytrum repens e p-glucano comercial extraido
da cevada na dose de 100 mg/kg por via intraperitoneal em ratos induzidos ao
diabetes por estreptozotocina. A glicemia foi medida antes da aplicagdo do B-
glucano e 2, 4, 6, 8 e 24 horas apos a aplicac¢do. O B-glucano da cevada diminuiu

significativamente a glicemia dos animais diabéticos. Esse efeito teve uma
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duragdo de quatro horas apo6s a administracao e voltou ao normal seis horas apds
a administra¢do. O B-glucano do Rhynchelytrum repens teve um efeito similar
com diminui¢do da glicemia mais lenta, atingindo um maximo em quatro horas,
porém este efeito se manteve até as 24 horas. Esses autores sugerem que, uma
possivel explicagdo para a diferenca na resposta dos animais as duas fontes de 3-
glucano pode estar relacionada com o fato de que esta substancia extraida da
cevada ¢ soluvel em agua e tem um nivel de pureza relativamente maior. Por
outro lado, o B-glucano de Rhynchelytrum repens cont¢ém uma fra¢do de
glucuronoarabinoxilano, que ¢ menos soltivel em agua, sendo possivel que a
liberacdo na corrente sanguinea tenha sido mais lenta comparada com o B-
glucano da cevada. Essa hipotese é sustentada por dois fatos, sendo o primeiro a
capacidade de intera¢do do B-glucano com o glucuronoarabinoxilano, podendo
estes formarem complexos intermoleculares e o segundo o fato de que
recentemente foi demonstrado que o glucuronoarabinoxilano reduz a resposta
glicémica pos-prandial, administrado por via oral em humanos saudaveis (DE
PAULA et al., 2005).

Os resultados de Souza, De Paula e Figueiredo-Ribeiro (2004) sugerem
que as hemiceluloses do capim favorito estejam relacionadas ao uso popular
desta planta no tratamento do diabetes, uma vez que a decoccao ¢ suficiente para
solubilizar os B-glucanos presentes em varias partes da planta e também que a
infusdo do Rhynchelytrum repens possui efeito hipoglicemiante quando
administrada por via intraperitoneal em ratos diabéticos.

O precipitado do extrato aquoso obtido pelo cozimento (decocgdo) teve
um efeito hipoglicémico quando administrado por via intraperitoneal em ratos
induzidos por estreptozotocina. Esses resultados, em conjunto com a
demonstrag@o hipoglicemiante do B-glucano da cevada e do P-glucano de
Rhynchelytrum repens, obtido no experimento sugerem que o polimero da

parede celular pode ser absorvido quando administrado por via intraperitoneal e



57

pode estar envolvido nos efeitos hipoglicemiantes observados (DE PAULA et
al., 2005).

O presente trabalho refor¢a os resultados dos trabalhos anteriores e a
hipdtese da absorcao do B-glucano quando administrado por via intraperitoneal e
de sua acdo hipoglicemiante. Todas as doses acima de 50 mg/kg de B-glucano de
Rhynchelytrum repens tiveram efeito na reduciio da glicemia de animais
diabéticos, sendo que a dose de 200 mg/kg de B-glucano apresentou maior
reducdo da glicemia ao final das 24 horas do experimento, alcancando um
decréscimo de 48,5% em relacdo a glicemia inicial.

Outros autores relatam que um efeito hipoglicemiante transitorio das
fragdes contendo polimeros de alto peso molecular foi demonstrado em extratos
de vérias espécies. Takahashi, Konno e Hikino (1985) observaram a atividade
hipoglicemiante da porc¢ao ndo dializada do suco da cana-de-actcar, que contém
em sua parede celular fracdes de hemicelulose compostas de B-glucano e
glucuronoarabinoxilano. Esses pesquisadores relataram que os principais
constituintes do suco da cana mostraram um efeito transitorio da diminui¢do da
glicemia sanguinea sete horas ap6s a administragdo, mas nenhum efeito apos 24

horas.
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5 CONCLUSAO

A fragdo rica em B-glucanos obtida de Rhynchelytrum repens reduz a
glicemia de ratos diabéticos induzidos com estreptozotocina. Amelhor dosagem
de uso para 21dias ¢ de 21 mg/kg/dia e, para efeito imediato até 24 horas de 50
mg/kg.
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ANEXOS

ANEXO A — Tabelas
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Andlise de variancia do peso médio (g) de animais tratados com
B-glucanos de Rhynchelytrum repens na dose de 2,5mg/kg/dia
durante 21 dias .....coceeveererinenenie e 68
Analise de varidncia do consumo médio diario de ragdo (g) de
animais tratados com B-glucanos de Rhynchelytrum repens na
dose de 2,5mg/kg/dia durante 21 dias ........cccceeeveercreenreenirennnnn. 68
Andlise de variancia da ingestdo média diaria de dgua (mL) de
animais tratados com B-glucanos de Rhynchelytrum repens na
dose de 2,5mg/kg/dia durante 21 dias ..........ccoeeeveeeerienreciennnnne. 69
Analise de variancia do volume urinario médio diario (mL) de
animais tratados com B-glucanos de Rhynchelytrum repens na
dose de 2,5mg/kg/dia durante 21 dias ........cccceeeveercrierveenreennnn. 69
Anélise de variancia da glicemia média (mg/dL) de animais
diabéticos e ndo diabéticos tratados com diferentes doses de B-
glucanos de Rhynchelytrum repens durante 21 dias................... 69
Andlise de variancia do peso médio (g) de animais diabéticos e
ndo diabéticos tratados com diferentes doses de B-glucanos de
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TABELA 1A Analise de variancia da glicemia média (mg/dL) de animais
tratados com B-glucanos de Rhynchelytrum repens na dose diaria
unica de 2,5mg/kg/dia durante 21 dias

FV GL SQ QM F P>F
Estado metabdlico 1 3336,623 3336,623 1143818 0,000
Extr 1 1,700 1,700 0,583 0,457
EM*Extr 1 2,626 2,626 0,900 0,358
Erro 1 15 43,756 2,917
Tempo 5 85,495 17,099 14,118 0,000
Tempo*EM 5 85,495 17,099 14,118 0,000
Tempo*Extr 5 10,188 2,038 1,682 0,145
Tempo*EM*Extr 5 10,188 2,038 1,682 0,145
Erro 2 105 127,170 1,211

TABELA 2A Analise de variancia do peso médio (g) de animais tratados com [3-
glucanos de Rhynchelytrum repens na dose de 2,5mg/kg/dia
durante 21 dias

FV GL SQ QM F P>F
Estado metabdlico 1 15,247 15,247 31,710 0,000
Tratamento 1 0,016 0,016 0,030 0,857
EM*Tratamento 1 0,007 0,007 0,010 0,908
Erro 18 8,656 0,481

TABELA 3A Analise de variancia do consumo médio diario de ragdo (g) de
animais tratados com B-glucanos de Rhynchelytrum repens na
dose de 2,5mg/kg/dia durante 21 dias

FV GL SQ QM F P>F
Estado metabdlico 1 0,795 0,795 7,040 0,016
Tratamento 1 0,023 0,023 0,210 0,655
EM*Tratamento 1 0,067 0,067 0,590 0,451

Erro 18 2,035 0,113




69

TABELA 4A Analise de variadncia da ingestdo média didria de dgua (mL) de
animais tratados com B-glucanos de Rhynchelytrum repens na
dose de 2,5mg/kg/dia durante 21 dias

FV GL SQ QoM F P>F
Estado metabdlico 1 44,507 44,507 51,730 0,000
Tratamento 1 0,845 0,845 0,980 0,335
EM*Tratamento 1 0,837 0,837 0,970 0,337
Erro 18 15,488 0,860

TABELA 5A Analise de varidncia do volume urindrio médio diario (mL) de
animais tratados com B-glucanos de Rhynchelytrum repens na
dose de 2,5mg/kg/dia durante 21 dias

FV GL SQ QM F P>F
Estado metabdlico 1 140,950 140,950 1613,940 0,000
Tratamento 1 0,579 0,579 6,630 0,019
EM*Tratamento 1 0,174 0,174 1,990 0,175
Erro 18 1,572 0,087

TABELA 6A Anélise de varidncia da glicemia média (mg/dL) de animais
diabéticos e ndo diabéticos tratados com diferentes doses de P-
glucanos de Rhynchelytrum repens durante 21 dias

FV GL SQ QM F P>F

Estado metabdlico 1 3172,524 3172,524 2723,770 0,000
Dose 3 9,497 3,166 2,720 0,050
EM*Dose 3 6,053 2,018 1,730 0,167
Glicemia inicial 1 116,577 116,577 100,090 0,000
Peso inicial 1 4,522 4,522 3,880 0,052
Erro 1 38 205,246 5,401

Tempo 2 0,786 0,393 0,340 0,715
EM*Tempo 2 6,338 3,169 2,720 0,072
Dose*Tempo 6 11,027 1,838 1,580 0,164
EM*Dose*Tempo 6 9,185 1,531 1,310 0,260

Erro 80 93,180 1,165
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TABELA 7A Analise de varidncia do peso médio (g) de animais diabéticos e
ndo diabéticos tratados com diferentes doses de B-glucanos de
Rhynchelytrum repens durante 21 dias

FV GL SQ QM F P>F
Estado metabélico 1 61100,424 61100,424 347,050 0,000
Dose 3 4360,872 1453,624 8260 0,000
EM*Dose 3 197,752 65,917 0,370 0,772
Peso inicial 1 75286,435 75286,435 427,630 0,000
Glicemia inicial 1 6241,854 6241,854 35450 0,000
EM*Dose*Rep 38 25187,904 662,840 3,760 0,000
Tempo 2 5729,625 2864,813 16,270 0,000
EM*Tempo 2 2161,478 1080,739 6,140 0,003
Dose*Tempo 6 844,150 140,692 0,800 0,573
EM*Dose*Tempo 6 992,544 165,424 0,940 0,472
Erro 80 14084,382 176,055

TABELA 8A Analise de variancia do consumo médio diario de ragdo (g) de
animais diabéticos e ndo diabéticos tratados com diferentes doses
de B-glucanos de Rhynchelytrum repens durante 21 dias

FV GL SQ QM F P>F
Estado metabélico 1 1469,317 1469,317 185,850 0,000
Dose 3 989,129 329,710 41,700 0,000
EM*Dose 3 309,267 103,089 13,040 0,000
Peso inicial 1 7,501 7,501 0,950 0,333
Glicemia inicial 1 11,154 11,154 1,410 0,238
EM*Dose*Rep 38 368,494 9,697 1,230 0,220
Tempo 2 1270,507 635253 80,350 0,000
EM*Tempo 2 71,272 35,636 4510 0,014
EM*Dose*Tempo 6 25,227 4,204 0,530 0,783

Erro 80 632,482 7,906
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TABELA 9A Analise de variancia da ingestdo média didria de agua (mL) por
animais diabéticos e ndo diabéticos tratados com diferentes doses
de B-glucanos de Rhynchelytrum repens durante 21 dias

FV GL SQ QM F P>F
Estado metabélico 1 361,960 361,960 961,750 0,000
Dose 3 32,064 10,688 28,400 0,000
EM*Dose 3 26,393 8,798 23,380 0,000
Glicemia inicial 1 0,623 0,623 1,650 0,202
Peso inicial 1 0,001 0,001 0,000 0,962
EM*Dose*Rep 38 16,545 0,435 1,160 0,288
Tempo 2 6,175 3,087 8,200 0,001
EM*Tempo 2 1,327 0,664 1,760 0,178
Dose*Tempo 6 1,480 0,247 0,660 0,686
EM*Dose*Tempo 6 3,014 0,502 1,330 0,252
Erro 80 30,109

TABELA 10A Andlise de variancia do volume urindrio médio diario (mL) de
animais diabéticos e ndo diabéticos tratados com diferentes
doses de B-glucanos de Rhynchelytrum repens durante 21 dias

FV GL SQ QM F P>F
Estado metabélico 1 973,664 973,664  5972,300 0,000
Dose 3 18,946 6,315 38,740 0,000
EM*Dose 3 6,122 2,041 12,520 0,000
Glicemia inicial 1 0,004 0,004 0,030 0,869
Peso inicial 1 0,941 0,941 5770 0,019
EM*Dose*Rep 38 10,011 0,263 1,620 0,037
Tempo 2 4,876 2,438 14,960 0,000
EM*Tempo 2 0,141 0,070 0,430 0,651
Dose*Tempo 6 5,673 0,946 5800 0,000
EM*Dose*Tempo 6 5,547 0,925 5670 0,000

Erro 80 13,042
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TABELA 11A Analise de variancia dos niveis séricos de insulina (ng/dL) de
animais diabéticos e ndo diabéticos tratados com diferentes
doses de B-glucanos de Rhynchelytrum repens durante 21 dias

FV GL SQ QM F P>F
EM 1 3,374 3,374 27.71 0.0001
Dose 3 0,177 0,059 0.48 0.6959
EM*Dose 3 0,077 0,026 0.21 0.8885
Glicemia 1 0,017 0,017 0.14 0.7068
Peso inicial 1 0,003 0,003 0.02 0.8795
Erro 38 4,627 0,123

TABELA 12A Analise de variancia dos niveis séricos de peptideo C (pM) de
animais diabéticos e ndo diabéticos tratados com diferentes
doses de B-glucanos de Rhynchelytrum repens durante 21 dias

FV GL SQ QM F P>F
EM 1 3,654 3,654 62,850 0,000
Dose 3 0,181 0,060 1,040 0,386
EM*Dose 3 0,469 0,156 2,690 0,060
EM d D1 1 2,041 2,041 35,100 0,000
EM d D2 1 0,833 0,833 14,320 0,001
EM d D3 1 1,033 1,033 17,770 0,000
EM d D4 1 0,217 0,217 3,730 0,061
Dose d EM1 3 0,581 0,194 3,330 0,030
Linear 1 0,458 0,458 7,870 0,008
Quadratico 1 0,016 0,016 0,270 0,605
Desvio 1 0,107 0,107
Dose d EM2 3 0,070 0,023 0,400 0,753
Glicemia 1 0,143 0,143 2,460 0,125
Peso inicial 1 0,047 0,047 0,810 0,374
Erro 38 2,210 0,058
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TABELA 13A Analise de variancia da glicemia média (mg/dL) de animais
tratados com diferentes doses de B-glucanos de Rhynchelytrum

repens durante 24 horas

FV GL SQ oM F P

Dose 3 133823,115 44607,705 6,736 0,003
Glicemia inicial 1 19380,392 19380,392 2,927 0,104
Peso inicial 1 301290,166 301290,166 45,499 0,000
Erro a 18 119194,067 6621,893

Tempo 3 81120,448 27040,149 17,797 0,000
D*T 9 4046,427 449,603 0,296 0,974
Adicional 1 838368,852 838368,852 551,791 0,000
Erro b 74 112432,667 1519,360




