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RESUMO

A Silybum marianum apresenta como componente majoritario a silimarina, um potente
antioxidante, que pode desempenhar um papel protetor em doengas cuja patogénese envolva o
desequilibrio redox. Sabe-se que os elementos chaves no agravamento e desenvolvimento das
complicagBes do diabetes sdo as alteragdes metabodlicas e o estresse oxidativo. Sendo assim,
este estudo teve como objetivo investigar o potencial terapéutico da silimarina na homeostase
metabolica e no status redox em modelo experimental de diabetes mellitus tipo 1. Para tal,
utilizamos 34 ratas da linhagem Fisher distribuidas em 4 grupos: C (n= 8), D (n=8), DS50
(n=10) e DS100 (n=8). O tratamento teve a duragdo de 30 dias e foi administrado por
gavagem oro-gastrica. Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados para a retirada
de soro e tecido pancreatico. Para avaliar o potencial terapéutico da silimarina e para
confirmar o Diabetes Mellitus tipo 1 analisamos a variagdo da massa corporal, ingestdo
hidrica, ingestdo alimentar, glicemia, concentragdes séricas de triglicérides e ureia, atividade
das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) no tecido pancreatico, 0s niveis
de proteina carbonilada, o nimero e area de ilhotas pancreaticas. O Diabetes tipo 1 foi
confirmado pela presenca de hiperglicemia, perda significativa de massa corpdrea, polidipsia
e polifagia, sendo todos esses sintomas caracteristicos da doenca. O tratamento com a
silimarina nas doses de 50 mg/Kg e 100 mg/Kg n&o foram eficazes na preservacdo da massa
corporea. A silimarina nas doses de 50 mg/Kg e 100 mg/Kg foram eficazes na diminuicdo da
ingestdo hidrica e na ingestdo alimentar. Ambas as doses de silimarina nao foram eficazes em
reduzir a glicemia. Observamos também uma diminuicdo nos niveis de proteina carbonilada
no pancreas de animais diabéticos tratados tanto com as doses de 50 quanto de 100 mg/kg,
sugerindo que o tratamento foi efetivo para proteger do dano proteico. J& os parametros de
ureia e triglicérides sérico, SOD e CAT pancreéatica e nimero/area das ilhotas ndo sofreram
interferéncia da silimarina. Esses resultados podem ser devido ao tempo de tratamento e a
concentracdo de silimarina utilizada, tendo em vista que em outras estudos foram encontrados
resultados satisfatorios quando o tempo de tratamento e as doses de silimarina utilizadas eram
maiores. Com isso, sd0 necessarios mais estudos com a silimarina no que diz respeito a sua

capacidade antioxidante e protetora no Diabetes tipo 1.

PALAVRAS-CHAVE: diabetes mellitus tipo 1, desequilibrio redox, antioxidante, silimarina,

ratos wistar.



ABSTRACT

Silypum marianum has as its major component silymarin, a potent antioxidant, which may
play a protective role in diseases whose pathogenesis involves redox imbalance. It is known
that the key elements in the aggravation and development of diabetes complications are
biochemical parameters and oxidative stress. The objective of this study was to investigate the
therapeutic potential of silymarin in metabolic homeostasis and redox status in an
experimental model of type 1 diabetes mellitus. For this purpose, 34 rats of the Fisher strain
were distributed in four groups: C (n =8), D (n = 8), DS50 (n = 10) and DS100 (n = 8). The
treatment lasted for 30 days and was administered by oro-gastric gavage. At the end of the
experiment, the animals were euthanized for the removal of serum and pancreatic tissue. To
assess the therapeutic potential of silymarin and to confirm type 1 diabetes mellitus we
analyzed body mass variation, water intake, dietary intake, glycemia, serum triglyceride and
urea concentrations, enzyme activity superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) in
pancreatic tissue, levels of carbonylated protein, number and area of pancreatic islets. Type 1
diabetes was confirmed by the presence of hyperglycemia, significant loss of body mass,
polydipsia and polyphagia, all of which are characteristic symptoms of the disease. Treatment
with silymarin at doses of 50 mg / kg and 100 mg / kg were not effective in preserving body
mass. Silymarin at doses of 50 mg / kg and 100 mg / kg were effective in reducing water
intake and food intake. Both doses of silymarin were not effective in reducing glycemia. We
also observed a decrease in levels of carbonylated protein in the pancreas of diabetic animals
treated at both the 50 and 100 mg / kg doses, suggesting that the treatment was effective in
protecting protein damage. On the other hand the parameters of serum urea and triglycerides,
SOD and pancreatic CAT and islet number / area were not affected by silymarin. These
results may be due to the time of treatment and the concentration of silymarin used, since
other studies have found satisfactory results when the time of treatment and the doses of
silymarin used were higher. Therefore, further studies are needed with silymarin for its

antioxidant and protective capacity in type 1 diabetes.

KEY WORDS: diabetes mellitus type 1, redox imbalance, antioxidant, silymarin, wistar rats.
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1 INTRODUGCAO

O Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) é uma doenca cronica causada principalmente pelo
sistema imunoldgico que destrdi as células beta pancreaticas impossibilitando-as de produzir
0 hormonio insulina, responsavel pela manutencdo dos niveis fisiologicos de glicose na
corrente sanguinea (YOON; JUN, 2005).

Os principais sintomas do DM1 sdo perda de peso, polifagia, polidipsia, polidria,
fadiga e cetoacidose, podendo evoluir para casos mais graves que desenvolvem nefropatia,

neuropatia, além da retinopatia e amputacdo dos membros (ALBERTI; ZIMMET, 1998).

A hiperglicemia é frequente nesses individuos e sabe-se que essa condi¢do resulta em
alteracdo dos parametros metabdlicos e producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO),
além da acentuacdo de mecanismos responsaveis pela glicosilacdo de enzimas antioxidantes.
Por essa razdo, tanto alteracbes metabolicas quanto as ERO’s e a ineficiéncia do sistema
enzimatico de defesa antioxidante levam a um desequilibrio redox onde se tem uma alta
concentracdo de enzimas oxidantes e uma baixa concentracdo de enzimas antioxidantes que
estdo intimamente ligados ao aparecimento e evolucdo das complicacBes relacionadas ao
DM1 (ZHAO, 2001).

A farmacoterapia utilizada no DML1 ¢ a insulinoterapia, mas acredita-se que este seja
um tratamento incdmodo visto que é necessario a administracdo sistematica e periodica de
injecdes de insulina para manter os niveis glicémicos dentro da regularidade (CANIBANO —
HERMANDEZ et al, 2018). Assim torna-se essencial o estabelecimento de terapias
coadjuvantes que possam melhorar o controle glicémico e minimizar as complica¢fes micro e
macrovasculares decorrentes do DM1. Neste sentido a busca por principios ativos
provenientes de plantas que tenham efeitos antioxidantes pode ser um fator importante para

diminuir o desequilibrio redox.

A Silybum marianum ou “cardo de leite” pertencente a familia Asteraceae, apresenta
como componente majoritario a silimarina, um potente antioxidante que apresenta potencial
para diminuir o desequilibrio redox e consequentemente os efeitos deletérios causados pelo
excesso das ERO’s (JUNIOR; LEMOS, 2012).

Baseado no exposto, hipotetizamos que a silimarina possa melhorar o perfil
metabolico e o estado redox em ratas com DM1.
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2 OBJETIVO

2.1 - Objetivo geral:

Avaliar os efeitos da Silibum marianum (silimarina) sobre os parametros metaboélicos

e o status redox em ratas diabéticas tipo 1 (DM1) induzidas por Aloxano.

2.2 - Objetivos especificos:

)i Avaliar no soro de animais controle e diabéticos tratados ou ndo com Silibum

marianum (silimarina):

1) Glicemia;
2) Triglicerideos;
3) Ureia.

i) Avaliar no pancreas e animais controle e diabéticos tratados ou ndo com

Silibum marianum (silimarina):

1) A atividade de enzimas antioxidantes: superéxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT);
2) Biomarcador de dano oxidativo: Proteina carbonilada.

I11) Quantificar o numero e area das ilhotas pancreaticas: morfometria.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 — Definicéo e Classificagéo do Diabetes Mellitus

O DM sendo uma condicdo crénica possui acentuadas complicacbes decorrentes do
crescimento e envelhecimento populacional, urbanizacdo, hébitos de vida com elevada
prevaléncia de obesidade e sedentarismo, além da maior sobrevida dos pacientes portadores
da doenga. Outro fator importante € que no Brasil no ano de 2018, 16 milhdes de individuos
apresentavam DM entre 20 e 79 anos. A estimativa é que se tenha em 2040, 23,3 milhdes de
pessoas portadoras de DM no Brasil nesta mesma faixa etaria (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE DIABETES, 2018).

Ainda de acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes (2018) (SBD), dados indicam
que a taxa de incidéncia de DM1 cresceu 61,8% na Ultima década. No presente momento essa
ocorréncia em criancas vem aumentando principalmente na populacéo infantil com menos de
5 anos de idade.

O Diabetes Mellitus é caracterizado por uma hiperglicemia crénica, desencadeada pela
inibicdo da secrecdo de insulina e/ou problemas em sua acdo. Esse distirbio no metabolismo
gera uma hiperglicemia crénica responsavel por desencadear diversas complicacGes a longo
prazo, as quais incluem a dislipidemia e cetoacidose, complicagdes microvasculares, tais
como retinopatia, neuropatia e nefropatia Além disso, hd complicacdes macrovasculares,
como as doencas coronarianas (CORTEZ et al., 2014).

Sendo assim, sabe-se que os efeitos fisiopatologicos gerados pelo DM estdo
intimamente ligados as células beta pancreéticas (CBP) responséveis pela producdo de
insulina, que mantém o metabolismo regulado e os niveis glicémicos dentro da normalidade
(CORTEZ et al., 2014).

Neste sentido, o Diabetes Mellitus pode ser classificado de acordo com suas causas,
aspectos metabdlicos relacionados as células beta pancreaticas (CBP) e fisiopatoldgicos. Os
tipos principais sdo o diabetes tipo 1 e tipo 2, além do diabetes gestacional (ROJAS et al.,
2017).

O DML ¢é uma doenca que tem carater autoimune genético onde os linfocitos T e auto
anticorpos destroem seletivamente as CBP, levando a um déficit absoluto de insulina (ROJAS
etal., 2017).

Pessoas portadoras de DM1 sdo insulinodependentes precisando de doses reguladas de

insulina para manter os niveis de glicose no sangue e evitar a cetoacidose diabética.
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Geralmente acomete criancas e adolescentes e leva a varias alteracbes metabdlicas como
poliria, polidipsia, polifagia e emagrecimento (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2018).

J& 0 DM2, constitui 90-95% dos casos de DM, e € caracterizado por uma resisténcia a
insulina com a diminuicdo da sua agdo principalmente nos tecidos hepatico, adiposo e
muscular levando a uma hiperglicemia crénica (ROJAS et al., 2017).

Visto que as alteragcBes bioquimicas decorrentes da auséncia de insulina s&o bem
caracterizadas no DM1, utilizamos o modelo experimental de DM1 induzido
farmacologicamente para avaliarmos o potencial terapéutico da silimarina na modulacdo dos

parametros metabdlicos e do status redox.

3.2 — Modelo experimental de diabetes tipo 1

Na busca por esclarecimento acerca do mecanismo da patogenicidade e possibilidades
terapéuticas complementares do DM1 em humanos, alguns modelos experimentais sdo
utilizados para reproduzir de modo mais auténtico possivel e desta forma possibilitar o estudo
desde a fase pré-clinica até as manifestacbes da doenca associada ao estdgio crénico
(REWER; KLINGENSMITH, 1997).

O aloxano € amplamente utilizado em pesquisas no que se refere aos estudos de DM1
(PEREIRA et al., 2016). Diferentemente do que ocorre no mecanismo autoimune do diabetes
onde as CBP morrem por apoptose, esse composto desencadeia um processo de necrose
seletiva das mesmas sendo altamente diabetogénico levando ao aparecimento dos sintomas
classicos do DM1 como polidipsia, polifagia, perda de peso e hiperglicemia acentuada
(PEREIRA et al., 2016).

O aloxano (2,4,5,6-Tetraoxypyrimidine) € um composto hidrofilico com estrutura
guimica similar a da glicose ndo transpondo a bicamada lipidica de modo efetivo (LENZEN;
MUNDAY, 1991). As células beta pancreaticas possuem o GLUT-2 que é um transportador
que possibilita a passagem de glicose para 0 meio intracelular. Do mesmo modo, o GLUT-2
permite que a molécula de aloxano se ligue a ele promovendo a sua passagem pela bicamada
lipidica até o citosol, favorecendo a sua acao toxica nas CBP (WEAVER et al.,1978).

A insulinopenia estimulada pelo aloxano deve-se em partes pela redugéo da secregéo
de insulina por atuar seletivamente nas celulas pancreaticas por meio da inibicdo da

glicoquinase, que atua sinalizando quando ha presenca de glicose na corrente sanguinea
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(WEAVER et al.,1978). Além disto, o aloxano predispde a formacao de espécies reativas de
oxigénio levando a destruicdo das CBP (LENZEN, 2008).

Outro mecanismo pelo qual o aloxano é altamente diabetogénico é através da
producdo de ERO. Isto se da através da reducdo do aloxano em &cido dialdrico que sofre uma
auto-oxidacdo gerando radicais tdxicos como o superdxido, perdxido de hidrogénio e, na
presenca de catalisador metalico como o ferro, radicais hidroxila (MUNDAY, 1988).

O aloxano exerce sua acdo inibindo a fosforilagdo da glicose através da inibicdo da
glicoquinase, o que leva a uma reducdo na oxidagdo da glicose e consequentemente a uma
diminuicdo na producdo de ATP. Sabe-se que o ATP € necessario para induzir o fechamento
dos canais de K* sensiveis a ATP e despolarizar as membranas das CBP, levando a abertura
dos canais de Ca™" sensiveis a voltagem. O aumento no influxo de Ca™" leva a exocitose dos
grénulos contendo insulina. Sendo assim, o aloxano impede a secre¢éo de insulina, levando a
um quadro de hiperglicemia (LENZEN, 2008; PANTEN, 1988).

Sendo assim, a acdo toxica do aloxano estd relacionada a dois efeitos patolégicos
distintos que incluem: (1) inibicdo na liberacdo de insulina, atraves da inibicdo da
glicoquinase, e (2) formagdo de espécies reativas de oxigénio, que promove a necrose seletiva
das CBP. Ambos os efeitos resultam coletivamente em um estado fisiopatologico de diabetes
insulino-dependente ou diabetes mellitus similar ao tipo 1 (IGODARO et al., 2017).

Baseado no exposto pode-se inferir que a administracdo do aloxano inibe a producéo e
secrecdo de insulina pelas CBP mediada pelo estresse oxidativo bem como inibigdo da
glicoguinase. Isto torna a utilizacdo do aloxano como farmaco diabetogénico interessante para
estudos de DML, ja que o estresse oxidativo € um dos fatores determinantes na progressao e

agravamento desta doenga.

3.3 — Estresse oxidativo e Diabetes

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre agentes oxidantes e
agentes antioxidantes intracelulares podendo estar relacionado a ineficiéncia do sistema
fisioldgico protetor em combater essas espécies reativas, causando danos as células e tecidos,
0 que pode interferir em suas ac¢des bioldgicas (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

Em pacientes diabéticos, sabe-se que a hiperglicemia favorece o aumento de ERO e diminui
0s niveis de 6xido nitrico (NO), ativando a enzima aldose-redutase e aumentando a taxa de

conversdo de glicose a sorbitol, através da via dos poliois. Com isso, ha uma reducdo de
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NADPH e glutationa (importante agente antioxidante intracelular) e consequentemente
aumento do estresse oxidativo (REIS et al., 2008).

Fisiologicamente estdo presentes alguns antioxidantes que participam da defesa do
organismo contra o ataque de ERO. Dentre os antioxidantes enzimaticos, destacam-se a
catalase (CAT), a superdxido dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GPx) (STINEFELT
et al, 2005).

A SOD ¢ a primeira linha de defesa do organismo contra as ERO’s transformando o
anion superéxido em peréxido de hidrogénio (H,O,). Posteriormente a CAT atua convertendo
esse perdxido de hidrogénio em oxigénio livre e dgua. (TIWARI et al., 2013; PATEL et al.,
2013). Além disso, existem sistemas antioxidantes ndo enzimaticos de origem dietética como
minerais (selénio, zinco, magnésio e cobre), compostos fendlicos e vitaminas, como o &cido
ascorbico (vitamina C), B-caroteno (vitamina A) e a-tocoferol (vitamina E) (BARBOSA et
al., 2010).

Visto que em individuos portadores de DM ha desequilibrio entre as defesas
antioxidantes e agentes oxidantes, entende-se que substancias de carater antioxidante poderia
ser uma terapia coadjuvante em patologias onde se observa um desequilibrio redox

significativo como no diabetes

3.4 — Silybum marianum (silimarina)

A silimarina é da familia Asteraceae, um extrato seco das sementes de Silybum
marianum, formada por outras flavoligninas como silibna, isosilibina, silicristina e silidianina
e o flavonoide taxifolina (STOLF et al., 2017).

Ja foi descrito efeitos promissores da silimarina na disfuncdo hepatica, diabetes,
osteoporose, artrite, cancer, hipercolesterolemia e sepse (STOLF et al., 2017).

Ross e outros (2008) sugeriram que essa planta por ser caracterizada como da classe
dos flavonoides, possui uma acdo antioxidante, podendo ser bem mais potente que a vitamina
E. Além disso, possui a capacidade de aumentar a concentracdo de glutationa e atividade da
superdxido dismutase, ambos apresentando propriedades antioxidantes.

Sendo assim, um dos principais beneficios da silimarina é a sua ac¢do antioxidante,
responsavel por manter o equilibrio redox da célula (SOTO et al., 2010). Sabe-se ainda que a
silimarina é capaz de inibir vias dependentes do fator nuclear kB (NF-xB), levando a uma
diminuicdo da resposta inflamatéria. Outro fator importante € que ao inibir enzimas que

produzem ERO, como a enzima NADPH oxidase, a silimarina teria o potencial de restaurar o
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equilibrio redox e minimizar as complicacdes decorrentes do estresse oxidativo
(SALAMONE et al., 2012).

Baseado no exposto, 0 presente projeto visa estudar os efeitos da silimarina na
modulacdo de parametros metabdlicos e do status redox em modelo experimental de DML.
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4 METODOLOGIA

4.1 — Delineamento Experimental

Foram utilizadas 34 ratas albinas da linhagem Fisher, com aproximadamente 08
semanas de idade e com massa corpérea média de 200 g, alocados no biotério da Escola de
Nutricdo da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) em gaiolas metabdlicas.

Submetemos 0s animais a um jejum de 8 horas e apds esse tempo o Diabetes foi
induzido experimentalmente com aloxano por via intraperitoneal na dose de 135mg/Kg e o
grupo C teve uma administracdo de 0,2 mL de NaCl a 0,9% por via intraperitoneal. Em
seguida esperou-se trés dias para a confirmacdo do diabetes através da aferi¢do da glicemia de
jejum na cauda dos animais utilizando-se tiras reativas ACCU-CHECK®. Foram
considerados animais diabéticos aqueles com glicemia >300mg/dL. Apds a confirmagdo do
diabetes, as ratas foram submetidas aos tratamentos por gavagem oro-gastrica por 30 dias
consecutivos. Os animais foram distribuidos em 4 grupos experimentais: grupo controle (C):
receberam 1mL do veiculo carboximetilcelulose (CMC 0,5%); grupo diabético (D):
receberam 1mL do veiculo carboximetilcelulose (CMC 0,5%); Grupo diabético tratado com
silimarina dose 1 (DS50): receberam 1mL de silimarina na dose 50mg/Kg; Grupo diabético
tratado silimarina dose 2 (DS100): receberam 1mL de silimarina na dose de 100mg/Kg,
conforme ilustrado na figura 1. No 31° dia os animais foram deixados em jejum por 8 horas,
em seguida foram anestesiados com isoflurano e eutanasiados por exsanguinagdo. Amostras
de sangue e péancreas foram coletadas e armazenadas em freezer - 80°C para andlises
bioquimicas e do status redox, respectivamente.

Este projeto foi aprovado no Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), sob o nimero de protocolo 6474200418.
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Ratas Fisher
N=44
DS50 DS100
(C\IC 0,5%) (CMC 0,5%) (50mg/Kg) (100mg/Kg)
30 dias

Figura 1: Delineamento experimental. C: grupo controle, D: grupo diabético, DS50: grupo
diabético tratado com silimarina na dose de 50mg/Kg, DS100: grupo diabético tratado com

silimarina na dose de 100mg/Kg

4.2— Inducdo do Diabetes Experimental

Para inducdo do diabetes as ratas pertencentes aos 4 grupos diabéticos receberam, apds
8 horas de jejum, dose Unica de injecdo intraperitoneal a 135mg/Kg de massa corpdrea de
Aloxano (ALX) (Alloxan Monohydrate Sigma®), também conhecido como 2,4,5,6-
tetraoxohexahidropirimidina monoidratada dissolvida em 0,2mL de NaCl a 0,9%. O grupo
controle recebeu injecdo intraperitoneal contendo o mesmo volume de solucdo de NaCl a
0,9%. Posteriormente a inducdo, foi administrado aos animais uma solucgdo de glicose 10%.
Para confirmacdo do diabetes, trés dias apds a injecdo de aloxano, os animais foram
submetidos a uma avaliacdo dos niveis de glicose plasméatica em jejum de 8 horas,
empregando-se amostra de sangue coletada da cauda. Os niveis de glicose foram medidos por
meio de um glicosimetro Accu-Chek Advantage®(Boehringer Mannheim, IN, USA). Os
animais com glicemia de jejum superior a 300 mg/dl (~16.6 mmol/L) foram considerados

diabéticos.
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4.3 — Massa corporea inicial, final e sua variacao

Os valores da massa corporea de cada animal foram obtidos através da pesagem em
balanga analitica no inicio do tratamento com a silimarina até o 30° dia, uma vez a cada

semana. Para a variacdo de peso corporal, subtraiu-se a massa inicial da massa final.

4.4 — Ingestdo hidrica e alimentar

Os valores da ingestdo hidrica foram obtidos através da diferenca de volume inicial
(600mL) e o volume final de 4gua que restou. Para isso contamos com a ajuda de uma proveta
de vidro graduada. Analisamos a ingestdo hidrica durante os 30 dias de tratamento dos
animais. Os valores da ingestdo alimentar foram obtidos através da diferenca de peso inicial
(2509) e o peso final de racdo industrial que restou. As racdes foram pesadas com a ajuda de

uma balanca analitica em dias alternados durante os 30 dias de tratamento dos animais.

4.5 — Andlises dos parametros Bioquimicos do Soro e Plasma

As dosagens séricas de glicose, triacilglicerois e ureia foram realizadas utilizando Kits
comerciais do laboratério LABTEST® (Lagoa Santa, MG, Brasil), seguindo as instru¢fes do

fabricante.

4.6- Atividade da Superoxido Dismutase (SOD)

Para avaliar a atividade da superoxido dismutase, 100 mg de tecido pancreatico foram
homogeneizados em 1 mL de tampao fosfato pH 7,2. O homogenato foi centrifugado a 12.000
rpm por 10 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C, e o sobrenadante retirado para ser
utilizado como amostra bioldgica. Para a realizacdo da dosagem utilizou-se 30 pL de
sobrenadante diluido no tampdo (20x) com adi¢do de MTT , tampao e pirogalol. A placa de
ELISA foi incubada em estufa a 37°C por 5 minutos. A reacdo iniciou-se pela adi¢do de 150
pL de DMSO em todos os pogos. A absorbancia foi medida a 570 nm através do leitor de
placa de ELISA (Biotek ELx808).

4.7— Atividade da Catalase (CAT)
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A determinacéo da atividade da enzima catalase € baseada na sua capacidade de clivar
0 perdxido de hidrogénio (H,O,) em &gua e oxigénio molecular, conforme descrito por AEBI
(1984). Um fragmento de 100 mg de tecido pancreatico foi homogeneizado em 1 mL de
tampéo fosfato 100mM, (pH 7,2) e em seguida centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos a
4°C. O sobrenadante foi retirado e utilizado como amostra biol6gica. Foram adicionados 50
uL de tampao fosfato 100 mM, (pH 7,2) e 40 uL de agua destilada e 10 uLL da amostra. A
reacdo deu inicio pela adicdo de 990 pL de H202 (5 mM). Agua destilada foi utilizada como
branco e as absorbancias foram determinadas a cada minuto, durante trés minutos, a 240 nm.
Uma unidade (U) de catalase ¢ equivalente a hidrolise de 1mol de H202 (¢ = 39,4 L.mol-1
cm-1) por minuto (AEBI, 1984). A atividade da catalase foi calculada segundo a lei de
Lambert Beer e é representada em pumol/mL de amostra. A absorbancia utilizada para o
calculo foi o delta obtido das duas absorbancias lidas (absorbancia final — absorbancia inicial).

4.8 — Proteina Carbonilada

Proteina carbonilada é um marcador da oxidacdo de proteina por EROs. Pode ser
mensurada por métodos sensitivos que utilizam o 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). Este
método reage com grupos carbonilicos gerando a hidrazona correspondente, podendo ser
analisada espectrofotometricamente. A determinacdo da concentracdo sérica de proteina
carbonilada foi realizada em pancreas conforme descrito por Levine et al. (1994). Para
realizacdo da dosagem, 200 mg de tecido pancreatico foram homogeneizados em 2 mL de
tampdo fosfato 50 mM, (pH 6,7) e em seguida centrifugado a 10000rpm por 15 minutos a
4°C. O sobrenadante foi retirado e utilizado como amostra bioldgica. As absorbancias foram
determinadas a 370 nm e os resultados foram expressos em nmol de PTNcarbonilada/mg de
PTN. O contetdo de DNPH incorporado foi calculado utilizando o coeficiente de extingéo
molar do DNPH (22000 M-1cm-1), segundo a lei de Lambert Beer.

4.9— Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi feita primeiramente submetendo todos os dados ao teste de
normalidade Kolmogorov—Smirnov. Posteriormente os dados foram expressos em média +
erro padrdo da média (dados paramétricos). Apos o teste de normalidade, utilizou-se como

método estatistico o One-Way ANOVA com p < 0,05 e multiplas comparagdes utilizando o



22

teste de Bonferroni. Foi empregado o software GraphPad Prism versdao 6 para analise dos
resultados.

Foi considerado:

* Diferenca estatistica entre o grupos CxD;

# Diferenca estatistica entre o grupo DxDS50 e/ou DxDS100;

& Diferenca estatistica entre o grupo CxDS50 e/ou CxDS100;

&& Diferenca estatistica entre os grupos DS50xDS100.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ainda que novas pesquisas tenham surgido juntamente com novos farmacos, se faz
necessario a busca por novas substancias que possam tornar a terapia farmacoldgica do DM1
mais efetiva. Sendo assim, analisamos a silimarina (silypbum marianum) em ratas diabéticas
por possuir um carater antioxidante capaz de restaurar a homeostase metabdlica no que diz
respeito aos parametros antropoldgicos, bioquimicos e de estresse oxidativo (SOTO et al.,
2004).

Inicialmente os animais foram pesados no intuito de avaliar tanto o modelo

experimental quando o tratamento com silimarina em ambas as doses.
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Figura 2: Andlise da massa corporea dos animais ndo diabéticos e diabéticos tratados ou ndo com
silimarina. (A) Massa referente ao inicio do tratamento em gramas; (B) Massa ao final do tratamento
em gramas; (C) Variacdo das massas finais e iniciais entre os grupos ao final do tratamento em
gramas.(C) grupo controle, (D) grupo diabético ndo tratado, (DS50) grupo diabético tratado com a
dose de 50mg/Kg de silimarina, (DS100): grupo diabético tratado com silimarina na dose de
100mg/Kg de silimarina. Os dados foram expressos em media + erro padrdo da media e foram
analisados por One Way ANOVA seguidos pelo pos-teste de Bonferroni. Foi considerado p < 0,05.

* Diferenca estatistica entre o grupo C e o grupo D.

& Diferenca estatistica entre o grupo C e o grupo DS50 e/ou grupo C com o grupo DS100
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Sendo assim, a figura 2 mostra a média das massas corporeas inicial (painel A) e final
(painel B) bem como a variacdo de massa corporea ao longo dos 30 dias de tratamento com
silimarina (painel C). Podemos observar que ndo houve diferenca significativa entre as massas
iniciais (painel A) entre os diferentes grupos experimentais. Ja no painel B podemos observar
que houve uma diminuicdo significativa da massa corpérea final entre os grupos diabéticos
(D, DS50 e DS100) quando comparado ao grupo C. No painel C, observamos que houve uma
perda significativa de massa corporea no grupo D quando comparado ao grupo C e néo
observamos diferenca significativa entre os grupos D, DS50 e DS100.

Estes resultados estédo de acordo com o modelo de DM1, uma vez que se sabe que o
este ndo tratado com a insulina apresenta uma perda de massa corpérea devido a lipdlise e
protedlise acentuadas. Sendo assim torna-se interessante um tratamento que possa minimizar
a perda de massa corpOrea, uma vez que isto podera refletir na melhora da homeostase
metabolica. O tratamento com a silimarina nas doses de 50 mg/Kg e 100 mg/Kg ndo foram
eficazes em proteger o animal deste catabolismo exacerbado, apesar de observarmos uma
tendéncia a preservacdo da massa corpérea no grupo tratado com silimarina na dose de
100mg/Kg.

A teoria que explica a maior diminuicdo de massa corpdrea no grupo diabético sem
tratamento € a ativagdo de mecanismos como lip6lise e protedlise devido a caréncia energética
desencadeada pela deplecdo total de insulina no organismo. Estas alteracdes metabdlicas além
de levar a perda de peso, também conduz o organismo ao quadro de cetoacidose diabética
(GLICONLINE, 2016). Este perfil foi observado nos resultados de Lerco e outros (2003) e
Costa (2013) que observaram no grupo diabético sem tratamento uma perda de peso
significativa.

Visto que as células ndo estdo recebendo quantidades suficientes de energia através da
glicose, 0 organismo comeca a interpretar que ndo esta sendo ingerido nenhum alimento,
estimulando constantemente a sensagéo de fome no DM1 (GLICONLINE, 2016).

Tendo em vista que a insulina € um hormoénio anabdlico e no DM1 se apresenta
deficiente, esta propicia 0 surgimento de processos catabolicos como glicogendlise
(KITABCHI et al., 2004). Através desta, ocorre 0 aumento da osmolaridade pelo excesso de
fluidos que passam do espaco intra para o extracelular desenvolvendo uma desidratagédo
celular. Dessa maneira, quando ultrapassa o limiar renal comegcam a surgir manifestacdes de
glicosuria e diurese osmética, perdendo o volume extracelular de &gua (MARSHALL et al.,
1997).
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Com isso, ao analisar a ingestdo alimentar e hidrica (figura 3 — painel A e B)
percebemos que houve diferenca estatistica entre o grupo C em relacdo ao grupo D e entre o
grupo D em relacdo aos grupos DS50 e DS100. A ingestdo hidrica foi maior no grupo D em
relacdo ao grupo C e os tratamentos.

Além disso, os grupos tratados (DS50 e DS100) ingeriram uma quantidade menor de
agua comparado ao grupo D (painel A). De forma semelhante, no painel B o consumo de
racdo foi maior no grupo D em relacdo ao grupo C e aos grupos tratados (DS50 e DS100).

Estes resultados sugerem que as doses de silimarina utilizadas agiram satisfatoriamente nesses

parametros.
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Figura 3: Avaliacdo da ingestao hidrica e alimentar dos animais ndo diabéticos e diabéticos tratados
ou ndo com silimarina. (A) Ingestdo hidrica e (B) Ingestdo de racédo dos grupos experimentais durante
o periodo de tratamento onde (C) grupo controle, (D) grupo diabético tratado com veiculo, (DS50)
grupo diabético tratado com silimarina na dose de 50/Kg, (DS100) grupo diabético tratado com
silimarina na dose de 100mg/Kg. Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média e foram
analisados por One Way ANOVA seguidos pelo pos-teste de Bonferroni. Foi considerado p < 0,5.

* Diferenca estatistica entre o grupo C e o grupo D.

# Diferenca estatistica entre o grupo D e o grupo DS50 e entre o grupo D e o grupo DS100.

De forma semelhante, Lerco e outros (2003) também constatou que a ingestdo
alimentar e hidrica foi maior no grupo diabético em relacéo ao grupo sadio.
Era esperado que o grupo D tivesse maior ingestdo hidrica e de racdo. De forma

semelhante, o grupo DS50 recebeu uma dose menor de silimarina, ingerindo mais agua e
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racdo do que o grupo DS100 que recebeu maior dose do antioxidante. Desta forma, é possivel
observar que o grupo DS100 dentre os grupos D e DS50 foi 0o que menos ingeriu agua e
racdo, seguido do grupo DS50 e o grupo D. Essas andlises sugerem que a silimarina foi
efetiva para diminuir a polifagia e a polidipsia, sintomas caracteristicos do DM1.
Prosseguindo a validacdo do modelo experimental, seguimos para andlise dos
parametros bioquimicos para avaliar o tratamento recebido com a silimarina bem como
avaliar o modelo experimental de DM1. Como se pode observar na figura 4, a glicemia foi
maior entre o grupo D em relacdo ao grupo C. N&o houve diferenca estatistica entre o grupo D
em relacdo ao DS50 e DS100. Houve um aumento da concentracdo de glicose nos grupos
diabéticos tratados ou ndo com silimarina em relagdo ao grupo C. Além disso, podemos
perceber que a concentracao de glicose foi maior no grupo DS100 em relacdo ao grupo DS50.

N&o houve diferenca estatistica entre D e os tratamentos.
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Figura 4: Avaliacdo da glicemia dos animais ndo diabéticos e diabéticos tratados ou ndo com
silimarina. (C) Controle; (D) Diabetes ndo tratado; (DS50) grupo diabético tratado com dose de
50mg/Kg de silimarina e (DS100) grupo diabético tratado com dose de 100mg/kg de silimarina. Os
dados foram expressos em média + erro padrdo da média e foram analisados pelo teste One Way
ANOVA seguidos pelo pés-teste de Bonferroni. Foi considerado p < 0,05.

* Diferenga estatistica entre o grupo C e o grupo D.

& Diferenga estatistica entre o grupo C e o grupo DS50 e grupo C com o grupo DS100

&& Diferenca estatistica entre o grupo DS50 e DS100.

A glicemia elevada no grupo D valida o0 modelo experimental de DM1, ja que ndo ha

insulina presente para transportar a glicose para o meio intracelular, aumentando sua
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concentra¢do na circulacdo sanguinea, levando a hiperglicemia.. O estado hiperglicémico
caracteristico do grupo diabético também foi observado nos resultados de Costa (2013).

Da forma semelhante, Henriques e outros (2013) também observaram uma glicemia
maior no grupo diabético em relacdo ao grupo controle.

Devido a insulinopenia e possiveis complicacfes renais desencadeadas pelo DML,
faz-se necessario a dosagem de ureia, um dos pardmetros responsaveis por indicar quando o
rim ndo esta exercendo sua funcdo adequadamente (DALAPICOLA, 2013).

O aumento de ureia observado no grupo diabético € esperado, ja que no diabetes ha
um aumento da protedlise muscular que eleva a quantidade de aminoécidos que s&o
transportados para o figado. Sendo assim, hd um aumento de compostos catabdlicos

nitrogenados no tecido hepatico, tais como creatinina e ureia (JUNIOR, 2005).
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Figura 5: Avaliacdo dos niveis de ureia dos animais ndo diabéticos e diabéticos tratados ou ndo com
silimarina.(C) controle; (D) diabetes; (DS50): diabetes tratado com dose de 50mg/Kg de silimarina e
(DS100) diabetes tratado com dose de 100mg/kg de silimarina. Os dados foram expressos em média +
erro padrdo da média e foram analisados pelo teste One Way ANOVA seguidos pelo pds-teste de
Bonferroni. Foi considerado p < 0,05.

* Diferenca estatistica entre o grupo C e o grupo D.

& Diferenga estatistica entre o grupo C e o grupo DS50 e grupo C com o grupo DS100.

De acordo com a figura 5 é possivel perceber que a concentracdo de ureia foi maior
nos grupos diabéticos tratados ou ndo com silimarina. Entretanto, ndo ha diferenca estatistica

entre os grupos D, DS50 e DS100. Estes resultados reforcam que o aloxano é um farmaco



28

apropriado para induzir os sintomas do DM1, mas a silimarina ndo foi eficaz para modular
este parametro.

Esses dados podem ser observados de modo similar nos resultados de Vessal e outros
(2010) onde a concentracéo de ureia foi maior no grupo diabético em relacdo ao controle. Ja o
grupo diabético tratado com silimarina apresentou concentracdo de ureia menor do que 0
grupo diabético ndo tratado, diferentemente dos nossos resultados. Isto pode ser devido a
linhagem de ratos Sprague-Dawley utilizada no estudo de Vessal e outros (2010) que reagiu
diferentemente ao tratamento com a silimarina enquanto que a nossa linhagem Fisher nédo
obteve resultados satisfatorios.

Além de alterar o mecanismo fisiolégico da ureia, a insulinopenia gera um aumento da
lipdlise no tecido adiposo sendo responsavel pela elevacdo dos niveis de acidos graxos
circulantes saturando a capacidade do figado em oxida-los em corpos cetdnicos atraves da
cetogénese. Devido a isso, 0 excesso de acidos graxos acabam sendo direcionados para a
sintese de triglicerideos que sdo eliminados através da enzima lipase lipoproteica e dependem
da concentracdo de insulina no organismo. Em animais com DM1 como ndo ha insulina
circulante, a enzima € inibida, favorecendo o quadro de hipertrigliceridemia uma vez que nao
hd quantidades de lipase lipoproteica suficientes para depurar a alta concentracdo de
triglicérides (CONTRERAS et al., 2000).

Dito isso, em relagdo a concentracdo de triglicérides, podemos observar na figura 6 a
concentracdo de ureia foi significativamente maior nos grupos tratados com silimarina em
relacdo ao grupo C. Além disso, entre os grupos D, DS50 e DS100 ndo foram verificadas
diferencas estatisticas, apesar de observarmos uma tendéncia a hipertrigliceridemia nos

grupos diabéticos.
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Figura 6: Avaliacdo dos triglicérides dos animais ndo diabéticos e diabéticos tratados ou ndo com
silimarina. (C) controle; (D) diabetes; (DS50): diabetes tratado com dose de 50mg/Kg de silimarina e
(DS100) diabetes tratado com dose de 100mg/kg de silimarina. Os dados foram expressos em média +
erro padrdo da média e foram analisados pelo teste One Way ANOVA seguidos pelo pds-teste de
Bonferroni. Foi considerado p < 0,05.

& Diferenga estatistica entre o grupo C e o grupo DS50 e grupo C com o grupo DS100

Esses dados podem ser encontrados similarmente na literatura de Tuorkey e outros
(2015) onde observaram que em ratos inicialmente houve um aumento dos niveis de
triglicérides no grupo diabético tratado com silimarina e néo tratado.

Em contrapartida, Tuorkey e outros (2015) observaram que posteriormente apenas o
grupo tratado com silimarina conseguiu diminuir a concentragdo de triglicérides no
organismo. Hipoteticamente podemos sugerir que este resultado difere do observado neste
estudo, o que pode ser justificado pelo uso de uma dose de silimarina maior (120 mg/Kg) a
que foi utilizada em nosso estudo (50 e 100 mg/Kg). Além disso, o tratamento de Tuorkey e
outros (2015) durou 10 dias enquanto dos grupos DS50 e DS100 duraram 30 dias.
Eventualmente, devido ao menor tempo de exposicdo dos ratos utilizados no estudo de
Tuorkey e outros (2015) ao estresse hiperglicémico, isto pode ter gerado uma lipélise menos
intensa no tecido adiposo no grupo diabético tratado com silimarina.

Devido a hiperglicemia cronica, surgem EROs que sdo substancias instaveis e
altamente reativas que sdo sintetizadas em quase todas as nossas células alterando a fisiologia

e a funcdo destas uma vez que podem oxidar tanto componentes celulares como moleculares
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(GRIENDLING et al., 2016). Para analisar o status redox do organismo é necessario
quantificar enzimas antioxidantes que séo capazes de proteger o organismo dos ataques dessas
substancias, como CAT e SOD (GRIENDLING et al., 2016). Além disso, analisamos 0

biomarcador de dano proteico, proteina carbonilada.

CAT SOD
200- 15- &

| & | 5 !

_—
o 1501 — . =L
= c
$ s
¢ : T
o 100 e
© ©
-d ol
E £
5 S
2 s

e
0 = T - T T T
[¥] Q g,Q QQ Q GJQ QQ
& 09\ & 0,9\

Figura 7: Avaliacdo da atividade de SOD e CAT em animais ndo diabéticos e diabéticos tratados ou
ndo com silimarina. (A) Atividade de CAT e (B) Atividade de SOD durante o periodo de tratamento
onde (C) grupo controle, (D) grupo diabético, (DS50) diabetes tratado com dose de 50mg/Kg de
silimarina e (DS100) diabetes tratado com dose de 100mg/kg de silimarina. Os dados foram expressos
em média + erro padrdo da média e foram analisados pelo teste One Way ANOVA seguidos pelo pds-
teste de Bonferroni. Foi considerado p < 0,05.

* Diferenca estatistica entre o grupo C e o grupo D.

& Diferenga estatistica entre o grupo C e o grupo DS50 e/ou grupo C com o grupo DS100.

Os resultados descritos na figura 7 no painel A mostram que a atividade de CAT
permaneceu maior no grupo C em relagdo aos grupos D, DS50 e DS100. Além disso, ndo foi
observada diferenca estatistica entre os grupos D, DS50 e DS100. Quanto ao painel B, nao foi
observada diferenca estatistica entre o grupo C em relacdo ao D e do grupo D em relacéo aos
grupos DS50 e DS100, mas a atividade de SOD foi maior no grupo C em relagdo ao grupo
DS100. Desta forma, ambas as doses de silimarina ndo atuaram de forma efetiva na
modulacéo da atividade de CAT e SOD.

Vessal e outros (2010) encontraram valores de CAT menores no grupo diabético
comparado com o grupo controle. Além disso, constatou-se que a silimarina possuiu a

capacidade de aumentar a atividade da CAT em ratos diabéticos tratados. Ainda, Vessal e
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outros (2010) observaram que valores de SOD renal no grupo diabético foram menores do
que os valores do grupo controle.

Presumivelmente a atividade da silimarina pode ter sido divergente porque na
literatura de Vessal e outros (2010) tanto SOD quanto CAT foram mensurados nos rins
enquanto em nosso trabalho as dosagens foram feitas no pancreas. Isso sugere que os tecidos
reagiram de modo diferente e especifico ao estresse oxidativo e ao tratamento com a
silimarina, obtendo resultados diferentes. Além disso, a diminui¢do de SOD pode ser devido a
peroxidacdo lipidica e sintese aumentada de espécies reativas de oxigénio (KIM et al., 2009).

Além de dosar antioxidantes enzimaticos € interessante analisar a oxidagdo de
proteinas através da proteina carbonilada a fim de observar se houve dano significativo no
tecido pancreatico. Na figura 8 pode-se observar que nao houve diferenca significativa entre o
grupo C e o grupo D. Entretanto, a concentracdo de proteina carbonilada foi maior no grupo D

em relacédo aos grupos DS50 e DS100.
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Figura 8: Avaliacdo dos niveis de proteina carbonilada dos animais ndo diabéticos e diabéticos
tratados ou ndo com silimarina .(C) grupo controle, (D) grupo diabético, (DS50) diabetes tratado com
dose de 50mg/Kg de silimarina e (DS100) diabetes tratado com dose de 100mg/kg de silimarina. Os
dados foram expressos em média + erro padrdo da média e foram analisados pelo teste One Way
ANOVA seguidos pelo pos-teste de Bonferroni. Foi considerado p < 0,05.

# Diferenca estatistica entre o grupo D e o grupo DS50 e entre o grupo D e o grupo DS100.
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Os grupos DS50 e DS100 possuem valores de proteina carbonilada menores que o
grupo D, ja que ambos receberam tratamento. Os nossos resultados sugerem que a silimarina
sendo um composto antioxidante pode ter atuado satisfatoriamente nos grupos DS50 e DS100
reduzindo a oxidacdo de proteinas, obtendo valores de proteina carbonilada menores.

Resultados semelhantes podem ser observados na literatura de Shokrzadeh e outros
(2018) que perceberam que o grupo de camundongos diabéticos apresentaram niveis maiores
de oxidacdo de proteinas em relacdo ao grupo controle. A silimarina foi um eficiente
antioxidante que neutralizou as espécies reativas de oxigénio evitando danos as proteinas, de
maneira independente das atividades das enzimas CAT e SOD, j& que a atividade delas estava
reduzida nos grupos diabéticos tratados. Sendo assim, pela anélise em conjunto dos resultados
podemos inferir que 0 mecanismo responsavel pela protecdo do pancreas nos grupos tratados
com a silimarina possa ser a neutralizacao direta das EROs ou a atuacdo em outras enzimas
antioxidantes que ndo foram quantificadas neste estudo, como a glutationa peroxidase
(BAYNE; THORPE, 1999).

Tendo em vista a importancia das ilhotas pancreaticas na restauracdo das CBP de
modo a sintetizar insulina e na fisiopatologia do DM1, torna-se relevante a analise do nimero

e &rea das ilhotas pancreaticas dos grupos experimentais.
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Figura 9: Avaliacdo do numero e area das ilhotas pancreaticas dos animais ndo diabéticos e diabéticos
tratados ou ndo com silimarina. Analise do ndmero de ilhotas dos grupos experimentais onde (C)
grupo controle, (D) grupo diabético, (DS50) diabetes tratado com dose de 50mg/Kg de silimarina e
(DS100) diabetes tratado com dose de 100mg/kg de silimarina. Os dados foram expressos em média +
erro padrdo da média e foram analisados pelo teste One Way ANOVA seguidos pelo pos-teste de
Bonferroni. Foi considerado p < 0,05. * Diferenca estatistica entre o grupo C e o grupo D. & Diferencga
estatistica entre o grupo C e o grupo DS50 e grupo C com o grupo DS100.



33

Através da figura 9 — painel A e B pode-se perceber que o grupo C possui um nimero
de ilhotas e area maior que o grupo D, 0 que € esperado tendo em vista que sdo ratos sadios.
Dentre os grupos D, DS50 e DS100 ndo houve diferenca estatistica. Devido ao seu potencial
antioxidante, esperava-se que a silimarina atuasse no tecido pancreatico reestabelecendo a
quantidade de ilhotas.

Este fato é contrastado pela literatura de Soto e outros (2014) e Amniattalab e outros
(2016) em que observaram que no grupo diabético tratado com silimarina houve uma
restauracdo dos nimeros de ilhotas pancreaticas em relacdo ao grupo diabético ndo tratado.

Essa discordancia pode ser pelo tempo de tratamento que nesse trabalho foi de 30 dias
enquanto no trabalho de Soto e outros (2014) foi de 63 dias. Além disso, a concentracédo de
silimarina foi de 200 mg/kg enquanto no nosso foi de 50 mg/kg e 100 mg/kg. A hipdtese é
que com um tempo maior de acdo e com a concentragcdo mais elevada, a silimarina atuou de

forma mais satisfatoria no restabelecimento da funcéo das ilhotas dos ratos diabéticos.
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6 - CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista que o Diabetes Mellitus vem crescendo consideravelmente nos ultimos
anos fazem-se necessarias novas pesquisas a fim de descobrir novos fa&rmacos para a terapia
medicamentosa complementar, ja que a insulinoterapia é invasiva, ndo tornando-a totalmente

eficaz.

O foco do nosso trabalho foi o diabetes tipo 1 onde ha perda total das células beta
pancreaticas levando a um quadro de insulinopenia. Diversos estudos mostram que a
hiperglicemia cronica é responsavel por gerar espécies reativas de oxigénio causando um
desequilibrio redox no organismo, podendo alterar o metabolismo e a fisiologia celular. Essas
alteracbes sdo responsaveis pelas complicacbes micro e macrovasculares caracteristicos do
DM1.

O uso de fitoterapicos é uma pratica antiga e atualmente é muito utilizada para tratar
algumas doencas. Neste trabalho foi avaliado o efeito da silimarina na modulacdo do

desequilibrio redox em modelo experimental de DM1.

O DML1 foi confirmado pelo aumento da glicemia, ingestdo hidrica e de racdo, além da
perda de peso dos animais. O tratamento com a silimarina ndo alterou os niveis séricos de
glicose, ureia e triglicérides em ratas diabéticas. Além disso, a silimarina ndo alterou a
atividade das enzimas antioxidantes catalase e superdxido dismutase no pancreas das ratas
diabéticas. Ainda, a silimarina ndo alterou o nimero e a area das ilhotas pancreéaticas das ratas
diabéticas. Contudo, a silimarina alterou os niveis de proteina carbonilada do pancreas das

ratas diabéticas.
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7 - CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo indicam que a silimarina ndo foi eficaz em
melhorar os parametros bioquimicos e o status redox no pancreas de ratas diabéticas. Fazem-

se necessarios mais estudos com a silimarina para elucidar seu potencial terapéutico no DM1.
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