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O diabetes mellitus atinge 415 milhdes de pessoas
em todo o mundo, sendo de 81 a 91% do tipo 2. A
preocupagdo com o tratamento dessa doenca leva a
uma crescente busca por terapias complementares,
como o uso de plantas medicinais. Smallanthus
sonchifolius (Popp.) H. Rob., pertencente a familia
Asteraceae, ¢ um tubérculo originario da

Cordilheira dos Andes conhecido popularmente
como Yacon, que apresenta propriedades
terapéuticas. A pesquisa objetivou avaliar o efeito
do uso dos extratos aquoso e hidrometandlico foliar
da Yacon sobre o metabolismo de animais normais
e diabéticos. Para a realizagdo do experimento
utilizou-se ratos machos da linhagem Wistar (14
semanas), divididos em grupos controle e diabético.
O diabetes foi provocado por meio de injegdo
intraperitoneal de estreptozotocina. Confirmado o
estado diabético, iniciou-se o tratamento com
infusdo de 5,5g/kg/dia de folhas secas e extrato de
7,5mL/kg/dia, distribuidos em mamadeiras de
acordo com o peso do animal, e animais que
receberam apenas agua foram controle. Quinze dias
apos o inicio da terapia os ratos foram anestesiados
e foi realizada coleta de sangue para as analises.
Apoés a eutanasia foram retirados os tecidos para
analise de efeito citotoxico. A enzima fosfatase
alcalina nos grupos diabéticos se apresentou
elevada, referindo uma possivel lesdo aos ductos
biliares. Os testes de ureia e albumina também
apresentaram variacdo, sugerindo lesdo renal pelo
diabetes, que foi constatada pelas analises
histologicas. O grupo normal tratado com extrato
aquoso  também  apresentou lesdo  renal,
comprovando a toxicidade do extrato.

Smallanthus sonchifolius (Popp.) H.
Rob., Diabetes, Yacon, Estreptozotocina.

O diabetes mellitus (DM) € uma doenca que atinge 415 milhdes de pessoas em todo o mundo,

principalmente adultos entre 20 e 79 anos, sendo mais comum em homens que em mulheres, e €

responsavel pela morte de 15 milhdes de pessoas no mundo. O Brasil encontra-se em quarto lugar no

ranking mundial, com a estimativa de 14,3 milhdes de diabéticos (Atlas, 2015). Destes, 87% a 91%

possuem diabetes do tipo 2, caracterizado pelo aumento da glicose sanguinea resultante da resisténcia

dos tecidos alvo a insulina (Volpato et al., 2007; Atlas, 2015).
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A relagdo entre o diabetes mellitus e a alimentagcdo faz com que frequentemente as pessoas
busquem alimentos funcionais que possam incluir a dieta, o que alem do valor nutricional possam
contribuir com a atenuacao das patologias ocasionadas pela doenga, tornando assim, imprescindiveis
pesquisas voltadas para testar a eficacia e os possiveis efeitos colaterais ocasionados pelos mesmos
(Ribeiro, 2008). Algumas plantas estudadas ja apresentaram resultados benéficos de modo a controlar
glicemia e/ou inibir sintomas e complica¢des caracteristicas do diabetes, entre estas Arctium minus
Bernh. (Cavalli et al., 20006), Allium sativum L. (Klss et al., 2006), Smallantus sonchiffolius (Popp.)
H. Rob. (Martins et al., 2011), Bauhinia candicans Benth, Syzygium jambolanum (Lam.) DC. (Soares
et al, 2000), Passiflora nitida kunth (Lima et al., 2012) e varias outras. Os principios ativos das
espécies podem agir aumentando a liberagdo de insulina, modificando o metabolismo da glicose,
sensibilizando as células a a¢do da insulina, inibindo fatores hiperglicemiantes e inibindo ou
estimulando a sintese de enzimas (Dornas et al.,2009).

Smallanthus sonchifolius (Popp.) H. Rob. pertencente a familia Asteraceae, ¢ um tubérculo
originario da Cordilheira dos Andes conhecido popularmente como Yacon (Oliveira, 2011). A raiz
vem se destacando como alimento funcional por ser composta por acido caféico, clorogénico e
ferulico, que possuem atividade antioxidante no organismo humano, e principalmente por frutanos
do tipo inulina e frutoligossacarideos, os quais ndo sdo metabolizados pelo trato digestivo humano.
Por ser constituida por um percentual de dgua de 83 a 90%, a raiz ¢ uma fonte alimentar hipocalérica
com sabor adocicado que pode ser utilizada pelos diabéticos como substituicdo para o agucar
convencional. O caule e as folhas sdo constituidos por proteinas, compostos fenolicos, dentre eles
cafeina, acido cloridrico, 4cido fertlico e flavondides (Albuquerque & Rolim, 2011). O trabalho de
Reis e cols. (2006) comprovou o efeito hipoglicemiante das folhas da Yacon no tratamento do DM,
assim como Oliveira e cols. (2009) e Rosa (2011) a acao hipoglicemiante da raiz tuberosa da Yacon.

A folha da Yacon ¢ constituida principalmente pelos compostos fendlicos e por lactonas
sesquiterpénicas, as quais apresentam propriedades anti-inflamatoria, antifingica e antibacteriana,
porém, em contrapartida possuem reconhecidamente efeitos toxicos (Oliveira, 2011). Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade da infusdo e extrato polar das folhas da Yacon sobre o
metabolismo dos principais 0rgdos envolvidos nos processos do diabetes mellitus, o figado, rins e
pancreas, e especialmente a citotoxicidade sobre os mesmos tecidos em um periodo de tratamento de

15 dias.

Foram utilizados trinta e seis ratos machos da espécie Rattus norvegicus albinus, linhagem

Wistar com aproximadamente 14 semanas e pesando cerca de 500 gramas. Os animais obtidos do
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Biotério da USP de Ribeirdo Preto foram mantidos em sala climatizada a 25°C, distribuidos em
gaiolas sob ciclo de luz de 12 horas, recebendo racdo padrdo para roedores e dgua ad libitum em
ambiente proprio do IFPR (Instituto Federal do Parand) — Campus Palmas durante todo o
experimento.

A utilizagdo de animais experimentais foi aprovada pela CEUA (Comissdo de Etica no Uso
de Animais) da Universidade Tecnoldgica Federal do Parand — Campus Dois Vizinhos, segundo

protocolo n° 2015-003 (ANEXO II).

Ap6s periodo de aclimatagdo, os animais foram pesados e a glicemia inicial foi avaliada a
partir de amostra de sangue da ponta da cauda e fitas teste com glicosimetro.Os animais foram, entdo,
distribuidos em seis grupos de seis animais. Trés desses grupos receberam trés doses de 32mg/kg de
estreptozotocina (diluida em tampao citrato de sédio 0,01M), uma a cada 24h, para inducdo do
diabetes mellitus do tipo 2. E os outros trés grupos foram mantidos como controle ndao diabético e
receberam apenas inje¢ao i.p. de citrato de sddio. Vinte e quatro horas apds a indugdo de diabetes a
glicemia foi avaliada e somente os ratos com indice maior que 200 mgdL foram considerados
diabéticos. A partir de entdo os animais receberam os respectivos tratamentos e a glicemia foi

monitorada a cada sete dias.

Para o tratamento dos animais experimentais foram preparados dois extratos a partir das folhas
secas de S. Sonchifolius: um extrato aquoso (EA), rico em &cidos clorogénicos e lactonas
sesquiterpénicas, € um extrato hidrometanoélico (EP), rico apenas em &cidos clorogénicos, segundo
metodologia de Oliveira (2011). O EA foi preparado a partir da infusdo por 20 min. de 32g de folhas,
previamente secas em estufa de secagem, em 2L de agua fervente. O produto desta extragdo foi entdo
filtrado para o uso. Para a preparacao do EP as folhas, previamente secas em estufa de secagem, foram
primeiramente lavadas rapidamente em acetona para extracao das lactonas sesquiterpénicas presentes
nos tricomas glandulares e entdo secas novamente em estufa. As folhas foram entdo maceradas em
metanol 70% (3 x 24h) e o produto foi filtrado, rotaevaporado e submetido a parti¢ao liquido-liquido

com n-hexano. Dessa parti¢do, a fragdo hidrometandlica foi utilizada para o tratamento.

Para a verificagao do efeito do tratamento com extratos de folha de Yacon sobre o diabetes os
animais ndo-diabéticos, e aqueles considerados diabéticos segundo descri¢ao acima, foram separados

em 6 grupos experimentais: 1) animais com diabetes tipo 2 nao-tratados (DA); 2) animais ndo-
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diabéticos ndo-tratados (NA); 3) animais com diabetes tipo 2 tratados com EA (DEA); 4) animais
ndo-diabéticos tratados com EA (NEA); 5) animais com diabetes tipo 2 tratados com EP (DEP); 6)

animais nao-diabéticos tratados com EP (NEP).

Durante 15 dias os animais receberam os extratos (EA ou EP) diluidos na agua oferecida em
mamadeiras. O EA foi administrado a dose de 5,5g/kg/dia de folhas, em 2L de 4gua fervente. Ja o EP
foi diluido diariamente a dose de 7,5mL/kg/dia em 2L de dgua Ambos foram distribuidos nas
mamadeiras conforme o peso de cada animal. Durante o tratamento o peso corporeo foi verificado a
cada 2 dias e a glicemia a cada 7 dias e ap6s 15 dias de tratamento os animais foram anestesiados e

sacrificados por deslocamento cervical.

Ao final do tratamento os animais foram anestesiados com anestésico injetavel composto por
cetamina (70mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) administrados pela via intraperitoneal, e a coleta de sangue
foi realizada através de uma incisdo no plexo axilar, para obter um volume maior de sangue,
necessario para as analises.

Dentre os parametros analisados esta a concentragdo das enzimas alanina aminotransferase,
aspartato aminotransferase e fosfatase alcalina, que, quando alteradas, podem indicar lesdo ao
hepatocito; alteragdes da concentracdo creatinina, albumina e ureia séricas, sendo que a creatinina e
a ureia em valores elevados e a hipoalbuminemia podem ser indicadores de alteragdes na fungdo
renal; e alteracdes da amilase pancreatica, j4 que em niveis elevados pode constatar a ocorréncia de
pancreatite (Motta, 2009). O soro coletado dos animais no final do experimento foi analisados
utilizando kits comerciais para analises bioquimicas Labtest, pelo Laboratério Aldes de analises
clinicas de Palmas — Parana.

Os resultados foram analisados pelo teste estatistico ANOVA (analysis of variance), com pds-
teste de Tukey para um nivel de significancia de p<0,05. Foi utilizada a variavel tratamento, incluindo
animais que receberam extrato aquoso, extrato hidrometanolico e 4gua, a variavel doenga, incluindo
animais diabéticos normais.

Posteriormente, os ratos foram submetidos a eutanasia por deslocamento cervical. Entao
foram retirados, com auxilio de um bisturi, os rins dos animais dos seis grupos para a preparagao das
laminas histologicas para analise e comparagdo sobre um possivel efeito citotoxico da Yacon. Os
tecidos foram fixados no formol por 72 horas. Entdo foram lavados para eliminar o excesso de fixador
e armazenados em alcool 70%. O alcool foi substituido por xilol e, finalmente, por parafina fundida

a 60°, obtendo-se blocos pequenos que foram seccionados com a utilizagdo de um microtomo para
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obter cortes delgados e uniformes (Timm, 2005). As carcacas foram congeladas para posterior
incineragdo. Os processos citados foram realizados no laboratorio de Fisiologia do IFPR - Campus
Palmas. Os cortes foram submetidos a coloragdo hematoxilina-eosina, examinados e fotografados por

microscopio de luz, de forma qualitativa, para evidenciar os focos de lesdo nos tecidos.

Para verificacao da agdo dos tratamentos experimentais sobre o metabolismo hepatico foram
analisadas as enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotranferase (ALT) e fosfatase
alcalina (ALP) que sdo enzimas presentes em grandes quantidades nas células do figado. Assim, a
mensuracdo da concentragdo destas enzimas no plasma ¢ util para auxiliar na determinacao do efeito
da doenga e dos extratos testados sobre as células hepaticas (Motta, 2009).

A AST e a ALT sdo enzimas intracelulares presentes em grandes quantidades no citoplasma
dos hepatocitos que sdo liberadas para a circulagdo quando as células hepaticas sdo lesionadas ou
destruidas, por essa razo sao parametros uteis na avaliagdo das lesdes hepaticas (Jesus et al, 2014).
Estas transaminases sdo enzimas indicadoras de lesdo no figado, sendo comuns em animais
diabéticos, em decorréncia da esteatose hepatica induzida pela doenca (Poppl & Gonzalez, 2005).

As analises de ALT e AST ndo indicaram uma diferenga significativa, ou seja, os niveis
plasméticos mantiveram-se dentro dos parametros, o que indica que nao houve lesdo hepatica causada

pelo diabetes ou pelo tratamento (Grafico I e Grafico II).

GRAFICO I: Valores séricos de ALT (alanina aminotransferase) de todos os grupos tratados, com media e desvio-padrio.
Apresentando-se sem diferenca significativa para o fator doenca (p = 0,7433) e para o fator tratamento (p = 0,4633).
Considerando-se p<0,05.
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GRAFICO 1I: Valores séricos de AST (aspartato aminotransferase) de todos os grupos tratados, com media e desvio-
padrao. Apresentando-se sem diferenca significativa para o fator doenga (p = 0,9140) e para o fator tratamento (p =
0,5016). Considerando-se p<0,05.
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Os niveis de fosfatase alcalina (ALP) apresentaram uma variagao significativa em rela¢ao aos
grupos nao diabéticos e diabéticos, sendo que os ultimos apresentaram valores de ALP elevados em
relacdo aos grupos normais. O valor de referéncia do grupo controle foi de 98,8 + 9,3 Ul/L, enquanto
os grupos diabéticos apresentaram valores médios de 332,53 UI/L (DA), 211,7 UI/L (DEA) e 201,5
UI/L (DEP) (Gréfico III).

GRAFICO III: Valores séricos de ALP (fosfatase alcalina) de todos os grupos tratados, com media e desvio-padrio.
Apresentando-se com diferenga significativa para o fator doenga (p = 0,0002) e sem diferenca para o fator tratamento (p
= (,2442). Considerando-se p<0,05.
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Segundo Motta (2009), o aumento dos niveis de fosfatase alcalina ¢ causado pela retencao de
acidos biliares no figado e problemas 6sseos causados pela hiperatividade osteoblastica, que ocorrem

em decorréncia do diabetes.
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A amilase ¢ uma enzima da classe das hidrolases que catalisa o processamento do amido e
glicogénio ingeridos na dieta. A amilase sérica ¢ secretada, fundamentalmente, pelas glandulas
salivares e células acinares do pancreas. A amilase pancreatica € liberada no trato intestinal por meio
do ducto pancreatico (Motta, 2009).

Os resultados das andlises da amilase sérica apresentaram uma diferenca entre os grupos
normais e os induzidos ao DM, sendo que os ultimos obtiveram valores diminuidos em rela¢do ao
grupo controle, enquanto os grupos normais que receberam EA e EP mantiveram-se nos mesmos
parametros do grupo controle (Grafico IV). Ou seja, a diminui¢ao na concentragdo de amilase sérica

¢ resultante da indug¢do ao DM e das possiveis lesdes causadas as células pancreaticas.

GRAFICO 1V: Valores séricos com média e desvio-padriio de amilase pancreatica de todos os grupos tratados, com media
e desvio-padrido. Apresentando-se com diferenca significativa para o fator doenga (p = 0,0011) e sem diferenca para o
fator tratamento (p = 0,9343). Considerando-se p<0,05.
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Além do metabolismo hepético, o diabetes também afeta o funcionamento dos rins. Para
estudar possiveis alteragdes no metabolismo renal foram mensurados os niveis da creatinina,
albumina e ureia plasmaticas, que quando alteradas podem remeter a lesdo renal.

As albuminas sdo produzidas pelo figado e compreendem cerca de 60% das proteinas
presentes no plasma humano. Elas contribuem com o efeito osmoético do plasma, produzindo pressao,
o que impede a perda de plasma pelos capilares, e fazem o transporte e armazenamento de varios
compostos, muito dos quais pouco soluveis em agua (Guyton & Hall, 2011; Motta, 2009).

Os resultados das andlises de albumina apresentaram para o grupo controle uma média de 2,94
UI/L, sendo o valor de referéncia 2,94 + 0,16 Ul/L, enquanto as médias dos demais grupos foram:

2,94 UI/L (NEA), 2,9 UI/L (NEP), 2,66 UI/L (DA), 2,64 UI/L (DEA) e 2,45 UV/L (DEP) (Grafico V).
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Os dados constataram que nenhum dos grupos diabéticos se enquadrou nos valores de referéncia do
grupo controle, ou seja, o diabetes induziu uma diminui¢do nos niveis plasmaticos de albumina,

independente do tratamento.

GRAFICO V: Valores séricos de albumina de todos os grupos tratados, com media e desvio-padrdo. Apresentando-se com
diferencga significativa para o fator doenga (p< 0,0001) e sem diferenca para o fator tratamento (p = 0,1892).
Considerando-se p<0,05.
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A hipoalbuminemia ¢ um efeito significativo do diabetes, resultante da perda de proteinas pela
urina, que, segundo Motta (2009), pode ser classificada como proteinuria glomerular, ocasionada pela
perda de integridade da membrana do glomérulo, que torna-se progressivamente permedvel as
proteinas, particularmente, a albumina (Moreira et al., 2008).

Segundo Motta (2009), outro fator indicativo de lesdo renal ¢ a alteragdo nos niveis de ureia,
composto nitrogenado sintetizado pelo figado a partir de compostos de importante toxicidade urémica
como a amdnia. A ureia ¢ o principal produto de excre¢do do excesso de nitrogé€nio proveniente do
catabolismo dos aminoacidos no homem. Aproximadamente 90% do nitrogénio liberado como
subproduto do catabolismo protéico ¢ convertido em ureia, que ¢ langada na corrente sanguinea e
deve ser excretada pelo rim.

No que se refere aos niveis de ureia plasmatica, os dados apontaram uma diferenca
significativa em relagdo aos grupos induzidos e nao induzidos ao diabetes mellitus. O grupo controle
(NA) apresentou um valor de referéncia de 47,7 + 7,8 Ul/L e as médias dos grupos tratados nao-
diabéticos mantivram-se dentro do valor de referéncia (41 UI/L - NEA e 49,9 Ul/L — NEP). Ja as
médias dos grupos diabéticos induzidos foram 51,1 Ul/L (DA), 61 UI/L (DEA) e 56 UI/L (DEP),
indicando uma elevagao significativa nos niveis plasmaticos de ureia sérica (Grafico VI).

Isto permite afirmar que a hiperuremia ¢ resultante do quadro diabético, no qual a falta de
insulina ocasiona a diminui¢do da sintese proteica e promove a quebra das reservas de proteinas e

lipideos em detrimento dos carboidratos, gerando enormes quantidades de aminoacidos plasmaticos,
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os quais chegam ao figado em grandes quantidades e sdo utilizados para a gliconeogénese e para a

producdo de ATP, elevando os niveis séricos de compostos nitrogenados como a ureia (Meneghetti,
2010).

GRAFICO VI: Valores séricos de ureia de todos os grupos tratados, com media e desvio-padriio. Apresentando-se com
diferenca significativa para o fator doenca (p = 0,0275) e sem diferenga para o fator tratamento (p = 0,7918).
Considerando-se p<0,05.

1001

<
=] C3 agua
£ so- @m EA
3 ] EP
& 604
1%}
<
(5]
5 401
(5]
=]
v 204
Qo
k=]
g o0

=) &

(o) ~

& N

Além da albumina e da ureia também foram mensurados valores da creatinina sérica, que € o
marcador mais utilizado para avaliagdo da fun¢ao renal (NUNES e cols., 2010). Essa molécula deriva
da quebra de fosfocreatina nos musculos e no cérebro principalmente, ¢ quando a fosfocreatina ¢
metabolizada parte dela ¢ transformada em creatinina, que ¢ langada na corrente sanguinea para ser
eliminada pelo rim. Segundo Guyton (2011), a creatinina ¢ uma molécula maior que a ureia, € ndo
pode ser reabsorvida nas membranas tubulares do néfron renal. Sendo assim, apenas uma infima parte
da creatinina filtrada € reabsorvida, ou seja, grande parte da creatinina filtrada pelo glomérulo ¢
excretada na urina, portanto o aumento desta no plasma significa que pode haver insuficiéncia

glomerular.
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GRAFICO VII: Valores séricos de Creatinina de todos os grupos tratados, com media e desvio-padrio. Apresentando-se
sem diferenca significativa para o fator doenga (p = 0,5405) e para o fator tratamento (p = 0,7353). Considerando-se
p<0,05.
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Conforme podemos visualizar no grafico (Grafico VII) ndo houve variagdo significativa sobre
os valores séricos de creatinina, ja que os valores do grupo controle foram 0,46 + 0,13 UI/L e todos
os demais grupos permaneceram dentro dos pardmetros normais, com valores de 0,41 UI/L (NEA),
0,42 UI/L (NEP), 0,44 UI/L (DA), 0,44 UI/L (DEA), 0,47 UI/L (DEP).

Observamos nos resultados deste estudo que as diferencas estatisticas sdo evidentes na ureia
€ ndo na creatinina, o que pode estar relacionado ao periodo experimental, sendo que a ureia € mais
sensivel nas alteracdes primarias das condi¢des renais (Meneghetti, 2010).

Para verificar a potencial lesdo renal indicada pelos resultados das andlises bioquimicas da
albumina e ureia séricas foram feitas analises de laminas histoldgicas dos rins.

As caracteristicas estruturais do tecido renal do grupo controle se mostraram normais (Figura
I. A e I.B). E também ndo foram observados danos nos rins dos animais normais que receberam
extrato polar, estando todas as estruturas com aparéncia normal, corroborando os resultados do
trabalho de Oliveira (2011) que justifica a toxicidade da Yacon com a presenca das lactonas
sesquiterpénicas, consideradas substancias toxicas da Yacon. Contudo, foram observadas alteragdes

glomerulares e tubulares nos animais normais tratados com EA (FiguraI C e I D).
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FIGURA I: Cortes longitudinais do cortex e da medula dos animais do estudo. A. Glomérulo de animal do grupo controle
(40X). B. Medula de animal do grupo controle (40X). C. Glomérulos de animal do grupo NEA (40X), evidenciando-se
degeneragdo. D. Medula de animal do grupo NEA (40X), evidenciando concentragdo anormal de nucleos.

Nos rins dos animais diabéticos nao tratados foram observados alguns focos de degeneragao
e atrofia glomerular, e minimas areas medulares com concentracdo anormal de nucleos (Figurall A e

11 B).

FIGURAII: Cortes longitudinais do cortex e da medula dos animais do estudo. A. Glomérulo de animal do grupo diabético
ndo tratado (40X) evidenciando-se degeneragdo. B. Medula de animal do grupo diabético ndo tratado (40X) evidenciando
concentragdo anormal de nucleos.

Os tecidos dos animais diabéticos tratados com EA e EP apresentaram poucos focos de
degeneragdo glomerular e pequena dilatagdo dos tubulos na regido medular, que pode ser um provavel
resultado da perda de glomérulos (Figura III). O grupo que recebeu EA ainda apresentou focos com

um numero de nicleos pouco maior que o normal (Figura III B).
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FIGURA III: Cortes longitudinais do cortex e da medula dos animais do estudo. A. Glomérulo de animal do grupo DEA
(40X), evidenciando-se degeneragdo. B. Medula de animal do grupo DEA (10X) evidenciando-se pequena dilatagdo
tubular e concentragdo anormal de nucleos. C. Glomérulos de animal do grupo DEP (40X), evidenciando-se degeneragao.
D. Medula de animal do grupo DEP (10X), evidenciando-se dilatagdo tubular.
» L - i/

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que as diferengas
significativas dos niveis séricos de ureia e albumina entre os grupos diabéticos e ndo diabéticos
resultaram de lesdo renal nos animais diabetes induzidos, comprovada pelas andlises histoldgicas. Por
meio das andlises histologicas também foi possivel verificar a toxicidade do EA, ja que foram
observadas lesdes renais nos animais nao diabéticos que receberam EA, o que provavelmente se deve
a presenga das lactonas sesquiterpénicas, conforme afirma Oliveira (2011). Os resultados para ALP
apresentaram uma variacao significativa que pode ser consequéncia de lesdo nos ductos biliares ou
problemas dsseos causados pela hiperatividade osteoblastica nos animais diabéticos.Os extratos ndo
demonstraram nenhum efeito protetor. Para confirmacao dos efeitos dos extratos de Yacon ainda sdo
necessarios outros estudos utilizando diferentes protocolos de induc¢do, maior tempo de tratamento e

diferentes dosagens para o tratamento.
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