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RESUMO

Muitas espécies de plantas sdo conhecidas na medicina popular pelas
propriedades hipoglicemiantes e pelo uso no tratamento do diabetes. Entre as
utilizadas como hipoglicemiantes estao a Bauhinia forficata e a Cyathea phalerata,
denominadas popularmente como “Pata de vaca” e “Xaxim”, respectivamente.
Entretanto, pouco se sabe a respeito da acdo medicinal e composicao
micromolecular destas plantas. Recentemente foram isolados compostos
presentes nas fragcdes AcOEt e n-butanol das folhas da Bauhinia forficata , entre
estes o majoritario, canferol 3,7-O-(a)-L-diramnosideo que apresentou efeito
hipoglicemiante. Do caule da Cyathea phalerata também foram isolados alguns
flavondides sendo o canferol 3-O-a-L-ramnopiranosil [-D-glicopiranosideo o
composto predominante. O presente trabalho teve como objetivos estudar os
compostos isolados (glicosilados ou nao) da Bauhinia forficata bem como do
flavondide isolado da Cyathea phalerata na atividade hipoglicemiante em ratos
diabéticos e estudar a acdo dos complexos dos flavondides canferol 3,7-O-(a)-L-
diramnosideo e canferol 3-O-a-L-ramnopiranosil (-D-glicopiranosideo com
vanadio (IV) na glicemia de animais diabéticos, bem como, comparar a
biopoténcia destes compostos (por diferentes vias de administracdo) com a
insulina e o vanadio. Foram utilizados ratos Wistar machos entre 50-55 dias de
idade. O diabetes foi induzido com 50 mg/kg de aloxana. Nos experimentos onde
foram estudados os niveis glicémicos, as dosagens foram realizadas nos tempos
de 0, 1, 2, 3, 6, e 24 h apés a administragdo dos compostos via oral ou
intraperitoneal. A insulina 0,5 Ul administrada por via intraperitoneal caracterizou
um perfil de redugéo da glicemia tipico em ratos normais e diabéticos. O composto
canferol ndo apresentou ag&o hipoglicémica significativa em nenhuma das doses
utilizadas. A quercetina apresentou ligeiro efeito hipoglicemiante na dose de 100
mg/kg. O canferol 3-O-a-L-ramnopiranosil [-D-glicopiranosideo isolado da
Cyathea phalerata apresentou atividade hipoglicemiante nas doses de 50 e 100
mg/kg em todos os tempos estudados, tanto por via oral quanto intraperitoneal. O
canferol 3,7-O-(a)-L-diramnosideo, isolado das folhas da Bauhinia forficata
reduziu significativamente a glicemia em ratos diabéticos quando administrado por
via intraperitoneal num periodo de 0-24 h. Os complexos de vanadio (IV) foram
estudados através de tratamentos por via oral e intraperitoneal em um periodo de
24 h em ratos diabéticos. O complexo canferol 3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO (1V)
2:1 apresentou atividade hipoglicémica significativa apenas quando administrado
pela via intraperitoneal em todos os tempos estudados. Este complexo foi tdo
efetivo quanto o vanadio (IV) livre e apresentou cerca de 26% de poténcia
comparado a insulina. Ja o complexo canferol 3-O-a-L-ramnopiranosil (3-D-
glicopiranosideo-VO (IV) 1:1 reduziu significativamente a glicemia quando
administrado pela via intraperitoneal até as 24 h. Este complexo apresentou 83%
de biopoténcia comparado a insulina e foi mais potente que o vanadio livre, que o
composto pela mesma via e mais potente que o complexo canferol 3,7-O-(a)-L-
diramnosideo-VO(IV) 2:1 neste mesmo protocolo.



ABSTRACT

Recent years have witnessed great progress involving chemical and
pharmacological studies of medicinal plants, in the search for new compounds with
therapeutic properties. Many species are known in popular medicine of various
cultures for their hypoglycemic properties and for their increasing use in the
treatment of diabetes. Among the plants used in popular medicine are Bauhinia
forficata and Cyathea phalerata, popularly known as “Pata de vaca” and “Xaxim”,
respectively. However, little is known with respect to the medicinal action and the
micromolecular composition of these plants. Several compounds were recently
isolated from the ethyl acetate and n-butanolic fractions of the leaves of B.
forficata, among which the principal constituent, kaempferol 3,7-O-(a)-
dirhamnoside, exhibited a hypoglycemic effect. Some flavonoids were isolated
from the stem of Cyathea phalerata, with kaempferol 3-O-a-L-ramnopiranosil 3-D-
glycopyranoside being the major compound. The present study sought to evaluate
the hypoglycemic activities of Bauhinia forficata compounds and of the Cyathea
phalerata flavonoid in diabetic rats as well as to study the effect of the flavonoid
complexes with vanadium (lIV), kaempferol 3,7-O-(a)-dirhamnoside-VO(IV) and
kaempferol 3-O-a-L-ramnopiranosil [-D-glycopyranoside-VO(IV) on glycemia in
diabetic animals. Male Wistar rats were used between 50 and 55 days of age.
Diabetes was induced with 50 mg/kg of alloxan. In the experiments in which
glycemia was assessed, the dosages were given 0, 1, 2, 3, 6 and 24 hours after
the administration of compounds by gavage or intraperitoneal (i.p.) route.
Kaempferol did not present any significant hypoglycemic action. Kaempferol 3-O-a-
L-ramnopiranosil B-D-glycopyranoside exhibited hypoglycemic activity at all times
examined and at the 50 and 100 mg/kg doses administered by gavage and i.p.
route. Kaempferol 3,7-O-(a)-dirhamnoside significantly reduced the glycemia in
diabetic rats submitted to an acute treatment (0-24 h) by i.p. route. Vanadium (V)
complexes were evaluated against glucose levels in alloxan-induced diabetic rats
by i.p. route and by gavage. Kaempferol 3,7-O-(a)-dirhamnoside-VO(IV) 2:1
complex had a hypoglycemic effect in alloxan-diabetic rats after i.p. administration
and it was as effective as the VO?* alone. Kaempferol 3-O-a-L-ramnopiranosil p-D-
glycopyranoside-VO(IV) 1:1 complex significantly reduced glycemia in diabetic rats
after i.p. administration in an acute treatment (0-24 h). This complex was 2.5 times
more effective than vanadium (V) alone, 2 times better than the compound alone
and 3 times more active than kaempferol 3,7-O-(a)-dirhamnoside-VO(IV) 2:1
complex in the same experimental model. From these results we can conclude that
kaempferol 3,7-O-(a)-dirhamnoside is the main compound responsible for the
hypoglycemic activity of B. forficata and its vanadium (IV) complex is effective in
reducing glycemia in alloxan-diabetic rats. Kaempferol 3-O-a-L-ramnopiranosil -
D-glycopyranoside isolated from C. phalerata exhibits activity against the glycemic
levels in diabetic rats and the i.p. administration of the complex kaempferol 3-O-a-
L-ramnopiranosil 3-D-glycopyranoside-VO(IV) 1:1 resulted in a significant blood
glucose lowering over the time studied.

Key Words: diabetes; flavonoids; vanadium complexes; glycemia; medicinal plants.



INTRODUGAO

1.1 PLANTAS MEDICINAIS

O uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas é tdo antigo
quanto a civilizagdo humana e por muito tempo produtos de origem vegetal,
animal e mineral foram as principais bases da terapéutica. Cerca de 25% dos
farmacos prescritos mundialmente vém de plantas, 80% das prescricdes em
paises em desenvolvimento sdo produtos naturais, 50% sao sintéticos cujos
prototipos tém origem nos principios isolados de plantas medicinais e dos 252
farmacos considerados como essenciais pela Organizagdo Mundial de Saude,
11% sé&o exclusivamente de origem vegetal (YUE-ZHONG, 1998; CECHINEL
FILHO; YUNES, 1998; RATES, 2001;).

O Brasil é o pais com a maior diversidade vegetal do mundo, contando com
mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e
550.000. Deste numero, apenas cerca de 8% das espécies vegetais da flora
brasileira foram estudadas em busca de compostos bioativos e aproximadamente
1.100 espécies vegetais foram avaliadas em suas propriedades medicinais
(SIMOES et al., 2001).

Nos ultimos anos tem-se verificado um grande avancgo cientifico envolvendo
os estudos quimicos e farmacologicos de plantas medicinais que visam obter
novos compostos com propriedades terapéuticas, sendo que, a cada momento
sdo relatadas na literatura novas moléculas, algumas com ag¢do farmacoldgica
relevante que podem, futuramente, ser utilizadas como agentes medicinais
(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998; YUE-ZHONG, 1998; RATES, 2001).



E importante mencionar que as plantas, além do uso na medicina popular
com finalidades terapéuticas, tém contribuido ao longo dos anos para a obtengao
de varios farmacos, até hoje amplamente utilizados na clinica como por exemplo:
atropina (Atropa belladona L.), morfina, codeina (Papaver somniferum L.), quinina
(Cinchona spp.), entre outras (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998; SIMOES et al.,
2001). Cabe ressaltar ainda que ha um interesse crescente nas plantas medicinais
devido a aspectos como: efetividade de acdo, minimos efeitos colaterais em
estudos clinicos e custo relativamente baixo. Essas plantas s&do amplamente
prescristas e utilizadas pela populagdo apesar dos compostos ativos nem sempre

serem conhecidos.

No Brasil, apenas 20% da populacéo é responsavel por 63% do consumo
de medicamentos sintéticos disponiveis, sendo que o restante encontra nos
produtos de origem natural, especialmente as plantas medicinais, a principal ou a

Unica fonte de recursos terapéuticos (SIMOES et al., 2001).

Muitas espécies de plantas sao conhecidas na medicina popular de
diferentes culturas pelas propriedades hipoglicemiantes e pelo uso crescente no
tratamento do diabetes (ABDEL-BARRY et al., 1997). Apoiado no conhecimento e
uso popular, a pesquisa e a comprovacao dos efeitos e dos constituintes dessas
plantas torna esta area cientificamente atrativa. Este crescimento deve-se ao fato
de que as substancias encontradas nestas plantas possam servir como agentes
hipoglicemiantes que mimetizam o efeito da insulina. Dessa forma, estas
substancias poderiam substituir as dolorosas inje¢cdes de insulina, alivio na vida
dos diabéticos do tipo |, minimizariam os efeitos colaterais dos agentes
hipoglicemiantes orais no caso dos diabéticos do tipo Il e também diminuiriam os

elevados custos do tratamento para pessoas de baixa renda (DE SOUSA, 2003).

A Organizagdo Mundial da Saude incentiva a utilizagdo de plantas
medicinais para o tratamento de varias enfermidades, inclusive o diabetes, doenca

que atinge cerca de 151 milhdes de pessoas no mundo, especialmente em paises



onde o0 acesso aos tratamentos convencionais ndo sdo adequados (WHO, 1980;
ABDEL-BARRY et al., 1997).

Segundo registro feito por Marles e Farnsworth (1995) existem cerca de
1200 espécies de plantas, pertencentes a 190 familias que apresentam atividade
hipoglicemiante. Na pesquisa por novos compostos, e na exploragdo de fontes
naturais, o efeito de plantas popularmente conhecidas como hipoglicemiantes é
amplamente estudado. Entre as mais difundidas estdo: Trigonella foenum-
graecum, Zygophyllum gaetulum, Terminalia pallida Brandis, Terminalia chebula,
Punica granatum Linn., Picrorrhiza kurroa, Psacalium decompositum, Bauhinia
forficata (ABDEL-BARRY et al., 1997; JOY; KUTTAN, 1999; ALARCON-AGUILAR
et al., 2000; JAOUHARI et al., 2000; JAFRI et al., 2000; SILVA et al., 2002; RAO et
al., 2003).

A pesquisa destas e de outras espécies com potencial hipoglicemiante
conhecidos na medicina popular, almeja a comprovagdo dos efeitos, a
caracterizagao dos constituintes fitoquimicos e o esclarecimento dos mecanismos
de acdo destes compostos. Como perspectiva desses estudos, esta a alternativa
para o desenvolvimento de novos farmacos a partir de compostos naturais com
comprovada atividade hipoglicémica e até mesmo a utilizagdo dos compostos nas
mais variadas formulagdes (complexados ou ndo) como adjuvantes ao tratamento

do diabetes.

1.1.1 Bauhinia forficata Link

Entre as inumeras espécies vegetais de interesse medicinal, encontram-se
as plantas do género Bauhinia, pertencentes a familia Caesalpiniaceae
(formalmente Leguminosae), as quais sao encontradas principalmente nas areas
tropicais do planeta, compreendendo aproximadamente 300 espécies. Muitas

dessas plantas s&o utilizadas na medicina popular em varias regides do mundo,



incluindo a Africa, Asia, América Central e do Sul (DA SILVA; CECHINEL FILHO,
2002).

No Brasil, as plantas do género Bauhinia sdo conhecidas como “Pata de
vaca” ou “Unha de boi”. As folhas, caules e raizes das espécies de Bauhinia, sao
amplamente utilizadas na forma de chas e outras preparagdes fitoterapicas para o
tratamento de varias enfermidades, principalmente infec¢des, processos dolorosos
e diabetes (JULIANI, 1929; 1931;1941; COSTA, 1975; DA SILVA et al., 2000; DA
SILVA; CECHINEL FILHO, 2002).

A Bauhinia forficata Link (B. forficata) apresenta-se como uma arvore de
porte médio, que atinge 5 a 9 m de altura. E encontrada do Rio de Janeiro ao Rio
Grande do Sul, possui folhas bipartidas (uncinadas) com formato semelhante a
uma pata de vaca, caracteristica que é distintiva do género, flores brancas e frutos
do tipo vagem linear (figura 1). A infusdo das folhas é utilizada como agente

diurético, hipoglicemiante, ténico, depurativo, no combate a elefantiase e na
reducdo da glicosuria (MARTINS et al., 1998; PIZZOLATTI et al., 2003).
(A)

Figura 1. Espécie vegetal Bauhinia forficata. A) Folhas bipartidas; B) Flores
brancas; C) Arvore.

Os primeiros relatos sobre a acgdo hipoglicemiante da B. forficata em
pacientes diabéticos foram demonstrados por Carmela Juliani em 1929 e 1931
(JULIANI, 1929, 1931). Uma década mais tarde, Juliani voltou a demonstrar os
efeitos hipoglicémicos da B. forficata em caes e coelhos submetidos a



hiperglicemia adrenalitica e pancreactomizados (JULIANI, 1941). Outros estudos
foram e estdo sendo desenvolvidos, como o de Caricati-Neto e colaboradores
(1985) que observaram mudangas significativas na glicemia de ratos diabéticos
apo6s administracao intraperitoneal da fracdo aquosa da planta.

Por outro lado, Russo e colaboradores (1990) demonstraram que a infusao
preparada com as folhas da B. forficata e o tratamento tanto agudo quanto crénico
(56 dias) nao apresentaram efeito hipoglicemiante em pacientes com glicemia
normal e em pacientes com diabetes tipo Il (n&o-insulino dependente).

Ainda, contrastando com o efeito antidiabético da B. forficata relatado na
literatura, Damasceno e colaboradores (2000) verificaram que o extrato alcodlico
de folhas desta planta n&o reduz a concentragcédo de glicose em ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina. Mais recentemente, Pepato e colaboradores
(2002) demonstraram uma redugao significativa na glicemia e na glicose urinaria
de animais diabéticos tratados por um periodo crénico via oral com o cha das
folhas da B. forficata. Ainda em 2002, Silva e colaboradores observaram um efeito
significativo de reduc&o da glicemia em ratos normoglicémicos e diabéticos apods
tratamento agudo via oral com o extrato alcodlico (fragado n-butanol) das folhas de
B. forficata. Em 2004, Lino e colaboradores mostraram que apés a administragao
dos extratos aquoso, etandlico e hexanico da B. forficata por 7 dias em animais
diabéticos, os mesmos apresentaram redugdes significativas nos niveis de glicose

plasmatica, triglicerideos, colesterol total e HDL colesterol.

Os dados existentes na literatura permitem observar que existem
controvérsias quanto aos resultados obtidos, porém estes podem ser devidos a
varios aspectos tais como: tipos de solo, clima, condigbes em que foi feito o cultivo
e 0 armazenamento da planta e variagbes sazonais. Ainda devem ser levadas em
consideracao as diferentes formas, fracdes e vias de administracao utilizadas nos
ensaios (SILVA et al., 2002; DA SILVA; CECHINEL FILHO, 2002; DE SOUSA et
al., 2004).



Varias espécies do género Bauhinia foram e estdo sendo estudadas
fitoquimica e farmacologicamente, assim, diferentes classes de compostos
organicos de interesse medicinal existentes nessas espécies foram relatados,
incluindo glicosidios esteroidicos, triterpenos, lactonas e flavondides (DA SILVA,;
CECHINEL FILHO, 2002; PIZZOLATTI et al., 2003).

Os trabalhos mais relevantes sobre a composicao fitoquimica da B. forficata
demonstram que ela €& caracterizada pelo acumulo de flavonoides livres e
glicosilados nas folhas e flores sendo que s&o relatados na literatura a presenga
de [-sitosterol e canferol-3,7-diramnosideo, sendo este Uultimo somente
encontrado nas folhas da planta (DA SILVA et al, 2000). Pizzolatti e colaboradores
(2003) realizaram o isolamento e a identificacdo de canferol e mais cinco
flavonoides glicosilados contendo os flavondis canferol e quercetina como
agliconas. Porém, apesar de muitos compostos serem conhecidos, pouco se
conhece sobre as atividades biologicas e o comportamento farmacologico da
maioria das substéncias isoladas do género Bauhinia. Com o intuito de estudar os
constituintes da B. forficata individualmente, De Sousa e colaboradores (2004)
avaliaram a atividade aguda do composto majoritario da fragdo n-butanol das
folhas da B. forficata, canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo (canferitrim) apds
administracdo oral em animais normoglicémicos e diabéticos observando

significativo efeito hipoglicémico e atividade antioxidante dos mesmos.

Além disso, Jorge e colaboradores em 2004 demonstraram a agéo do
canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo  (canferitrim) incorporado em membranas
lipossébmicas na glicemia de animais diabéticos, tendo sido efetivo em reduzir
significativamente os niveis glicémicos em concentragdes significativamente
menores aquelas observadas com o flavondide livre. O canferol-3,7-O-(a)-L-
diramnosideo (canferitrim) também foi estudado na captagao de 2-['*C (U)]-deoxi-
D-glicose em musculo sbéleo de ratos demonstrando efeitos estimulatorios
significativos e percentualmente tdo eficientes quanto aos observados com a

insulina (0,5 e 1,0 Ul). Ainda neste trabalho, foi demonstrado que o composto ndo



alterou a sintese protéica no musculo nem alterou os niveis de glicose urinaria

num periodo agudo de tratamento.

1.1.2 Cyathea phalerata

Apoiado em informagdes disponiveis na literatura, os flavonodides das
samambaias sdo primariamente restritos a quatro grupos principais: flavonaois, C-
glicosilflavonas, flavonas e flavanonas. Outros tipos de flavondides também s&o
conhecidos para as samambaias, porém de forma mais esporadica como
antocianinas, chalconas, xantonas, flavanonois e as biflavonas (WALLACE, 1989).
Com mais de 12000 espécies, as samambaias arborescentes encontradas em
algumas familias tropicais como a Cyatheaceae constituem uma importante
divisdo de representantes do reino vegetal (BRINGMANN et al., 1999). O género
Cyathea consiste de samambaias arborescentes que variam de 4 a 8 m de altura
e encontram-se amplamente distribuidas pelas areas tropicais e subtropicais do
planeta. Muitas espécies sao utilizadas em algumas regides para o tratamento de
doencas venéreas e como anti-helmintico (ARAI et al., 1994; ARAI et al., 1995;
BRINGMANN et al., 1999).

A primeira investigacdo sobre os constituintes flavondides no género
Cyathea (Cyatheaceae) foi realizada por Harada et al. (1955,1958) que analisou
as folhas de C. fauriei e C. hancockii durante um levantamento sobre a distribuicao
de flavonas, flavondis e flavanonas nas samambaias japonesas. De acordo com
eles, as espécies continham canferol, cirtominetina e farrerol e uma flavona
caracterizada mais tarde como vitexina (HIRAOKA; HASEGAWA, 1975).
Concordando com a distribuicdo dos flavonoides glicosideos neste género, Soeder
e Bass (1972) mostraram a ocorréncia de flavonas C-glicosideos (vitexina e
isovitexina) nas folhas de trés espécies do género Cyathea da América Latina
(HIRAOKA; HASEGAWA, 1975).



Espécies representantes da familia Cyatheaceae, acumulam flavonois O-
glicosideos, predominantemente 3-O-glicosideos do canferol e quercetina e C-
glicosilflavonas e flavanonas (HIRAOKA; HASEGAWA, 1975; HIRAOKA; MAEDA,
1979; WALLACE, 1989). Além desses compostos sdo caracteristicas a presenca
de constituintes triterpendides e esterdides em determinadas espécies do género
Cyathea (ARAI et al., 1994; ARAI et al., 1995; BRINGMANN et al., 1999). Porém a
fitoquimica do género Cyathea € pouco conhecida, apresentando até o momento
escassa literatura a respeito. Os poucos estudos realizados mostram que o género
€ caracterizado fitoquimicamente pelo acumulo de triterpenos hopandides e

fernanos e compostos flavonoidicos glicosilados (CUNHA et al., 2003).

Cunha et al. (2003) realizaram o estudo fitoquimico de Cyathea phalerata
(C. phalerata) (figura 2), resultando no isolamento e caracterizagédo estrutural de
dois flavondides glicosideos contendo o canferol e o acido caféico como agliconas:
acido-3-O-f-D-glicopiranosilcaféico e canferol 3-O-a-L-ramnopiranosil (-D-
glicopiranosideo (K-3RhG). Este ultimo composto, o metabdlito majoritario de C.
phalerata, ocupa uma posi¢cao de destaque podendo ser utilizado como marcador
para o controle de qualidade de preparacdes fitoterapicas desta espécie vegetal.

Figura 2. Espécie vegetal Cyathea phalerata



Ainda, C. phalerata conhecida popularmente como xaxim, é utilizada na
medicina popular regional para o tratamento de afecg¢des renais, amareléo,

reumatismo e gripes, porém sem comprovagao cientifica (CUNHA et al., 2003).

Cabe ressaltar que a partir dos resultados obtidos com a espécie B.
forficata em relagcdo ao potencial hipoglicemiante e sabendo-se que esta
caracteriza-se pelo acumulo de flavondides do tipo canferol a presenca do
constituinte  canferol  3-O-a-L-ramnopiranosil  B-D-glicopiranosideo  (muito
semelhante ao flavondide da B. forficata que estamos estudando) no caule fresco
da C. phalerata estimula estudos quanto a atividade e mecanismos de acgao
(JULIANI, 1929, 1931,1941; DA SILVA et al, 2000; PEPATO et al., 2002; SILVA et
al., 2002; PIZZOLATTI et al., 2003; LINO et al., 2004; DE SOUSA et al., 2004).

1.1.3 Flavonoéides

O estudo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns
compostos tais como: flavondides, alcaldides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos,
lignanas, etc, sdo objetos de incessantes estudos (CECHINEL FILHO; YUNES,
1998; ONG; KHOO, 2000; SILVA et al., 2002; PIZZOLATTI et al., 2003; VESSAL
et al., 2003).

Os flavondides constituem uma importante classe de polifendis de
ocorréncia natural frequentemente encontrados em varias plantas, frutas e
vegetais. A maioria dos representantes dessa classe possui 15 atomos de carbono
no nucleo fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés
carbonos entre elas (Cs — C3 — Cg). Nos compostos triciclicos, as unidades séo
chamadas nucleos A, B e C e os atomos de carbono recebem a numeragdo com
numeros ordinarios para os nucleos A e C e 0s mesmos numeros seguidos de

uma linha () para o nucleo B (figura 3). Os flavonodides apresentam-se
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frequentemente oxigenados e um grande numero ocorre conjugado com agucares
(heterosideo) (PIETTA, 2000; SIMOES et al., 2001).

Figura 3. Nucleo fundamental dos flavonoides.

Sao conhecidos mais de 4200 flavondides, sendo que o numero de novas
estruturas identificadas praticamente dobrou nos ultimos vinte anos. S&o divididos
em varias classes de acordo com o grau de oxidagao do oxigénio heterociclico e
com o modelo de substituicdo no anel C, como exemplo: flavondis, isoflavonas,
catequinas, flavanonas, flavonas, C-heterosideos, antocianos, chalconas, auronas
entre outras (PIETTA, 2000; SIMOES et al., 2001; TAPIERO et al., 2002). Os
flavondides consumidos a partir da dieta s&o absorvidos através do estbmago e
intestino. S&do metabolizados principalmente no figado, sendo a mucosa intestinal,
tubulos renais, pulméao, pele e placenta sitios secundarios de metabolizacédo e os
metabdlitos sdo excretados na urina e fezes (ONG; KHOO, 2000).

Recentemente, as aplicagdes terapéuticas dos flavonoides no tratamento e
prevencao de doencas em humanos sido demonstradas em varios estudos. Entre
as aplicacbes meédicas melhor documentadas dos flavondides estdo o uso no
tratamento e prevencdo de alergias, asma e inflamagdo. Os efeitos benéficos
também estdo relacionados em doengas como o cancer, doencgas
cardiovasculares, catarata diabética e cirrose (ONG; KHOO, 1996). Apresentam
ainda, propriedades antioxidantes, hepatoprotetoras, anti-trombdticas e antivirais
(SAIJA et al., 1995; ONG; KHOO, 2000; SIMOES et al., 2001; VESSAL et al.,
2003).
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Varios polifendis naturais demonstram efeitos antidiabéticos e investigagdes
do mecanismo de agdo estdo em desenvolvimento. Exemplos de flavonoides com
acao anti-hiperglicémica comprovados sao: a (-)-epicatequina, que protege as
ilhotas de Langerhans e promove a regeneragao das células [ nas ilhotas,
estimula a liberagdo de insulina e normaliza os niveis de glicose sanguinea; a
silimarina, com propriedades antioxidantes, atua protegendo as células 3 de danos
oxidativos; a luteolina e o respectivo glicosideo, que através da capacidade
antioxidante e de sequestro de radicais livres contribui para a regeneragdo das
células B; a quercetina atua normalizando os niveis de glicose plasmatica,
aumentando o conteudo de glicogénio hepatico, induzindo as enzimas
glicoquinase e hexoquinase hepaticas e reduzindo as concentragdes de colesterol
e LDL no soro. Também atua na regeneracdo das ilhotas pancreaticas,
aumentado o numero de ilhotas funcionais e a liberagdo de insulina (ZARZUELO
et al., 1996; SOTO et al., 1998; VESSAL et al., 2003). Ainda, a miricetina, com
atividades antiinflamatdria, anticarcinogénica, antiviral e antidiabética. Exerce a
funcdo hipoglicemiante mimetizando as ag¢des da insulina, regulando os niveis
glicémicos e influencia no metabolismo e estoque de glicogénio hepaticos (ONG;
KHOO, 1996, 2000).

1.2 VANADIO

O vanadio, membro do grupo VB da tabela peridédica, de numero atémico
23 e peso molecular 50,94 foi descrito pela primeira vez em 1801 pelo quimico
Andrés Manuel Del Rio, porém, ele so6 foi realmente descoberto em 1831 por um
quimico suéco, Nils Gabriel Sefstrom que Ilhe deu este nome em homenagem a
“Vanadis”, deusa escandinava da beleza e fertilidade. O vanadio puro € um metal
flexivel, ductil e brilhante sendo considerado o 22° elemento mais abundante na
crosta terrestre (MUKHERJEE et al.,2004).
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O vanadio esta presente na crosta terrestre em concentragdes de cerca de
0,015 g/kg, presente em combustiveis fosseis (petréleo, carvao) e em alguns
campos petroliferos. As concentragdes nos solos sdo dependentes daquelas das
rochas que a partir das quais eles foram formados e ficam entre 3 a 310 mg/kg. Os
niveis de vanadio na agua variam entre indetectaveis até 0,220 mg/L (WHO,1988).
O vanadio esta presente também nos animais, sendo que os niveis teciduais na
maioria dos vertebrados sdo muito baixos. Espécies marinhas, especialmente
invertebrados como as varias espécies de tunicados da familia Ascidiaceae,
possuem concentragdes de vanadio teciduais maiores, (NRIAGU, 1998; WHO,
1988) por acumular este elemento a partir da agua do mar. O vanadio entra no
organismo destes invertebrados via canais de fosfato e sulfato, é reduzido a VO?*
e estocado em células especializadas, os vanadocitos (REHDER, 2003).

O vanadio também ocorre em pequenas quantidades em todas as plantas.
Exemplo disso é o acumulo de vanadio em espécies de cogumelos do género
Amanita, como o Amanita muscaria o0 qual contém cerca de 100 vezes mais
vanadio do que outras plantas armazenado na forma de um composto de baixo
peso molecular chamado amavadina (WHO, 1988; REHDER, 2003).

Além da presenca em células animais e vegetais, hoje s&do conhecidas
algumas enzimas que possuem o vanadio como centro metalico nos sitios ativos.
Estas enzimas sdo capazes de exercer atividades de nitrogenases como as
presentes no género Azotobacter de bactérias fixadoras de nitrogénio, atividades
de haloperoxidases que sao encontradas em algas marrons e vermelhas (ex:
Ascophyllum nodosum, Corallina officinalis) e em fungos como Curvularia
inaequalis e ainda atuar como bromoperoxidases (REHDER, 2003; MUKHERJEE
et al., 2004).

A principal fonte de ingestdo de vanadio para a populagdo em geral sdo os
alimentos, que atingem concentragdes na faixa de 0,1 — 10 pg/kg (WHO, 1988).

Alimentos ricos em vanadio incluem cogumelos, mariscos, sementes de endro,
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salsa, pimenta preta, gelatina, ervilha verde, lentilhas, rabanetes, repolho, 6leos
vegetais como oliva e milho (MUKHERJEE et al., 2004).

Em mamiferos, o vanadio esta presente como um elemento ultratraco e
embora ja existam relatos sobre sua essencialidade para o desenvolvimento de
aves e roedores, pouco se sabe sobre as agdes fisiolégicas do mesmo. Em
humanos, ainda deve ser determinado se esse elemento é considerado um
componente essencial, sendo que a ingestdo diaria varia entre 10 — 60 pg, a
concentragdo plasmatica € aproximadamente 20 nM e a quantidade total no
organismo é cerca de 100 — 200 pg (BRICHARD; HENQUIN, 1995; SHECHTER et
al., 2003).

1.2.1 Propriedades Quimicas do Vanadio

O vanadio, elemento de transicéo, forma estados de oxidacédo -1, 0, +2, +3,
+4 e +5, sendo os estados +3, +4 e +5 os mais comuns (WHO, 1988). O vanadio
tem uma quimica extremamente complexa, pois ele pode prontamente trocar o
estado de oxidagao e tornar-se uma forma catidénica ou aniénica. No estado +5, o
vanadio existe como uma forma anidnica; VO3, metavanadato ou VO,
ortovanadato. No estado +4, ele existe em uma forma catidnica; VO*, vanadil
(figura 4) (BECKER et al.,1994; BRICHARD; HENQUIN, 1995; NRIAGU, 1998;
SHECHTER et al., 2003).
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Figura 4. Estruturas quimicas dos compostos de vanadio. Adaptado de
BRICHARD; HENQUIN, 1995.

Sob condig¢des fisioldgicas, o estado pentavalente (+5) esta na forma de
anion; vanadato: metavanadato (H2VOs ou VOsz) ou ortovanadato (VO,°) e
assemelha-se ao fosfato inorganico (PO,4*) podendo atuar como um analogo de
fosfato em sistemas biolégicos (BRICHARD; HENQUIN, 1995; NRIAGU, 1998;
SHECHTER et al., 2003). Em pH 7,4 o estado de oxidagao tetravalente (+4) esta
na forma de cation, o ion vanadil (oxovanadio VO?®*) que é similar ao ion magnésio
(Mg*?) e assim como a relagdo do vanadato com o fosfato também esta apto a
substituir o ion magnésio em muitos sitios de agédo celulares e bioquimicos. A
acéao biologica diversa do vanadio e a habilidade em ser um metal eletronegativo
ou eletropositivo resultam da capacidade de funcionar como oxianion, oxication ou
pré-oxidante, gerando uma grande variedade de compostos quimicos (NECHAY,
1984; BRICHARD; HENQUIN, 1995; SHECHTER et al., 2003).

Os compostos de coordenacdo de vanadio apresentam comumente
geometria octaédrica, piramide de base quadrada e bipiramide trigonal, com um
atomo de oxigénio que forma dupla ligagdo com o cation V(IV) e V(V) conforme a
figura 5. Este oxigénio se conhece como “oxo” e os compostos sdo denominados
de oxovanadila e oxovanadato dependendo do estado de oxidagdo ( GARCIA,
1996).



15

o) o} L
L" lllll || IIIII " L L" "-._|| ..... W L L'l ..... ‘
Pl L \‘/\ ] L V‘ =0
L L

(a) (b) (c)
Figura 5. Geometrias de coordenagdo mais comuns dos compostos de vanadio
(IV) e (V). (a) Piramide de base quadrada; (b) Octaedro distorcido
tetragonalmente; (c) Bipiramide trigonal. L e L' sao ligantes diferentes.

1.2.2 Propriedades Biolégicas do Vanadio

No passado, os compostos de vanadio eram amplamente usados como
agentes terapéuticos (para anemia, tuberculose, caries dentais e diabetes), como
anti-séptico e como ténico (NRIAGU, 1998; SHECHTER et al., 2003). Os usos
farmacolégicos do vanadio incluem a reducdo dos niveis de colesterol,
triglicerideos e glicose, efeitos diuréticos e natriuréticos, contragdo dos vasos
sanguineos, aumento da afinidade por oxigénio da hemoglobina e mioglobina,
efeito anticarcinogénico (THOMPSON et al., 1993; NRIAGU, 1998). Porém, a

funcéo biolégica de maior destaque € a de imitar a insulina.

A absorcao e distribuicdo dos compostos de vanadio dependem da rota de
entrada e da solubilidade dos mesmos nos fluidos corporais (WHO,1988). O
vanadio absorvido € transportado principalmente no plasma e estima-se que 90%
do vanadio total esteja ligado a proteinas (MUKHERJEE et al., 2004). Ambas as
formas, vanadato (ligado a transferrina) e vanadil (ligado a albumina e transferrina)
sao rapidamente transportados a varios tecidos. Como outros ions metalicos em
sistemas biolégicos, o vanadio geralmente encontra-se ligado a transferrina,
hemoglobina, albumina, glutationa e outros compostos de baixo peso molecular
(NRIAGU, 1998; BARAN, 2000; SHECHTER et al., 2003).
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Desde que a absorg¢ao do vanadio no trato gastrointestinal € muito precaria,
a grande maioria do vanadio ingerido € eliminado pelas fezes (WHO, 1988;
NRIAGU, 1998; BARAN, 2000; MUKHERJEE et al.,, 2004). Porém quando
administrado por via parenteral, somente 10% do vanadio é encontrado nas fezes
de humanos e ratos (MUKHERJEE et al., 2004). A principal rota de excregédo do
vanadio absorvido € através dos rins mas além da excrecdo renal, parte do
vanadio absorvido também pode ser excretado na bile (WHO, 1988;
NRIAGU,1998; MUKHERJEE et al., 2004).

Sob condigdes fisioldgicas, pouco vanadio é retido no organismo e a
quantidade absorvida € convertida a uma forma quimica comum, sendo a
distribuicdo nos o6rgéos independente do estado de oxidagdo e da natureza
quimica da forma do composto originalmente administrada (BARAN, 2000).
Entretanto, estudos em animais sugerem que o acumulo do vanadio,
provavelmente ligado a pequenos peptideos ou a macromoléculas na forma de ion
vanadil, possa estar relacionado diretamente com a dose administrada (NRIAGU,
1998).

Em geral, os niveis teciduais de elementos trago refletem a taxa de
ingestdo, biodisponibilidade e excregao até niveis suficientemente altos para
superar a regulagdo homeostatica, quando entédo possiveis efeitos toxicos podem
aparecer (NRIAGU, 1998). A dose letal do vanadio é altamente dependente das
especies, idade e dieta. Em ratos, foram determinados os niveis de DLsy de 0,15
mmol/kg e 0,8 mmol/kg para o metavanadato de sdédio administrado via
intraperitoneal e via oral, respectivamente; 0,3 mmol/kg e 1,8 mmol/kg para o
sulfato de vanadila pentahidratado via intraperitoneal e via oral, respectivamente
(NRIAGU, 1998; MUKHERJEE et al., 2004).

A toxicidade do vanadio também varia de acordo com a via de

administracdo utilizada. E considerada baixa quando o composto é administrado
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via oral devido a precaria absorgdo no trato gastrointestinal, moderada quando
inalado e alta quando administrado via parenteral. Como regra, a toxicidade dos
compostos de vanadio aumenta com o aumento da valéncia, sendo o vanadio
pentavalente a forma mais toxica (BRICHARD; HENQUIN, 1995; NRIAGU, 1998;
MUKHERUJEE et al., 2004).

Em animais diabéticos tratados cronicamente com vanadio via oral, a
concentragao plasmatica do elemento atingiu cerca de 20 uM, ou seja, 1000 vezes
maior do que nos controles. Mesmo concentragdes mais altas podem ser atingidas
em tecidos nos quais o vanadio pode se acumular como ossos e rins. O efeito
colateral mais ébvio do tratamento com vanadio € a redugdo no ganho de peso
(BRICHARD; HENQUIN, 1995). No entanto, apesar da toxicidade, estes
compostos sdo conhecidos pelas propriedades insulino-miméticas in vitro e in vivo
e podem tornar-se uteis no futuro para o tratamento do diabetes. A primeira
demonstragcdo que o vanadio poderia influenciar um sistema biolégico data de
antes de 1977, quando os efeitos inibitérios in vitro sobre a atividade da Na*-K*-
ATPase foram descritos (CANTLEY, et al., 1977). Mais tarde, o vanadio foi
confirmado como um forte inibidor da Na*-K*-ATPase e H*-K*-ATPase sendo que
ambas as enzimas tem importantes papéis metabdlicos. Heyliger em 1985
demonstrou que ratos diabéticos quando tratados oralmente com vanadato tinham
0s niveis de glicose sanguinea reduzidos a valores normais dentro de 2 a 5 dias.

Na célula, o vanadato pode afetar processos de fosforilacdo e
desfosforilagdo de proteinas, regular muitas atividades de enzimas e participar na
geracdo de radicais livres. A fosforilagdo de proteinas pelas quinases e a
desfosforilagdo pelas fosfatases sé&o reagdes chaves envolvidas na regulagcédo do
metabolismo celular, proliferagdo e diferenciagdo. O vanadato inibe a atividade de
fosfotirosina fosfatases e estimula tirosina quinases, levando a um acumulo de
fosfotirosinas em varias proteinas celulares (NRIAGU, 1998; GOLDWASER et al.,
2000a). Alem disso, o vanadato inibe varias enzimas metabodlicas chaves no
figado, musculo e tecido adiposo, todas as quais atuam coletivamente permitindo
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a utilizagdo ou armazenamento da glicose que entra na célula bem como bloqueia
as acdes dos horménios que se opdéem a agao da insulina (SHECHTER et al.,
2003).

O vanadato também pode estimular uma variedade de enzimas incluindo
adenilato ciclase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, NADPH oxidase, tirosina
fosforilase, glicogénio sintase, lipoproteina lipase, fosfoglicomutase, glicose-6-
fosfato desidrogenase e citocromo oxidase. Além disso, pode exercer efeitos
inibitérios sobre algumas enzimas como ATPases, adenilato quinase,
fosfofrutoquinase, glicose 6-fosfato desidrogenase, ribonuclease, esqualeno
sintetase e proteinas fosfatases (NRIAGU, 1998).

Os sais de vanadio mimetizam a maioria dos efeitos rapidos (metabdlicos)
da insulina. Em adipdcitos os compostos de vanadio estimulam a captacédo de
hexose através do recrutamento dos GLUTs para a membrana plasmatica e
promovem a oxidagdo da glicose. (PAQUET, et al.,, 1992; NRIAGU, 1998;
GOLDWASER et al., 2000b; SHECHTER et al., 2003). Em hepatdcitos o vanadio
acelera a (glicdlise e a sintese de glicogénio, inibe a gliconeogénese e
glicogenolise hepaticas (BOSCH, et al., 1990; MILRAPEIX, et al., 1991; NRIAGU,
1998; SHECHTER et al., 2003). Em musculos, o vanadio e a insulina produzem
mudancgas similares qualitativamente no metabolismo da glicose, mas a magnitude
pode diferir dependendo da via metabdlica. O vanadato aumenta a captagao de
glicose, sintese de glicogénio e a glicolise em uma extensdo menor que a insulina,
mas causa maior estimulagdo da oxidagdo da glicose e do lactato (BRICHARD;
HENQUIN, 1995).

A literatura sugere que o vanadio atue através de uma via alternativa a
insulina, envolvendo a inibicdo de proteinas fosfotirosina fosfatase e a ativagao de
proteinas tirosina quinases nao receptor (GOLDWASER et al., 2000 a e b).
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Uma proteina tirosina quinase citosolica (citPTK) de peso molecular 53 KDa
foi identificada como sitio potencial de agao do vanadato, uma vez que a atividade
da citPTK foi aumentada 3-5 vezes apds o tratamento dos adipécitos de rato com
vanadato (SHISHEVA; SHECHTER,1991,1993a; NRIAGU, 1998; GOLDWASER et
al., 2000b). Sugeriu-se que os efeitos bioldgicos estimulados pelo vanadato como
a lipogénese e a oxidagdo da glicose poderiam, pelo menos em parte, ser
mediados pela PTK citosdlica em um modelo independente da proteina tirosina
quinase do receptor da insulina (SHISHEVA; SHECHTER,1991,1993a).

Recentemente também foi identificada uma proteina tirosina quinase
ativada pelo vanadato de localizagéo exclusiva na membrana (membPTK). Esta
parece participar dos efeitos do vanadato que ndo sdo mediados pela citPTK,
como a inibigdo da lipdlise e captacao de hexoses, e bem como a ativagao da PI-
3-K (SHISHEVA; SHECHTER, 1991,1993a ; GOLDWASER et al., 2000b).

Os estudos das ultimas décadas apontam que as ag¢des antidiabéticas do
vanadio podem ser atribuidas: 1) inibicdo de proteinas fosfotirosina fosfatases e
ativagdo de proteinas tirosina quinases nao receptor; 2) inibigdo de varias outras
enzimas que participam no metabolismo de glicose e gordura, como frutose-2,6-
bisfosfatase, glicose-6-fosfatase e lipase horménio sensivel; 3) aumento ou
reducado nos niveis de RNAm da piruvatoquinase tipo L e da fosfoenolpiruvato
carboxiquinase, respectivamente (SHECHTER et al., 2003).

Em consideragcdo a provavel necessidade de administragdo a longo prazo
dos compostos de vanadio para o alivio dos sintomas diabéticos, numerosos
agentes sado investigados como candidatos para tratamentos antidiabéticos
(BRICHARD; HENQUIN, 1995; NRIAGU, 1998; THOMPSON et al., 2004). Varios
compostos de vanadio quelados organicamente sdo mais potentes do que os sais
livres em facilitar os efeitos insulino-miméticos in vitro e in vivo. Em geral, para que
um ligante e o vanadio atuem sinergisticamente, particularmente in vivo, certos

requerimentos devem ser preenchidos. O mais crucial € a cinética apropriada de
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complexacao e descomplexagao, a qual assegura a liberagdo e forma adequada
do ion metal-6xido associado a sitios chaves do metabolismo da glicose
(GOLDWASER et al., 2000a).

Estes compostos parecem ter em comum a propriedade de aumentar a
permeacgao nos tecidos por difusdo passiva e correspondentemente, aumentada
eficiéncia insulino-mimética com pouco ou nenhuma redugdo nos niveis de
toxicidade destes metal-Oxidos. A pesquisa esta sendo direcionada na busca de
ligantes que: (a) tenham indices negligenciaveis de toxicidade; (b) sejam capazes
de atravessar membranas plasmaticas (livres ou complexados ao vanadio)
utilizando sistemas de transporte de ocorréncia natural e; (c) n&do necessariamente
aumentem a permeacgao do vanadio nos tecidos mas sejam capazes de converter
o vanadio intracelular ja presente em espécies insulino-miméticas ativas
(SHECHTER et al., 2003).

Varios complexos orgénicos de vanadio estdo sendo investigados em
modelos animais de diabetes. Alguns exemplos s&o: bis(maltolato)oxovanadio (1V)
(BMOV), o derivado etil do BMOV, bis(picolinato)oxovanadio (IV),
bis(metformina)oxovanadio (1V), bis(acetilacetonato)oxovanadio (V) (VO(acac),) e
bis (3-etil-acetilacetonato)oxovanadio (V) (VO(Et-acac),). Estes estudos
demonstram também que os complexos VO(acac), e VO(Et-acac), tem efeitos
insulino-miméticos a longo prazo e sdo tao efetivos quanto BMOV em animais
diabéticos (CRANS, 2000).

Setyawati, em estudo realizado em 1998 com o complexo
bis(maltolato)oxovanadio(lV) (BMOV) demonstrou que o BMOV é efetivo em
diminuir a glicemia em doses mais baixas (0,006 — 0,012 mmol/animal) do que o
sulfato de vanadila (0,009 — 0,010 mmol/animal) e ndo mostra evidéncias de
toxicidade apds um periodo de 6 meses de administracdo em ratos diabéticos.
Ambas as vias de administracéo, oral e intraperitoneal, indicam que o BMOV é
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duas a trés vezes mais potente do que o sulfato de vanadila em reduzir a glicose

sanguinea no diabetes experimental.

Recentes estudos realizados por Willsky e colaboradores com o complexo
BMOV [VO(malto),] sugerem que o BMOV melhorou a absorgao gastrointestinal e
consequentemente diminuiu a dose de vanadio requerida para a efetiva reducao
da glicemia em animais diabéticos. Quando o VO(malto), e sulfato de vanadila
foram administrados uma unica vez por via intraperitoneal em roedores, o sulfato
de vanadila n&o teve efeitos significativos na reducéo da glicose sanguinea. Em
contraste, o VO(malto),, reduziu substancialmente a glicose plasmatica (WILLSKY
et al., 2001).

Recentemente foi descoberto que o isbmero L do glu(y)
monohidrixamato(HXM) é particularmente ativo; em ratos diabéticos o complexo L-
glu(y)HXM — vanadio (estequiometria 2:1) potencializou a normalizagdo dos niveis
de glicose sanguinea induzida por vanadio cerca de 4 a 5 vezes (GOLDWASER et
al., 2000a).

A complexagdo do vanadio com farmacos antidiabéticos ja conhecidos
como as biguanidas, na expectativa de obter-se efeitos aditivos ou sinérgicos
estdo sendo desenvolvidos. A administragcao aguda (72 h) via oral e intraperitoneal
do complexo bis(metformina)oxovanadio (IV) [VO(metf);] em ratos diabéticos
resultou em redugao significativa dos niveis de glicose; contudo, nenhum efeito
associativo positivo devido a presenga da biguanida no complexo foi aparente
(WOO et al., 1999).

Com base na literatura, foi proposta uma escala crescente do efeito
hipoglicemiante dos complexos de vanadio com compostos organicos sintéticos
em ratos diabéticos: VO(malto), > VO(cysm), > VO(tar), > VO(sal), > VO(ox),.
Através da tabela 1 é possivel notar que o modo de coordenacdo do vanadio
influencia na atividade (SAKURAI et al., 2002). Entretanto, pouco se sabe a cerca
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das propriedades de coordenagdo dos compostos de vanadio administrados
oralmente in vivo em fungdo dos fatores requeridos para a liberagcdo do vanadio
aos sitios finais de agao, ou na localizacdo deste sitio de agao. Descobrir uma
relagéo clara entre a estrutura do complexo e a atividade insulino-mimética ainda é
muito dificil, dada a interrelagdo de muitos fatores importantes envolvendo
caracteres fisico-quimicos e fisioloégicos como a estabilidade e a carga eletronica
em valores de pH fisioldgico, hidro ou lipofilicidade, disponibilidade para absorgao
no trato gastrointestinal, distribuicbes do vanadio em o6rgdos e células e a
toxicidade e seguranga do efeito do complexo (NRIAGU, 1998).
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Tabela 1. Complexos de vanadio com diferentes modos de coordenagao que
apresentam atividade hipoglicémica em ratos diabéticos.

Modo de Complexo
Coordenacéao
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| v |
VO(opt)2
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Adaptado de SAKURAI et al., 2002.
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1.3 DIABETES MELITO

Diabetes é uma doenga complexa e multifatorial, considerada um dos mais
importantes problemas de saude mundial e esta associada com significativa
mortalidade, morbidade e perda da qualidade de vida. E caracterizada por
disturbios no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios, causados por
absoluta ou relativa deficiéncia da secrecéo e/ou acao da insulina e que tem como
aspecto fundamental a hiperglicemia (GILMAN et al., 1991; ISLAS-ANDRADE et
al., 2000; CONSENSO BRASILEIRO SOBRE DIABETES, 2002; RAO et al., 2003).

A classificagdo atualmente recomendada apodia-se na etiologia do diabetes
melito e o classifica em tipo | ou insulino-dependente (IDDM) e tipo Il ou néo
insulino-dependente (NIDDM) (GILMAN et al., 1991; NORMAN; LITWACK, 1997;
CONSENSO BRASILEIRO SOBRE DIABETES, 2002). O diabetes melito tipo | é
uma doenca auto-imune mediada por células T onde as células 3 pancreaticas sao
destruidas por auto-anticorpos direcionados para antigenos de membrana, de
citoplasma da célula ou contra a prépria insulina e caracteriza-se pela auséncia de
secrecdo endégena de insulina (GILMAN et al., 1991; PINERO-PILONA; RASKIN,
2001; CONSENSO BRASILEIRO SOBRE DIABETES, 2002; ROSMALEN et al.,
2002;). Essa deficiéncia leva a redugdo da captacéo periférica da glicose bem
como a incapacidade de suprimir a produgdo hepatica de glicose, resultando em
hiperglicemia (BEARDSALL et al., 2003).

A patogénese classica do diabetes melito tipo Il envolve resisténcia dos
tecidos periféricos a agdo da insulina, marcada por hiperinsulinemia
compensatoria e disfuncdo das células 3 marcada por declinio da secregao de
insulina e hiperglicemia (LEROITH, 2002; VAN HAEFTEN, 2002; KASLAUSKAITE;
FOGELFELD, 2003; BEARDSALL et al., 2003). E a forma prevalente de diabetes,
sendo mais comumente diagnosticada em adultos com mais de 40 anos.
(CONSENSO BRASILEIRO SOBRE DIABETES, 2002; VAN HAEFTEN, 2002).

Sao considerados importantes variaveis para o aumento da prevaléncia do



25

diabetes fatores como: a idade e o aumento da expectativa de vida, sexo, estilo de
vida, sedentarismo e obesidade (VENKAT et al., 2000; GADSBY, 2002).

Em 1985, cerca de 30 milhdes de pessoas no mundo eram consideradas
diabéticas. Em 1995, esse numero passou para 135 milhdes (4% da populagéo
mundial). Existem atualmente cerca de 151 milhdes de pessoas com idades entre
20 e 79 anos com diabetes clinicamente diagnosticado. A maioria dos casos de
diabetes melito (DM) é do tipo Il e cerca de 4,9 milhdes de pessoas abaixo dos 20
anos sofre de DM tipo | (VENKAT et al.,, 2000; GADSBY, 2002). Até o ano de
2010, sdo esperados aumentos de 82% na América Latina, 93% na Africa, 111%
na Asia, 51% na Europa e 35% na América do Norte no nimero de casos de
diabetes. Projecbes indicam que podem haver 300 milhées de diabéticos no ano
de 2025 (VENKAT et al., 2000; GADSBY, 2002).

1.31 Insulina

A insulina € um horménio polipeptidico sintetizado nas células 3 das ilhotas
de Langherans no pancreas. E composta por 51 aminoacidos dispostos em duas
cadeias, A e B unidas entre si por duas pontes dissulfeto (BANTING, et al., 1992;
LE FLEM et al., 2002). A sintese ocorre a partir de um precursor de 110
aminoacidos, a pré-pro-insulina no reticulo endoplasmatico onde é clivada a pro-
insulina. Esta, no complexo de golgi, é convertida a insulina e armazenada em
vesiculas (GILMAN et al., 1991; NORMAN; LITWACK, 1997). A secregao de
insulina € um processo estritamente regulado gracas a interagdo coordenada de
varios nutrientes, horménios gastrointestinais, pancreaticos e neurotransmissores
(GILMAN et al.,, 1991; ROLLAND et al., 2001; BEARDSALL et al., 2003). A
manutencdo da homeostasia da glicose é atingida pela regulagdo hormonal da
captacéo e producdo enddgena de glicose, primariamente pelo musculo e figado
(GOKE, 1998; BEARDSALL et al., 2003).
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A (glicose, o principal secretagogo da insulina, estimula a secregdo do
hormdnio muito mais eficientemente quando administrada por via oral do que
através da via endovenosa. A ingestao de glicose (alimento) induz a liberagao de
hormdnios gastrointestinais como a gastrina, secretina e colecistocinina além de
estimular a atividade vagal que também ativa a secrecdo de insulina
disponibilizando-a no plasma ou no sangue segundos antes da glicose
proveniente da dieta aumentar a glicemia (BRELJE; SORENSON, 1988; GILMAN
et al., 1991; BEARDSALL et al., 2003; MOORE et al., 2003). Quando estimulada
por glicose, a secregdo de insulina é bifasica (figura 6). A primeira fase alcanga um
pico maximo entre 1 e 2 minutos apos a ingestdo é de curta duragao e representa
a liberagéo da insulina armazenada na célula. A segunda fase € mais tardia porém
com duragdo mais longa sendo mantida pela biossintese do horménio (GILMAN
et al., 1991; NORMAN; LITWACK, 1997; BEARDSALL et al., 2003; MOORE et al.,
2003). A meia-vida da insulina circulante € de 3 a 5 minutos e o metabolismo
ocorre principalmente no figado e rim por agdo de insulinases (BRELJE;
SORENSON, 1988; GILMAN et al., 1991; NORMAN; LITWACK, 1997;
BEARDSALL et al., 2003).

100}
8o}
60 |
a0l

20

Insulina plasmatica (uU/ml)

c-)10 0 10 20 30 40 50 60 70 80

Minutos

Figura 6. Secregao bifasica da insulina estimulada por glicose na circulagéo
sanguinea. Adaptado de GUYTON; HALL, 1998.

Nas células [3, a sinalizagdo da glicose com a consequente liberagdo de
insulina, requer primeiro o metabolismo da glicose (ROLLAND et al., 2001). Uma
vez captada pela célula através de difusdo facilitada pelo GLUTZ2, a glicose é
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fosforilada a glicose 6-fosfato (G-6P) pela glicoquinase e entdo oxidada. Ocorre
um aumento da relacdo ATP/ADP gerando um fechamento dos canais de potassio
(K") sensiveis a ATP e a despolarizagdo da membrana. Essa despolarizagéo ativa
canais de calcio (Ca?*) dependentes de voltagem o que aumenta o influxo de Ca?*
para dentro da célula. O resultado final desta elevagéo nos niveis intracelulares de
Ca® é a liberagdo da insulina armazenada (GILMAN et al., 1991; NORMAN;
LITWACK, 1997; ROLLAND et al., 2001; LEROITH, 2002; OIKININE;
MOORADIAN, 2003).

A insulina exerce diversos efeitos fisiologicos através da fosforilagdo de
proteinas, resultando em aumento do transporte de glicose, mitogénese e/ou
regulagao de vias enzimaticas e metabodlicas (NYSTROM; QUON, 1999; KLOVER;
MOONEY, 2004).

A insulina induz os efeitos biologicos pela interagdo com um receptor
especifico de membrana. Este receptor € uma glicoproteina heterotetramérica
sendo, 2 unidades a extracelulares que contém o sitio de ligacdo para insulina
unidas por pontes dissulfeto e 2 unidades [ intracelulares que possuem os
dominios de tirosina quinases (NORMAN; LITWACK, 1997; NYSTROM; QUON,
1999; LE FLEM et al., 2002; PERTSEVA et al., 2003). Apds a ligagédo da insulina
na subunidade a do receptor, ocorre a autofosforilacdo de residuos tirosina
quinase na subunidade [3 tornando-se uma proteina quinase ativada (HEI, 1998;
WATSON; PESSIN, 2001; PERTSEVA et al., 2003; KLOVER; MOONEY, 2004). A
seguir, o receptor ativado da inicio a cascatas de fosforilagdo de varias outras
proteinas e enzimas intracelulares, como a familia de substratos para receptor de
insulina (IRS- 1 e 2) que servem como ancoras para outras proteinas efetoras,
através da transducao de sinal (GILMAN et al., 1991; NORMAN; LITWACK, 1997;
HEI, 1998; WATSON; PESSIN, 2001; PERTSEVA et al., 2003; KLOVER;
MOONEY, 2004). Também, realiza a ativacdo da fosfatidilinositol-3-quinase (PI-3-
K), considerada importante para a translocagcdo dos transportadores de glicose
(GLUT4) para a membrana e consequente captacdo de dglicose (figura 7)
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(NORMAN; LITWACK, 1997; HEI, 1998; NYSTROM; QUON, 1999; WATSON;
PESSIN, 2001).

Ha no minimo trés mecanismos pelos quais a insulina poderia modular a
funcdo do GLUT4 e aumentar a captagdo de glicose: 1) alteragdo da atividade
intrinseca de transporte dos GLUT4 pré-existentes para a membrana; 2) aumento
da expressdo de proteinas GLUT4 por elevagcdo da biossintese ou reducdo da
degradacédo; 3) aumento da translocacdo das vesiculas intracelulares prée-
existentes que contém os transportadores GLUT4 (WATSON; PESSIN, 2001).
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Figura 7. llustracdo esquematica do modo de ac&o da insulina na regulacéo da
captacéo de glicose em tecidos dependentes de insulina. Adaptado de Gilman et
al., 1991.

1.3.2 Regulacédo do Metabolismo da Glicose

A fim de manter o equilibrio energético do organismo, uma alimentagéo
adequada contendo carboidratos, proteinas e lipidios é essencial. Contudo, isto

nao € um processo continuo e o organismo dispde de reservas energéticas para



29

periodos de jejum mais prolongados (BURTIS; ASHWOOD, 1996; BEARDSALL et
al., 2003). A glicose é a principal fonte de energia para o organismo humano,
sendo o combustivel preferencial utilizado por alguns tecidos como o cérebro e
eritrécitos (BEARDSALL et al., 2003).

A insulina € um horménio essencial que regula o metabolismo, crescimento
e diferenciagdo celular atuando em diversos tecidos, principalmente figado,
musculo e tecido adiposo (NYSTROM; QUON, 1999; BEARDSALL et al., 2003).
Dessa forma, a homeostasia da glicose é mantida dentro de limites estreitos
através de trés processos intimamente associados, utilizagdo da glicose pelos
tecidos periféricos, producdo hepatica de glicose e secre¢do de insulina pelo
pancreas (GILMAN et al., 1991; NYSTROM; QUON, 1999; ZIERATH; KAWANO,
2003).

De maneira geral, as agdes anabdlicas da insulina incluem a estimulagéo
da captacéo, utilizagdo e armazenamento intracelular de glicose, aminoacidos e
acidos graxos e inibicdo de processos catabolicos como glicogendlise, lipdlise e
protedlise (GILMAN et al., 1991).

Apos uma refeicdo, quando os niveis de glicose sanguinea estéo
aumentados, a hiperglicemia sinaliza as células 3 para produzir e liberar insulina e
suprimir a liberacdo de glucagon pelas células a (NYSTROM; QUON, 1999;
LEROITH, 2002; ZIERATH; KAWANO, 2003).

Os niveis de insulina aumentados estimulam a captagao de glicose insulino-
dependente no musculo. O indice de captagao de glicose no musculo depende da
acao da insulina sobre os transportadores de glicose, GLUT4. No repouso, esses
transportadores estdo localizados em vesiculas intracelulares, mas quando a
insulina liga-se ao receptor de membrana, os GLUT4 s&o translocados para a
membrana aumentando a captagao da glicose pela célula. (VAN HAEFTEN, 2002;
LEROITH, 2002; BEARDSALL et al., 2003).
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O estimulo da insulina através de receptores musculares aumenta a
captacdo de glicose e a sintese de glicogénio muscular pela ativagdo da
glicogénio sintase (NORMAN; LITWACK, 1997). Além disso, a insulina também
aumenta a captagdo de aminoacidos e consequentemente a sintese de proteinas
(HEI, 1998).

Niveis elevados de glicose e insulina na circulagdo também ativam a
captacédo e o metabolismo de glicose e a lipogénese no tecido adiposo, inibem a
lipolise e dessa forma, reduzem os acidos graxos livres no plasma (BEARDSALL
et al., 2003).

O figado desempenha um papel fundamental na homeostasia da glicose.
No periodo pos-prandial, o figado remove glicose da circulagdo através dos
transportadores. Quando a glicose entra na célula ela é fosforilada pela
hexoquinase e glicoquinase em glicose 6-fosfato (GILMAN et al., 1991; KLOVER,;
MOONEY, 2004) que pode entrar na via glicolitica e gerar ATP ou quando em
excesso ser transformada em ftrigliceridios (BEARDSALL et al.,, 2003). Na
presencga de insulina no sangue, ocorre inibicdo da gliconeogénese e glicogendlise
levando a supressédo da produgédo hepatica de glicose, ativagado da lipogénese
hepatica, aumento da sintese de glicogénio e da oxidagao total da glicose até CO,
e H,O (figura 8) (NORMAN; LITWACK, 1997; VAN HAEFTEN, 2002; BEARDSALL
et al., 2003; KLOVER; MOONEY, 2004).

Durante o jejum, os niveis de insulina na circulagdo sanguinea diminuem
enquanto o glucagon e outros hormdnios contra-regulatérios aumentam
(LEROITH, 2002; BEARDSALL et al., 2003; ZIERATH; KAWANO, 2003; KLOVER;
MOONEY, 2004).

O glucagon atua primariamente aumentando a quebra de glicogénio, bem
como, estimulando a gliconeogénese. O figado € o érgédo primario responsavel

pela gliconeogénese, mas apos um jejum prolongado (ser humano, 18 h para
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deplecédo total do glicogénio hepatico), o rim também pode contribuir para a
producédo de glicose. Embora os niveis de glicose plasmatica sejam inicialmente
mantidos pela glicogendlise hepatica, o glicogénio estocado esgota-se e a
contribuicdo da gliconeogénese a partir de glicerol, lactato e aminoacidos aumenta
progressivamente (BEARDSALL et al.,, 2003; ZIERATH; KAWANO, 2003;
KLOVER; MOONEY, 2004).

No estado de jejum, os tecidos independentes de insulina para a captagao
de glicose como o cérebro e eritrécitos sdo responsaveis pela maioria da remogéao
e utilizacdo da glicose sanguinea, enquanto os tecidos insulino-dependentes,
principalmente o musculo, utilizam somente cerca de 25% da glicose circulante. A
homeostasia da glicose é obtida pela liberacdo desta ose a partir do figado em
quantidades equivalentes a utilizacdo pelos tecidos periféricos (ZIERATH,;
KAWANO, 2003).

Quando a insulina plasmatica estda diminuida, apdés um jejum ou na
auséncia de exercicios, a captagcéo de glicose pelo musculo também é reduzida, e
este se torna altamente dependente da oxidacdo de acidos graxos para obter
energia (NORMAN; LITWACK, 1997; MOORE et al., 2003). Além disso, ocorre
aumento da glicogendlise e da protedlise muscular. O lactato produzido no
musculo e eritrocitos pela glicdlise anaerdbica além dos aminoacidos obtidos pela
protedlise sdo transportados ao figado onde podem ser utilizados como
precursores gliconeogénicos (BEARDSALL et al., 2003). No tecido adiposo, ocorre
ativagdo da lipolise com aumento da liberagdo de acidos graxos e glicerol que
servem como precursores da gliconeogénese e da cetogénese hepaticas. Os
corpos cetbnicos liberados servem como fonte alternativa de energia para os
tecidos periféricos durante o jejum (NORMAN; LITWACK, 1997; BEARDSALL et
al., 2003).

A insulina € o hormbénio mais importante que regula o metabolismo

energético. Uma deficiéncia relativa ou absoluta, como no caso do diabetes, leva a
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severas disfungbes nos principais 6rgdos alvos da insulina, isto é, figado, tecido
adiposo e musculo (HEI, 1998). Quando a insulina esta ausente, ocorre aumento
nos niveis glicémicos, redugao da captagdo de glicose nos tecidos, redugéo da
sintese protéica e da lipogénese, bem como, ativagdo da produgdo hepatica de
glicose. Também ha um aumento da lipolise no tecido adiposo com consequente

elevacao dos acidos graxos no plasma (BEARDSALL et al., 2003).

Veia porta

Tecido adiposo

Tecido muscular

Figura 8. Metabolismo da glicose no estado bem alimentado. Adaptado de
Devlin, 1997.

1.3.3 Terapia Insulinica

Em geral, quando um adequado controle glicémico ndo é obtido com as
dietas, exercicios e hipoglicemiantes orais, faz-se necessario a adog¢ao da terapia
com insulina exdgena como alternativa para o controle da glicemia (GILMAN et al.,
1991; PILLAI; PANCHAGNULA, 2001).
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A administragdo de insulina por via subcutanea consiste no tratamento
primario para todos os pacientes com DM tipo | e varios pacientes com DM tipo Il
(GILMAN et al.,, 1991; PILLAI; PANCHAGNULA, 2001). Porém esta via de
administracdo subcutanea da insulina difere da secregéo fisiolégica em pelo
menos dois fatores: 1) n&o mimetiza a cinética de elevacao rapida e declinio
normais da insulina em resposta ao alimento ingerido e, 2) difunde-se dentro da
circulagao periférica em vez de ser liberada na circulagcéo porta, perdendo o efeito
preferencial nos processos metabdlicos hepaticos (GILMAN et al., 1991; PILLAI;
PANCHAGNULA, 2001; KASLAUSKAITE; FOGELFELD, 2003).

As preparagdes insulinicas sdo classificadas de acordo com a
concentragéo, pureza, tipo e origem. Quanto a origem, pode ser bovina, suina ou
humana. As diferengas entre elas sdo minimas, atendo-se a alteragcbes em 1
(suina) ou 3 (bovina) aminoacidos da cadeia. A insulina humana é amplamente
utilizada em fungdo do desenvolvimento de técnicas de ADN recombinante. No
que diz respeito ao tipo de insulina, a classificagdo é feita pelo inicio de agdo e
pico maximo de atividade. As insulinas de agao curta sdo utilizadas pouco antes
das refei¢cdes, apresentam inicio de acao rapido, aproximadamente 15 minutos, e
menor duragao, grupo em que esta incluida a insulina regular. Ja a insulina de
acao intermediaria apresenta um periodo de agao mais longo, sendo a forma mais
utilizada a insulina NPH (insulina com protamina neutra de Hargedorn). As
insulinas de acdo ultralenta tém inicio de acdo muito lento e os niveis plasmaticos
mantém-se durante todo o dia. Sdo muito utilizadas as combinag¢des de insulina
lenta x ultralenta ou regular x NPH, a fim de obter combinagdes de inicio rapido e
acao prolongada ou ainda inicio tardio e agdo prolongada, respectivamente,
conforme a necessidade de cada paciente (GILMAN et al., 1991; KASLAUSKAITE;
FOGELFELD, 2003).

Ainda que efetiva, a terapia insulinica apresenta o desconforto das injegdes
subcutaneas diarias, o que muitas vezes dificulta a adesdo ao tratamento.

Alternativas promissoras sao as pesquisas envolvendo o desenvolvimento de
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novos agentes hipoglicemiantes que sejam ativos por via oral visando amenizar o

sofrimento dos pacientes diabéticos.

1.3.4 Hipoglicemiantes Orais

Pacientes diabéticos frequentemente apresentam um modelo complexo de
anormalidades metabdlicas e fisiologicas incluindo hiperglicemia, hipertenséo,
obesidade e hiperinsulinemia. O tratamento desses pacientes envolve
primariamente dieta e o controle de peso (INZUCCHI, 2002).

Quando um adequado controle glicémico ndo é obtido através da dieta e
exercicios, os pacientes fazem uso dos agentes hipoglicemiantes orais para o
controle da glicemia. Esses medicamentos s&o divididos em grupos que estimulam
a secrecao da insulina como por exemplo, os mais usados: as sulfoniluréias e as
metiglinidas e, os que aumentam a sensibilidade dos tecidos periféricos a insulina
como as biguanidas e as tiazolidinodionas. E ainda, os hipoglicemiantes que
atuam inibindo a absorc¢ao de carboidratos no intestino (OIKININE; MOORADIAN,
2003).
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2 JUSTIFICATIVA

Ainda que na maioria das vezes sem comprovacao cientifica, o uso de
produtos naturais de origem vegetal, animal e mineral sdo a principal base da
terapéutica. Alternativas como a utilizacdo de plantas se tornou uma pratica cada
vez mais difundida em fung&o do baixo custo e facil obtengcdo. Porém, devido a
falta de comprovacgéao cientifica o tratamento pode tornar-se prejudicial ao paciente

devido ao uso inadequado de determinadas espécies vegetais.

A Organizagdo Mundial da Saude incentiva a utilizacdo de plantas
medicinais para o tratamento de varias enfermidades, inclusive o diabetes, doenca
que atinge cerca de 151 milhdes de pessoas no mundo, especialmente em paises
onde o0 acesso aos tratamentos convencionais ndo sdo adequados (WHO, 1980;
ABDEL-BARRY et al., 1997). Hoje no Brasil sdo mais de 5 milhdes de diabéticos,
sendo 90% diabéticos do tipo Il. O tratamento dessa desordem financiado pelo
governo, nao atinge de forma satisfatoria a populagdo alvo devido ao custo de
manutencdo desse tipo de programa. O alto custo do tratamento também
prejudica a continuidade adequada para os pacientes de forma individualizada.
Desta forma, o estudo de compostos naturais com acdes que mimetizem ou
potencializem as ag¢des da insulina tornou-se um campo de importéncia

estratégica no desenvolvimento de novos farmacos.

A Bauhinia forficata Link € uma destas plantas, conhecida popularmente
como hipoglicemiante. Resultados anteriores deste laboratério os quais deram
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origem a duas dissertagdes de mestrado, mostraram que a fragdo n-butanol, rica
em flavondides glicosilados, teve efeito hipoglicemiante apds tratamento agudo em
ratos diabéticos sem alterar a curva de tolerancia a glicose (SILVA et al., 2002).
Desta fragdo foram isolados, purificados e identificados trés canferdis, entre eles,
o majoritario, canferitrim (PIZZOLATTI et al., 2003). A curva de dose-resposta
deste composto mostrou um efeito hipoglicemiante significativamente melhor do
que o observado para a fragdo n-butanol e reduziu a glicemia em ratos diabéticos
em todos os tempos e doses estudados. Também, com doses semelhantes
aquelas estudadas in vivo, exibiu um efeito anti-oxidante in vitro por mostrar alta
reatividade com o 1,1-difenil-2-picril hidrazil, inibiu a atividade da mieloperoxidase,
diminuiu a peroxidacdo lipidica induzida pelo radical ascorbil tanto em
microssomas de figado de ratos como em lipossomas de fosfatidilcolina e
asolecitina (DE SOUSA et al.,, 2004). O estudo deste composto em ratos
normoglicémicos e diabéticos revelou uma acgdo significativa na captagado de
glicose no musculo séleo, ndo influenciou a sintese protéica in vitro e ndo interferiu
na glicosuria apés tratamento por via oral. Estes resultados mostraram um efeito
agudo do canferitrim percentualmente tdo eficaz quanto a insulina embora
utilizado em doses mais altas do que o hormonio purificado (JORGE et al., 2004).
Estes fatos, ao nosso ver, justificaram o desenvolvimento dos objetivos descritos a

seqguir.
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3 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Estudar a relagdo estrutura-atividade de flavondides e de complexos de
vanadio na glicemia de ratos diabéticos quimicamente induzidos, bem como
identificar as vias de melhor atuagcdo dos compostos e complexos e comparar
estes resultados com a conhecida agéo hipoglicemiante da insulina e do vanadio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizar a curva de tolerancia a glicose oral bem como o efeito da

insulina exégena pela via intraperitoneal.

» Determinar o efeito do canferol e da quercetina (proveniente das folhas da
B. forficata) na glicemia de ratos diabéticos apds um periodo agudo de tratamento
(0, 1, 2 e 3 horas) por via oral.

» Determinar o efeito do canferol 3,7-O-(a)-L-diramnosideo proveniente das
folhas da B. forficata nos periodos de 0, 1, 2, 3, 6 e 24 horas apds o tratamento

por via intraperitoneal na glicemia de ratos diabéticos.



38

* Determinar o efeito do canferol 3-O-a-L-ramnopiranosil [(-D-
glicopiranosideo isolado do caule fresco de Cyathea phalerata em um periodo
agudo (0, 1, 2 e 3 horas) por via oral e nos periodos de 0, 1, 2, 3, 6 e 24 horas por

via intraperitoneal em ratos diabéticos.

» Determinar os equilibrios quimicos dos flavonoides canferol 3,7-O-(a)-L-
diramnosideo (B. forficata) e canferol 3-O-a-L-ramnopiranosil 3-D-glicopiranosideo

(C. phalerata).

» Estudar os equilibrios de complexagao dos flavondides canferol 3,7-O-(a)-
L-diramnosideo (B. forficata) e canferol 3-O-a-L-ramnopiranosil 3-D-

glicopiranosideo (C. phalerata) com o ion vanadio (IV).

 Estudar as atividades dos complexos de canferol com vanadio (IV), canferol
3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(IV) (B. forficata) e canferol 3-O-a-L-ramnopiranosil
[-D-glicopiranosideo-VO(IV) (C. phalerata) na glicemia de animais diabéticos por

via oral e intraperitoneal em periodos de 0, 1, 2, 3 ,6 € 24 horas.

» Comparar o efeito hipoglicemiante dos compostos livres canferol 3,7-O-(a)-
L-diramnosideo (B. forficata) e canferol 3-O-a-L-ramnopiranosil 3-D-
glicopiranosideo (C. phalerata) com a insulina (0,5 Ul) apds um periodo longo de

tratamento.

® Comparar a biopoténcia dos complexos de vanadio, canferol 3,7-O-(a)-L-
diramnosideo-VO(IV) (B. forficata) e canferol 3-O-a-L-ramnopiranosil (3-D-
glicopiranosideo-VO(IV) (C. phalerata) com o ion vanadio e com a insulina na
glicemia de ratos diabéticos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Reagentes

Glicose PAP — Kit utilizado para dosagem da glicemia pelo método
enzimatico da glicose oxidase da Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil. Os resultados
foram expressos em mg/dL.

Aloxana - Monohidrato de aloxana; Sulfato de vanadio foram obtidos da
Aldrich Chemical Company, Milwaukee, USA.

Insulina - Insulina humana regular (R) — Biohulin, doacdo da Biobras
Bioquimica do Brasil, Aguas Claras, MG, Brasil.

Acido cloridrico; Biftalato acido de potassio- utilizado para a padronizacéo
das solugdes de KOH 0,100 mol/L; Acido acético glacial e acido ascérbico- usados
na padronizagédo da solugdo de sulfato de vanadila.— obtidos da VETEC Quimica
Fina LTDA, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

Hidroxido de potassio — ampolas diluit-it obtidos da J.T. Baker, Deventer,
Holanda.

Cloreto de potassio- utilizado para manutengado da forga i6nica; EDTA
dissddico- utilizado para padronizagdo de solugbes de manganés; Sulfato de
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manganés- utilizado para a padronizagdo da solugdo de sulfato de vanadila
obtidos da SIGMA Chemical Company, St Louis, Missouri, EUA.

Todos os outros reagentes P.A. de uso de rotina foram adquiridos da Merck

do Brasil, Diadema, SP, Brasil.

4.1.2 Solugdes

Aloxana - Monohidrato de aloxana, 98%, utilizada na concentragcédo de 50
mg/kg de peso corporal em solugao fisiologica ( NaCl 0,9%).

Solugédo de etanol/agua 70:30 — preparada a partir de etanol absoluto e

agua bidestilada e fervida.

Solugdo estoque de sulfato de vanadio ( VOSO4) 0,0607 mol/L — preparada
a partir do sal VOSOq .

Solugado de KOH etandlico padrao 0,100 mol/L isenta de CO, — a partir de
ampolas diluit-it (Baker).

Solugéo de biftalato acido de potassio (KHP) — preparada a partir do sal,

imediatamente antes do uso.

Solugédo de acido cloridrico etandlico 0,010 mol/L — solugéo estoque .

Solugao de EDTA dissédico 0,01 mol/L — solugao estoque.

Solugédo de sulfato de manganés 0,0099 mol/L — solugao estoque.
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4.1.3 Equipamentos Utilizados

Balanga eletrbnica (Sartori) - Utilizada para pesagem de reagentes e
compostos.

Balanga eletrénica Urano ( modelo UD 6000/1 — L) — utilizada para

pesagem dos animais.

Banho metabdlico com agitagéo (Quimis) -  Aparelho termostatizado com

atmosfera umida.

Espectrofotometro UV / Visivel (Pharmacia LKB-Ultrospec Ill) - Utilizado
para leitura das dosagens de glicose.

Centrifuga baby Fanem — para separagédo do soro das amostras de sangue
coletadas.

Célula termostatizada com banho termostatizado de fabricacdo
Microquimica- para a titulagao potenciomeétrica dos flavondides.

Agitador magnético — para manutencéo da agitagao durante as titulagdes.

pHmetro da marca CORNING, modelo 350 — para medida dos valores de
pH no decorrer da titulacido potenciométrica.

Bureta semi-automatica— para a adi¢ao do titulante.
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4.1.4 Obtencao de Compostos Naturais da Espécie Bauhinia forficata Link

4.1.4.1 Coleta e identificagao

As folhas da espécie vegetal Bauhinia forficata foram coletadas em
novembro de 1998 na cidade de Orleans no sul do estado de Santa Catarina. A
planta foi identificada pelo Professor Daniel de Barcellos Falkenberg do
Departamento de Botadnica da UFSC, onde uma exsicata da espécie foi
depositada sob o numero FLOR-31271.

4.1.4.2 Preparacao do extrato bruto e fragoes

As folhas (960 g) foram secas em estufa de ar a 30 °C, trituradas e
extraidas separadamente por maceragdo exaustiva com EtOH/H,O (8:2) a
temperatura ambiente em dois ciclos de 14 dias. O extrato hidroalcoolico foi
evaporado a vacuo a 50 °C até '/5 do volume inicial € mantido em repouso por dois
dias a 4 °C. Em seguida, esta solugao foi filtrada em papel filtro e o filtrado aquoso
submetido a um particionamento sucessivo com n-hexano, AcOEt, e n-butanol. O
solvente de cada fase organica foi evaporado para a obtengdo das respectivas

fracbes hexano, acetato de etila e n-butanol (Fluxograma 1).

4.1.4.3 Isolamento dos flavonoides das folhas

Conforme descrito por Pizzolatti et al. (2003) com algumas modificagdes, as
fracbes AcOEt e n-BuOH das folhas foram submetidas ao fracionamento
cromatografico em coluna (CC) de silica gel e posteriormente analisadas em
cromatografia de camada delgada (CCD). Nesta analise foram encontrados 5

compostos: o canferol, canferol 3,7-O-(a)-L-diramnosideo, canferol 3-O-3-D-
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glicopiranosil-(1 - 6)-a-L-ramnopiranosil-7-O-a-L-ramnopiranosideo, quercetina
3,7-O-(a)-L-diramnosideo e  quercetina  3-O-[3-D-glicopiranosil-(1 - 6)-a-L-

ramnopiranosil-7-O-a-L-ramnopiranosideo.

4.1.4.4 Caracterizagao dos compostos

Os compostos isolados foram identificados através de técnicas de
espectroscopia de infravermelho, ressonancia magnética nuclear de 'He BC e
espectroscopia de massas (Pizzolatti et al., 20003). O fluxograma 1 representa
esquematicamente os procedimentos experimentais para a obtencdo dos

compostos flavonoidicos a partir das folhas de B. forficata.

Vale a pena ressaltar que os procedimentos de coleta, fracionamento e
caracterizacao dos compostos utilizados nesta dissertacdo estiveram sob a
responsabilidade e coordenagcdo do Prof Dr. Moacir Geraldo Pizzolatti, nao
havendo participacdo direta da mestranda nesta etapa. Por outro lado,
entendemos que o esclarecimento da origem e obtencdo dos compostos facilitam

a interpretacao dos resultados.



Bauhinia forficata

Folhas secas e trituradas
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Maceragédo EtOH/H,0O (2 x 14 dias)

Extrato Bruto Hidroalcoodlico

Particionamento sucessivo com
n-hexano, AcOEt e n-butanol

Fracao soluvel
em n-hexano

Extracao de
ceras, graxas,
resinas e
clorofilas

Fracao soluvel
em AcOEt

Precipitado

Aproximadamente 90%

do composto

Filtrado

Canferol 3,7-O-(a)-
L-diramnosideo

Técnicas de
identificacao

Canferol 3,7-O-(a)-

L-diramnosideo

Fracao soluvel Fracdo aquosa
em n-butanol
Composto Acucares
~ 30% composto Acucares
Cromatografia
em coluna
Composto

triramnosideo +
outros canferois

Fluxograma 1. Representacdo esquematica do fracionamento do extrato bruto
hidroalcodlico das folhas de Bauhinia forficata.
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4.1.5 Compostos Majoritarios Isolados das Folhas da Bauhinia forficata

Composto: canferol

Figura 9. Estrutura quimica do composto canferol.

Composto: canferol 3,7-O-(a)-L-diramnosideo (R=H); quercetina 3,7-O-(a)-L-
diramnosideo (R=0OH).

OH

3R1
HO

5R1| O

HO
IR1

HO

R
R

H

OH

Figura 10. Estrutura quimica dos compostos canferol 3,7-O-(a)-L-diramnosideo e
quercetina 3,7-O-(a)-L-diramnosideo.
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Composto: canferol  3-O-B-D-glicopiranosil-(1 - 6)-a-L-ramnopiranosil-7-O-a-L-
ramnopiranosideo (R=H) e quercetina 3-O-fB-D-glicopiranosil-(1 - 6)-a-L-
ramnopiranosil-7-O-a-L-ramnopiranosideo (R=0OH).

6G
3G IR2 OH
OH/! O
OH 0
OH
3R2
6R2
HO
R=H

R=0OH

Figura 11. Estrutura quimica dos compostos canferol 3-O-f-D-glicopiranosil-
(1 - 6)-a-L-ramnopiranosil-7-O-a-L-ramnopiranosideo e quercetina  3-O-(-D-
glicopiranosil-(1 - 6)-a-L-ramnopiranosil-7-O-a-L-ramnopiranosideo.
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4.1.6 Obtengao de Compostos Naturais da Espécie Cyathea phalerata

4.1.6.1 Coleta e identificagao

Os caules da espécie vegetal Cyathea phalerata foram coletados em abril
de 2002 na localidade de Alto Aririu, municipio de Palhoga no estado de Santa
Catarina. A planta foi identificada pela Professora Lana Silvestre do Departamento
de Botanica da UFRJ, onde uma exsicata da espécie foi depositada sob o niumero
RBR-4287.

4.1.6.2 Preparacao do extrato bruto e fragoes

O extrato etandlico foi obtido a partir do caule fresco por maceracao
exaustiva com EtOH a temperatura ambiente. Este extrato foi submetido a um
particionamento liquido-liquido com n-hexano e AcOEt. O solvente de cada fase
organica foi evaporado para a obtencdo das respectivas fragdes n-hexano e
AcOEt.

4.1.6.3 Isolamento dos flavonodides

A fracdo AcOEt foi submetida ao fracionamento cromatografico em coluna
de silica gel, utilizando como eluente misturas de hexano-acetato de etila e etanol
com gradiente de polaridade crescente. As fragbes recolhidas foram analisadas
em CCD, seguido de purificagdo por recristalizagdo. Apds esta analise foram
encontrados 2 compostos: canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil -D-glicopiranosideo

e acido 4-O-3-D-glicopiranosil caféico.
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4.1.6.4 Caracterizagao dos compostos

Os compostos isolados foram identificados com base nos dados
espectroscopicos de infravermelho, massa, ressonancia magnética nuclear de H
e C, APT e HETCOR e por comparacdo com dados da literatura. O fluxograma 2
representa esquematicamente os procedimentos experimentais para a obtengao

dos compostos a partir do caule de Cyathea phalerata.
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Cyathea phalerata

(caule fresco)

Maceracédo em EtOH

Extrato EtOH
aquoso.

Particionamento com
solventes

Precipitado do
extrato bruto

Fracao
n-hexano

Fracao AcOEt

Fracdo aquosa

Fracionamento
cromatografico
e isolamento

Canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil 3-
D-glicopiranosideo

Acido 3-O-B-D-
glicopiranosil caféico.

Fluxograma 2. Representagcdo esquematica do fracionamento do extrato bruto
etandlico do caule fresco de Cyathea phalerata.
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4.1.7 Compostos Majoritarios Isolados do Caule Fresco da Cyathea phalerata

Composto: canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil 3-D-glicopiranosideo.

Figura 12. Estrutura quimica do composto canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil 3-D-

glicopiranosideo.

Composto: acido 4-O-f3-D-glicopiranosil caféico.

OH 0
0
HO 7 CoH
HO 0
OH

Figura 13. Estrutura quimica do composto acido 3-O-3-D-glicopiranosil caféico.
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4.1.8 Estudo dos Equilibrios Quimicos do Canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo-
VO(IV) e Canferol 3-O-(a)-L-Ramnopiranosil (-D-glicopiranosideo -
VO(IV)

4.1.8.1 Ligantes

O ligante canferol-3,7-O-(a )-L-diramnosideo foi isolado da fragdo n-butanol
das folhas da Bauhinia forficata conforme descrito por Pizzolatti et al. 2003. O
ligante canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil 3-D-glicopiranosideo foi obtido a partir do

extrato etandlico de Cyathea phalerata.

4.1.8.2 Reagentes

O sulfato de vanadio (VOSOy), o cloreto de bario (BaCl, 2H,0) e o cloreto
de potassio (KCIl) de grau analitico P.A. foram utilizados sem prévia purificagao. As
solugdes de hidroxido de potassio (KOH) 0,100 mol/L isentas de carbonatos (CO3)
foram preparadas a partir de ampolas Diluit-it e padronizadas atraveés de titulagdes
com biftalato acido de potassio (KHP), usando fenolftaleina como indicador.

A solugdo estoque de VO** foi preparada pesando-se quantidades
equimolares de VOSO4 e BaCl; e diluindo-se em agua previamente bidestilada e
fervida a 80 °C (para evitar a presengca de CO: dissolvido) até completa
precipitagcdo de sulfato de bario (BaSO,4 , solido branco). Apds, o precipitado de
BaSO, foi removido por filtragdo. A concentracdo exata do metal em solugéo foi
determinada através da titulagdo da mesma com solucdo padrdo de
permanganato de potassio (KMnO,4) através do método que utiliza a reagéo de
oxido-reducao (FURNAN, 1962) (Esquema 1):
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MnO, + 5V0* + 6H,0 - 5V05 + Mn® + 12H° (1)

Esquema (1)

Foi preparada uma solucédo estoque de etanol e agua bidestilada e fervida
70/30 %, v/v, em presencga de KCI 0,100 mol/L (forga iénica). Acido cloridrico 1,0 x
10 mol/L foi adicionado a solucéo etandlica e titulado com KOH padréo, livre de
CO:.,. Esta titulacao foi utilizada para determinar o pKw da solucéo e ser utilizada
como padrédo de calibragdo dos eletrodos e do pHmetro, com o objetivo de ler
diretamente -log[H"] ou seja pH.

4.1.8.3 Solventes

Devido a baixa solubilidade do ligante em meio aquoso, os experimentos
foram realizados em meio etandlico (EtOH/H2O 70:30 v/v), mantendo forga idnica
constante em 0,100 mol/L (KCI). O etanol P.A. foi utilizado como recebido.

4.1.8.4 Medidas de equilibrio potenciométrico

A titulacdo potenciométrica dos ligantes canferol-3,7-O-(a )-L-diramnosideo
e canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil B-D-glicopiranosideo foi realizada em uma
célula termostatizada e selada, com capacidade de 50 mL, mantendo a
temperatura constante em 25,00 £ 0,05 °C em banho termostatizado com agua
circulante em um sistema fechado. A atmosfera foi mantida inerte por um fluxo
continuo de argoénio, fornecido pela White Martins e purificado pela passagem do
fluxo de gas através de uma solugdo de pirogalol em KOH etandlico. Durante a
titulagcdo, as solugdes experimentais foram mantidas sob constante agitagdo pelo

uso de um agitador magneético (Figura 14).
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Figura 14. Sistema utilizado na titulagado potenciomeétrica.

O sistema de medida de pH foi composto de um eletrodo de referéncia tipo
Ag/AgCl e um eletrodo de vidro, ambos da marca Ingold, conectados a um
pHmetro da marca CORNING, modelo 350. O titulante foi adicionado em aliquotas
de 0,05 mL a partir de uma bureta automatica tipo pistdo de 20 mL de capacidade
da marca SCHOTT GERATE. A inclinagdo da resposta do pHmetro foi ajustada
através de titulagdes de solugdes etandlicas (EtOH/H,O 70:30 v/v) padrées de HCI
0,010 mol/L com KOH etandlico (EtOH/H20 70:30 v/v) padrdo 0,100 mol/L, livre de
CO.. Antes de cada titulagado potenciométrica, o sistema (pHmetro + eletrodos) foi
calibrado e ajustado com a solugao etandlica de HCI, diluido e de pH conhecido,
para obter a leitura direta de —log [H'], durante a titulagéo, e a forga idnica foi
mantida constante em 0,100 mol/L com a adi¢cdo de KCI.

As medidas de equilibrio foram realizadas em solu¢des contendo 0,05478
mmols de canferol-3,7-O-(a )-L-diramnosideo e 0,0503 mmols de canferol 3-O-(a)-

L-ramnopiranosil 3-D-glicopiranosideo. O sistema metalico contendo canferol-3,7-
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O-(a )-diramnosideo e VO(IV) na relagéo 2:1 foi estudado com 0,0549 mmols de
canferol-3,7-O-(a )-diramnosideo e 0,0261 mmols de VO(IV), enquanto o sistema
canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil [B-D-glicopiranosideo e VO(IV), relagao
1:1(ligante:ion metalico) foi avaliado com 0,0503 mmols de ambos os

componentes. Cada sistema foi titulado no minimo trés vezes.

O pKw da agua em presencga de etanol (EtOH/H,O 70:30 v/v), acidificada
com HCI de concentracdo conhecida, foi determinado por titulacéo
potenciométrica pela adicdo de aliquotas de KOH etandlico padrédo. O valor obtido
de 14,76 é comparavel ao valor da literatura para um sistema EtOH 25 % + H,O
75 % descrito em torno de 14,78 (CLARKE; MARTELL, 1991).

4.1.8.5 Computagao

Os calculos das constantes de protonacdo e das constantes de
complexagcdo foram determinados com a ajuda do programa computacional
BEST7 e as curvas de distribuicdo das espécies foram obtidas com o auxilio dos
programas SPE e SPEPLOT (MARTELL; MOTEIKAITS, 1992).

4.1.9 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos entre 50-55 dias de idade, obtidos do
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os animais
foram mantidos em gaiolas plasticas e alimentados com ragdo comercial e agua
ad libitum em sala climatizada onde eram submetidos a um ciclo normal de
claro/escuro (luzes acesas das 6 as 19 h). Todos os animais foram
cuidadosamente monitorados e mantidos em concordancia com as
recomendagdes do Conselho Brasileiro de Medicina Veterinaria e do Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal, protocolo 142/CEUA/UFSC.
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4.1.10 Modelo de Diabetes Experimental

O uso do diabetes experimental na pesquisa tem a vantagem de permitir a
analise dos eventos bioquimicos, hormonais e morfolégicos que ocorrem durante
a inducdo ao estado diabético, apds o mesmo ter se instalado, durante a evolugao
a deficiéncia severa de insulina ou até mesmo a morte do animal (ISLAS-
ANDRADE et al., 2000).

Ha varias técnicas para a indugdo do diabetes experimental, as quais
incluem: destruicdo quimica das células B pancreaticas, remogao cirurgica da
massa de células 3 ou a pancreactomia, injuria ao hipotalamo ventromedial, dietas
ricas em agucares, gorduras, ma nutricdo in utero ou altas doses de horménios

contra-regulatorios como os glicocorticéides (ISLAS-ANDRADE et al., 2000).

O estado diabético pode ser induzido quimicamente através da
administracdo de farmacos. Entre os mais utilizados estdo a 2,4,5,6-
tetraoxohexahidropirimidina, aloxana e a 2-deoxi-2-(3-metil-3-nitrosoureido)-D-
glicopiranose, estreptozotocina (FISCHER, 1985; ISLAS-ANDRADE et al., 2000;
VERSPOHL, 2002). A utilizacdo destes compostos, proporciona alteragdes na
morfologia e fungdo das células secretoras de insulina, subsequentemente,
permitindo a perda do controle hormonal sobre o metabolismo de carboidratos
(FISCHER, 1985).

O diabetes foi induzido através de uma unica injecdo intravenosa de
monohidrato de aloxana (Sigma) 5% em solugéo fisiolégica (NaCl 0,9%) na dose
de 50 mg/kg de peso corporal na veia dorsal do pénis de animais, sob anestesia
etérea. Esta solucao foi sempre preparada imediatamente antes do uso. Trés dias
depois foram coletadas as amostras de sangue pela veia do plexo retro-orbital e
os niveis de glicose foram determinados para confirmar o desenvolvimento do

diabetes. Foram considerados diabéticos apenas os animais que apresentavam
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glicose entre 350-460 mg/dL de glicose. A figura 15 mostra o procedimento

utilizado para a indugao do diabetes experimental neste trabalho.

Figura 15. Indugéo do diabetes através da injegao intravenosa de aloxana na veia

dorsal peniana.

4.1.11 Coleta do Sangue e Determinacao da Glicemia

Todos os animais estavam em jejum de aproximadamente 16 horas antes
da coleta de sangue. O sangue foi coletado por capilaridade pelo plexo retro-
orbital em tubos de eppendorf. Apds centrifugadas, aliquotas de 10 pL de soro (em
duplicatas) foram utilizados para dosar a glicose pelo método enzimatico da
glicose oxidase (GLICOSE PAP da LABTEST). As amostras foram incubadas por
15 minutos a 37 °C e as absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro em 505
nm. Todas as dosagens glicémicas foram feitas dentro de uma hora apds a coleta.

Os resultados foram expressos em mg/dL de glicose.

Principio do método segundo descrito por VARLEY et al (1976)
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A glicose oxidase catalisa a oxidagao da glicose de acordo com a seguinte

reagao:

GOD

Glicose + O, + H.0 = Acido Glicdnico + H,0,

O peroxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol sob
acao catalisadora da peroxidase, através de uma reacao oxidativa de acoplamento
que forma uma antipiriquinonimina vermelha cuja intensidade de cor é

proporcional a concentragéo de glicose na amostra.

POD

2H,0, + Aminoantipirina + fenol - Antipirilquinonimina + 4H>O

Através da formula Glicose = Absorbancia ste X 100,

Absorbanciapadrao

O resultado da dosagem foi expresso em mg/dL.

4.2 ENSAIOS BIOLOGICOS

Para todos os ensaios bioldgicos os animais foram mantidos em jejum de
16 horas antes do inicio dos experimentos. Os animais foram divididos em grupos
de cinco, controles e tratados. A glicemia foi dosada nos periodos especificados

para cada grupo.
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4.2.1 Tratamentos Utilizando a Via Intraperitoneal

4.2.1.1 Efeito da insulina 0,1 e 0,5 Ul em ratos normais hiperglicémicos

Os animais foram divididos em diferentes grupos. Grupo |, controle, animais
normoglicémicos, n&o tratado; Grupo Il controle hiperglicémico, receberam glicose
(4 g/kg de peso corporal); Grupo lll (tratado), receberam glicose (4 g/kg) e insulina
na dose de 0,1 ou 0,5 Ul. Amostras de sangue foram coletadas nos tempos 0, 15,

30, 60, 120 e 180 minutos apos o tratamento (fluxograma 3).

4.2.1.2 Efeito da insulina 0,5 Ul em ratos diabéticos induzidos com aloxana
50 mg/kg

Ratos diabéticos foram divididos em: Grupo |, controle diabético, n&o
tratado; Grupo I, diabético, receberam insulina na dose de 0,5 Ul. A glicemia foi
determinada no tempo 0, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos apds o tratamento
(fluxograma 3).

4.2.1.3 Efeito do vanadio(lV) na glicemia de animais diabéticos

Ratos diabéticos foram tratados pela via oral ou intraperitoneal com vanadio
(IV) Grupo |, diabéticos que receberam vanadio (IV) na dose de 0,0146 mmol
(0,0607 mol/L mesma utilizada na preparagado do complexo). Os niveis de glicose
no plasma foram verificados nos tempos 0, 1, 2, 3, 6 € 24 horas apds o tratamento
(fluxograma 4).
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4.21.4 Efeito dos flavondides canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil [3-D-
glicopiranosideo e canferol-3,7-0-(0)-L-diramnosideo na glicemia em

ratos diabéticos

Ratos diabéticos foram divididos em diferentes grupos de cinco animais
cada. Grupo |, controle diabético; Grupo Il diabéticos que receberam por via
intraperitoneal um dos compostos canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil (-D-
glicopiranosideo (C. phalerata) ou canferol-3,7-0-(a)-L-diramnosideo (B. forficata)
na dose de 100 mg/kg. Os niveis de glicose no plasma foram verificados nos
tempos 0, 1, 2, 3, 6 e 24 horas apds o tratamento (fluxograma 4).

C.ontrole

Controle
Normais hiperglicémico

Hiperglicémicos tratados com
insulina 0,1 ou 0,5 Ul

Controle diabético

Diabéticns [

Diabéticos tratados
com insulina 0,5 Ul

Fluxograma 3. Representagcdo esquematica dos ensaios para avaliagdo do
efeito da insulina nas doses de 0,1 e 0,5 Ul em animais normais hiperglicémicos e

diabéticos.
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Diabéticos
Controle Tratados com Tratados com
diabético flavondides solucéo de
(100 mg/kg) vanadio (V)
K-diRh K-3RhG

Fluxograma 4. Representagdo esquematica para avaliagdo do efeito dos
flavondides canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil 3-D-glicopiranosideo (C. phalerata)
e canferol-3,7-0-(a)-L-diramnosideo (B. forficata) na dose de 100 mg/kg e do

vanadio (IV) administrados por via intraperitoneal.

4.2.2 Tratamentos com Diferentes Compostos Naturais por Gavagem pela Via
Oral

Ratos diabéticos foram divididos em diferentes grupos. Grupo |, controle
diabético; Grupo Il a, b, c, tratados, receberam um dos compostos canferol (nas
doses 50, 100 e 200 mg/kg), canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil (3-D-
glicopiranosideo (nas doses 50, 100 e 200 mg/kg), quercetina (100 mg/kg) por via
oral. Os niveis de glicose no plasma foram verificados nos tempos 0, 1,2 e 3 h

apos o tratamento (fluxograma 5).



61

Diabéticos

Controle Tratados com Tratados com
diabético os diferentes solucéo de
flavonoides vanadio (V)
50 mg/kg 100 mg/kg 200 mg/kg

Fluxograma 5. Representagao esquematica dos tratamentos com diferentes

compostos naturais administrados por via oral.

4.2.3 Tratamentos com os Complexos (Flavonéide + Vanadio) pelas Vias Oral

e Intraperitoneal

4.2.3.1 Efeito do complexo canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(IV) 2:1 na

glicemia de ratos diabéticos

Ratos diabéticos foram divididos em diferentes grupos controles e tratados.

Grupo |, controle diabético, ndo tratado; Grupo Il, diabéticos tratados com o

complexo canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(IV) 2:1 100 mg/kg por via oral
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(0,0294 : 0,0146 mmol); Grupo Il diabéticos tratados com o complexo canferol-
3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(IV) 2:1 por via intraperitoneal; Os niveis de glicose
no plasma foram verificados nos tempos 0, 1, 2 , 3, 6 € 24 horas apds o

tratamento (fluxograma 6).

4.2.3.2 Efeito do complexo canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil [-D-

glicopiranosideo - VO(IV) 1:1 na glicemia de ratos diabéticos

Ratos diabéticos foram divididos em diferentes grupos controles e tratados.
Grupo |, controle diabético, ndo tratado; Grupo Il, diabéticos tratados com o
complexo canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil 3-D-glicopiranosideo - VO(IV) 1:1, 100
mg/kg por via oral ( 0,0286: 0,0286 mmol); Grupo |ll, diabéticos tratados com o
complexo canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil 3-D-glicopiranosideo - VO(IV) 1:1 por
via intraperitoneal. Os niveis de glicose no plasma foram verificados nos tempos

0,1, 2,3, 6 e 24 horas apos o tratamento (fluxograma 6).
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Controle
diabético Complexo canferol-3,7-O-(a()-L-
diramnosideo-VO(IV) 2:1 100
/ mg/kg ( 0,0294 : 0,0146 mmol)
Via oral

Diabhéticos

Complexo canferol 3-O-(a)-L-
ramnopiranosil 3-D-
glicopiranosideo - VO(IV) 1:1 100
mg/kg ( 0,0286: 0,0286 mmol)

Via intraperitoneal

Complexo canferol-3,7-O-(a)-L- Complexo canferol 3-O-(a)-L-

diramnosideo-VO(IV) 2:1 100 ramnopiranosil 3-D-

mg/kg ( 0,0294 : 0,0146 mmol) glicopiranosideo - VO(IV) 1:1 100
mg/kg ( 0,0286: 0,0286 mmol)

Fluxograma 6. Representacdo esquematica dos tratamentos com os complexos

(flavonoide + vanadio) pelas vias oral e intraperitoneal.

4.3 DADOS E ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média = E.P.M., conforme numero
de amostras. As comparacgdes estatisticas foram realizadas através da analise de
variancia de uma ou duas vias (ANOVA) seguida pelo pds-teste de Bonferroni pelo
programa INSTAT versdo 2.02. As comparagdes entre dois grupos foram feitas
através do teste “t” de Student. As diferencas encontradas foram consideradas

estatisticamente significativas para um p igual ou menor que 0,05.
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4.4 ANALISE MORFOLOGICA DE FIGADO DE RATOS TRATADOS COM
VANADIO

Ratas entre o 8° e 10° dia de gestagdo foram tratadas com vanadato (0,1
mmol/L) na agua de beber por 4 semanas. O tecido hepatico de ratos de 15 dias
de idade controles e tratados in vivo com vanadato foi retirado, cortado em fatias
de 5 pum de espessura e fixado em Boiun durante 24 h. A desidratacao foi feita
com série crescente de alcool e a inclusao foi em paraplast. Cortes de 5 um foram
corados com hematoxilina-eosina (H.E.) e fotografados em microscépio Nikon. A
analise histologica mostrou nao haver diferenca entre o tecido hepatico dos
animais controles e dos tratados com vanadio, neste periodo sub-crénico de

tratamento (figura 16).

Oportunamente utilizamos ratos tratados com vanadio em concentragdes
proximas as que utilizamos para a preparagao dos complexos para a analise
morfolégica do figado (6rgédo de detoxificacdo) apos o tratamento sub-crénico por
4 semanas. A idade foi escolhida em funcdo da vulnerabilidade dos tecidos
durante este periodo critico do desenvolvimento.



(A) (B)

Figura 16: (A) Figado controle; (B) Figado tratado com vanadato. Cordbes de
hepatdcitos anastomozados (CE); Capilares sinuséides (setas). Coloragédo H.E.
Aumento: 100X. Escala: 100 pm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Parte |

Caracterizagdo do Modelo Experimental do Diabetes Melito Tipo |
Induzido por Aloxana

Aloxana é uma substancia que provoca a destruicdo especifica das células
[3 do pancreas, levando ao estado de deficiéncia de insulina. Os niveis de glicemia
obtidos nos animais sdo bastante variados. Essa variagao pode ocorrer em fungao
das doses administradas, bem como em funcdo da idade do animal ou ainda da
raca, sexo e estado nutricional (FISCHER, 1985; ISLAS-ANDRADE et al., 2000;
VERSPOHL, 2002).

Em estudo anterior realizado por Jorge (2003) em nosso laboratério, foram
avaliadas diferentes doses de aloxana a fim de determinar o melhor perfil do
diabético do tipo | segundo parametros glicémicos. Foram administradas pela via
intravenosa doses de 50, 60 ou 70 mg/kg de peso corporal em uma unica
administragcado conforme descrito na se¢do materiais e métodos. Com a dose de 50
mg/kg obteve-se uma glicemia na faixa de 350-480 mg/dL, para a dose de 60
mg/kg a glicemia variou entre 490-580 mg/dL enquanto com a dose de 70 mg/kg
os valores apresentaram-se ainda maiores, 620-950 mg/dL, caracterizando um
diabetes severo (JORGE, 2003).

A partir destes resultados e levando em consideragéo o estado fisiolégico

geral dos animais optou-se por trabalhar com a dose de 50 mg/kg de peso
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corporal, que caracteriza um modelo diabético experimental com glicemia
moderada.

A tabela 2 mostra uma reducao significativa do peso corporal acompanhada
de um aumento na glicemia dos animais quando comparado ao controle apds o

terceiro dia de inducéo do diabetes.

Tabela 2. Efeito da aloxana na dose de 50 mg/kg no peso corporal e na glicemia
apos o terceiro dia de indugao do diabetes.

GRUPO NORMOGLICEMICOS DIABETICOS
Peso Corporal (g) 210,7 £ 6,2 (54) 172,3 £ 5,6 (70)
Glicemia (mg/dL) 128,5+2,7 (19) 435,9 +6,7* (30)

Os resultados foram expressos como a meédia + E.P.M. de experimentos
realizados em duplicatas. Os numeros entre parénteses significam o numero de

amostras utilizadas para o calculo da média. * significativo para p < 0,05.

5.2 Efeito Agudo da Administracao de Insulina por Via Intraperitoneal na

Curva de Tolerancia a Glicose

A insulina €& o principal hormbnio responsavel pela regulacdo do
metabolismo de carboidratos no organismo. E sintetizada e armazenada nas
células 3 do pancreas e a glicose é o principal secretagogo deste horménio. A
secrecao € bifasica, com uma fase inicial rapida devido a liberagdo da insulina
estocada e uma segunda fase mais lenta, apds a sintese de novo hormdnio
(BEARDSALL et al., 2003).

Na curva de tolerancia a glicose, o individuo recebe uma carga oral de
glicose e as concentracdes glicémicas sao determinadas dentro de um periodo de
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2 horas. Em individuos normais, a glicemia é inicialmente aumentada, atinge um

pico maximo e posteriormente volta ao normal.

Na figura 17, podemos observar que em animais normais hiperglicémicos,
apos 30 minutos da administrac&o oral de glicose (4 g/kg) a glicemia dobrou. Os
niveis hiperglicémicos foram mantidos significativamente altos até os 60 minutos
em relacdo ao tempo zero e voltaram aos niveis basais aos 180 minutos. Este
perfil caracterizou de maneira reproduzivel a curva de tolerancia a glicose neste

modelo experimental.

Ainda na figura 17, a efetividade de acg&o da insulina exdgena (Bioinsulin)
administrada pela via intraperitoneal foi demonstrada utilizando-se duas diferentes
doses. Tanto com a dose 0,1 como 0,5 Ul a insulina impediu o pico da glicemia,
caracteristico neste modelo experimental, ja aos 15 minutos apds a administragéao
do horménio. Reduziu significativamente a glicemia dos 30 aos 180 minutos em
relacdo ao respectivo tempo zero. Além disso, com ambas as doses a insulina
manteve a glicemia significativamente abaixo dos niveis glicémicos basais
comparados ao grupo dos animais normoglicémicos. Estes resultados além de
tracarem um perfil do efeito imediato e efetivo maximo (41,9%) da acéo da insulina
neste modelo, também foram utilizados como padrao para a comparagao dos
efeitos hipoglicemiantes dos flavonoides complexados ou ndo e com o ion vanadio

nos tratamentos pela via intraperitoneal.

Com relacédo a dose e o tempo de acdo, estes resultados estdo de acordo
com os efeitos hipoglicemiantes classicos ja relatados para a insulina (GOKE,
1998; HEI, 1998; NYSTROM; QUON, 1999; BEARDSALL et al., 2003).Também
concordam com os descritos por Jorge et al. (2004) a respeito da agao da insulina
sobre a captagado de glicose em musculo séleo de ratos. Aqueles resultados
mostraram o efeito agudo do horménio de maneira dependente da dose e
significativo para 3,5 nmol/L (0,5 Ul) e 7,0 nmol/L (1,0 Ul) em relagdo a captagao

basal de glicose. A partir dos resultados da figura 17 optou-se por utilizar a dose
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de 0,5 Ul de insulina para a realizag&o da curva de tolerancia a glicose em animais

diabéticos.
* normoglicémico
300+ hiperglicémico
—— hiper + ins 0,1 Ul
T 250+ : :
o * = hiper +ins 0,5 Ul
(@) i *
é 200
8 150
N
O 1004
=)
50
0 T T T T I
0 15 30 60 120 180

Tempo (min)

Figura 17. Efeito da administragdo de insulina 0,1Ul e 0,5 Ul via intraperitoneal na
curva de toleréncia a glicose (4 g/kg). Os resultados s&o a média £ E.P.M. de
experimentos realizados em duplicatas (n=5); * significativo para p < 0,05 em

relacao aos respectivos tempos zero.

Conforme mostrado na figura 18 foram estudados os efeitos da insulina na
dose de 0,5 Ul administrada por via intraperitoneal na curva de tolerancia a glicose
em animais diabéticos em jejum prévio de aproximadamente 16 horas. Os niveis

de glicose foram medidos nos tempos zero, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos.

A figura 18 mostra que apdés a administracdo da insulina, os niveis de
glicose em ratos diabéticos apresentaram uma redugéo continua ja a partir dos 15
minutos. Nos tempos 60, 120 e 180 minutos a atividade da insulina em relagao ao
tempo zero, foi de 16%, 54,6% e 67,5% respectivamente. Os niveis de glicose
plasmatica foram mantidos inferiores ao controle diabético em todos os tempos.
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Comparando-se a atividade da insulina (0,5 Ul) entre os animais diabéticos
(figura 18) e os animais normais hiperglicémicos tratados com o hormoénio (hiper +
insulina 0,5 Ul; figura 17), observa-se que a hipoglicemia do grupo hiper+ insulina
0,5 Ul da figura 17 foi mais rapida, ocorrendo ja aos 60 minutos (I 39,6%), 120
minutos (1 41,9%) e aos 180 minutos (! 24,6%).

—=— controle diabético
—o— diabético + ins 0,5 Ul

(&)

o

o
|

Glicemia (mg/dL)
N w B
8 8 8

1004

[ [ [ [ [
15 30 60 120 180
Tempo(min)

Figura 18. Efeito da administragdo de insulina 0,5 Ul via intraperitoneal na
glicemia em animais diabéticos. Os resultados sdo a média + E.P.M. de
experimentos realizados em duplicatas (n=5); ** significativo para p < 0,001 em
relagcado ao respectivo tempo zero.

No estado diabético, ndo ha producdo nem secrecdo do horménio pelas
células B pancreaticas, o que leva a uma hiperglicemia crénica. A administragédo
de insulina exdgena, difere da secregao fisioldgica pois ndo ocorre a mimetizagéao
do perfil bifasico de elevagao rapida e declinio normal da insulina em resposta ao
alimento e também o horménio difunde-se para a circulagcao periférica ao invés de
ser liberado na circulagdo porta (PILLAI; PANCHAGNULA, 2001;
KASLAUSKAITE; FOGELFELD, 2003).
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Considerando essas diferencas de secregcdo hormonal, a resposta
hipoglicémicado individuo diabético a insulina administrada exogenamente foi
melhor observada que para os ratos normais sob condi¢gbes hiperglicémicas.
Como pode ser observado na figura 18, a agdo do horménio foi continua desde os
15 minutos e maior nos tempos de 120 e 180 minutos mesmo nao havendo o perfil
bifasico caracteristico da condigao fisiolégica normal.

A efetividade desta resposta insulinica em animais que mimetizam o estado
diabético é de extrema relevancia neste trabalho uma vez que os efeitos
hipoglicemiantes dos flavondides que estudamos até o momento parecem atuar,
preferencialmente, em tecidos alvos da insulina e ndo por induzir a secregao
hormonal (SILVA et al., 2002; DE SOUSA et al., 2004; JORGE et al., 2004). Isto
foi corroborado pelo fato de que, sem duvida, a hipoglicemia foi observada sempre
em animais diabéticos e foi insignificante quando estudados em animais
normoglicémicos. No entanto, cabe ressaltar que € de nosso interesse dosar os
niveis de insulina residual em animais que foram induzidos o diabetes

farmacologicamente.

5.3 Estudo da Relagao Estrutura-Atividade de Flavondides na Glicemia de
Ratos Diabéticos

5.3.1 Provenientes das folhas da B. forficata

Os flavondides constituem uma ampla classe de polifendis de relativa
abundancia entre os metabdlitos secundarios de vegetais (SIMOES et al., 2001) e
muitas das propriedades biologicas conhecidas estdo relacionadas a estrutura
quimica e habilidade de interagir com moléculas organicas (SAIJA et al., 1995). A
estrutura quimica dos polifendis determina a taxa e a extensdo de absorgéo

intestinal, além da natureza dos metabdlitos circulantes no plasma.
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Foi estudado o composto canferol, um dos constituintes da fragdo n-butanol
das folhas da B. forficata, nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg. A glicemia foi
acompanhada durante um periodo agudo (0, 1, 2 e 3 horas) apés o tratamento por
via oral em ratos diabéticos conforme mostrado na figura 19. Nenhuma das trés
doses foi significativa em reduzir a glicemia dos animais tanto comparado aos

respectivos tempos zero quanto ao controle diabético.

—=— controle diabético

>%07 —— canferol 50 mg/kg v.o.
T 500 —— canferol 100 mg/ kg v.o.
% canferol 200 mg/ kg v.o.
E
8
£
()]
2
@ 350-

300 T T T

1 2 3
Tempo (h)

Figura 19. Efeito agudo da administragéo do canferol (via oral) isolado das folhas
de Bauhinia forficata em ratos diabéticos induzidos por aloxana. Os resultados
foram expressos como a média + E.P.M. de experimentos realizados em
duplicatas (n= 5).

Outros flavonoides com estrutura semelhante ao canferol, como a
quercetina, a miricetina, a naringenina, possuem atividade hipoglicemiante
comprovada. Por exemplo, a quercetina, quando administrada por via oral em
doses de 10-50 mg/kg de peso corporal foi capaz de normalizar os niveis de
glicose plasmatica, aumentar o conteudo de glicogénio hepatico e reduzir o
colesterol e LDL no soro de ratos diabéticos (NURALIEV; AVEZOV, 1992). A

miricetina, estimula a captagdo de glicose no tecido adiposo, ndo afeta a
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autofosforilagdo do receptor de insulina nem a atividade tirosina-quinase deste
receptor (ONG;KHOO, 1996,2000).

Flavondis, isoflavonas, flavonas e antocianinas geralmente s&o glicosiladas
e 0 agucar comumente ligado € a glicose ou a ramnose. A glicosilagao influencia
as propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas dos polifendis, além de afetar a
absor¢cdo dos mesmos pelas células intestinais (TAPIERO et al., 2002). Por
exemplo, em estudo realizado por Scalbert et al. (2002), a absor¢cdo dos
glicosideos da quercetina foi avaliada em voluntarios ileostomizados. A absorgéo
dos glicosideos foi maior (52%) que a da aglicona (24%). Ao contrario, os

ramnosideos da quercetina foram menos absorvidos nas mesmas condic¢des.

O trabalho de De Sousa e colaboradores (2004) e Jorge e colaboradores
(2004) demonstraram que o composto canferol 3,7-O-(a)-L-diramnosideo
apresentou efeitos hipoglicemiantes significativos. Comparando este resultado
com o obtido para o canferol livre e a literatura disponivel, podemos inferir que a
presenga dos agucares ligados a estrutura basica dos flavonodides & importante
para a atividade hipoglicemiante.

Um outro flavondide presente na fracdo n-butanol das folhas da B. forficata
e com estrutura quimica muito semelhante ao canferol foi estudado neste modelo.
ApoOs os compostos glicosilados desta fragdo em estudo passarem por um
processo de hidrolise, foi obtida a quercetina para estudar o efeito agudo por via

oral em ratos diabéticos. A dose escolhida foi 100 mg/kg para o tratamento.

Como pode ser observado na figura 20, a administragdo da quercetina em
animais diabéticos apresentou leve efeito hipoglicemiante (7,8%) na primeira hora

apos o tratamento. Apds, a glicemia voltou a niveis similares ao tempo zero.
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Figura 20. Efeito agudo da quercetina (100 mg/kg) via oral (v.0.) em ratos
diabéticos induzidos por aloxana. Os resultados foram expressos como a meédia +
E.P.M. de experimentos realizados em duplicatas (n= 5). * Significativo para p<
0,05 em relacao ao respectivo tempo zero.

Segundo estudo realizado por Vessal e colaboradores (2003), a quercetina
administrada nas doses de 10 e 15 mg/kg de peso corporal por via intraperitoneal,
nao apresentou efeito sobre os niveis glicémicos de animais normais, n&o alterou
a curva de tolerancia a glicose, nem a atividade da hexoquinase hepatica. Neste
mesmo ensaio, a quercetina reduziu significativamente a glicemia dos animais
diabéticos em 8 a 10 dias de tratamento com as duas doses utilizadas, aumentou
as atividades das enzimas hexoquinase e glicoquinase hepaticas e normalizou as
curvas de tolerdncia a glicose em ratos diabéticos. Foi observado também um
aumento significativo do numero de ilhotas pancreaticas tanto em animais normais
quanto diabéticos. Ainda, de acordo com Vessal e colaboradores, os efeitos
benéficos da quercetina relatados neste trabalho poderiam ser atribuidos a
habilidade da quercetina em regenerar as células 3 pancreaticas e aumentar a

liberacdo de insulina.
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Contrastando ao relatado no trabalho de Scalbert, resultados usando
células Caco-2 indicam que embora os glicosideos da quercetina sejam capazes
de passar através de monocamadas de células, sua eficiéncia € muito menor do
que a da aglicona. Isso reforca a idéia que a hidrélise dos glicosideos da
quercetina substancialmente acelera a absor¢cdo no intestino delgado (MUROTA;
TERAO, 2003).

Piskula e Terdo (1998) mostraram que a solubilidade da quercetina nos
veiculos utilizados para a administragdo em ratos, influencia grandemente a
eficiéncia da absorgao da quercetina. Apoiado nestas observagdes e nos efeitos ja
descritos para a quercetina anteriormente, o resultado obtido na glicemia com a
administracdo da dose de 100 mg/kg por via oral, poderia certamente corroborar
os descritos por Nuraliev; Avezov (1992) e os de Vessal et al. (2003) utilizando-se
modelos de animais diabéticos que possibilitem o estudo de um periodo sub-

cronico e/ou crénico.

No trabalho de De Sousa (TCC), desenvolvido em nosso laboratério, foi
demonstrado que tanto o extrato quanto as fragdes n-butanol e acetato de etila
nao apresentaram efeito hipoglicemiante significativo em ratos normais e
diabéticos tratados diariamente por até um periodo de trinta dias o que nos levou a
substituir um tratamento sub-crénico por um modelo de tratamento agudo.
Também, devido a fragao de acetato de etila sempre mostrar uma forte tendéncia
a diminuir a glicemia nos tratamentos sub-crénicos foi que decidimos testar esta

fragdo em tratamentos agudos como o que descrevemos nesta dissertacao.

Como ja descrito nesta dissertacdo (na segao introdugado), resultados
anteriores deste labortatorio dos estudos do efeito hipoglicemiante do extrato,
fragbes e alguns compostos das folhas da B. forficata, mostraram uma forte
atividade hipoglicemiante e deste sistema todo em estudo, um composto, o
canferol 3,7-O-(a)-L-diramnosideo (K-diRh) foi o melhor estudado (DE SOUSA,
TCC; SILVA et al., 2002; DE SOUSA et al., 2004; JORGE et al., 2004). Portanto,
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estes resultados prévios despertaram o interesse para que o estudo principal
desta dissertagdo fosse a elucidagcdo da relagdo estrutura-atividade entre os
flavonodides glicosilados ou n&o e, por isso, temos como referéncia o canferol 3,7-
O-(a)-L-diramnosideo na dose de 100 mg/kg (melhor efeito hipoglicemiante em

animais diabéticos) num periodo agudo de tratamento.

A figura 21 mostra o efeito do canferol 3,7-O-(a)-L-diramnosideo (100
mg/kg) num periodo agudo (0, 1, 2, 3, 6 e 24 horas) por via intraperitoneal (figura
21A) em comparagdo a um periodo agudo (0, 1, 2 e 3 horas) por via oral do
composto (mesma dose e mesma origem) na glicemia de animais diabéticos. Esta
figura tem por propdsito mostrar ndo s6 a poténcia do composto mas também

elucidar a via mais efetiva para uma melhor agéo hipoglicemiante.

Os efeitos do K-diRh foram estudados quando o composto foi administrado
pela via intraperitoneal na dose de 100 mg/kg a ratos diabéticos em jejum de
aproximadamente 16 horas por um periodo mais longo de tratamento do
usualmente estudado para este composto. Conforme demonstra a figura 21A, o
K-diRh apresentou efeito hipoglicémico nos tempos 1, 2, 3 e 6 horas apds a
administracdo quando comparado ao respectivo tempo zero, sendo que a
atividade hipoglicemante maxima foi observada na terceira hora apds o tratamento
(20,3%). Quando comparado ao controle diabético a redugdo da glicemia foi
significativa até a terceira hora.

Com o objetivo de esclarecer o tempo de absor¢ado deste composto, Jorge
2003, observou que o K-diRh (100 mg/kg) administrado pela via oral também teve
efeito hipoglicemiante no periodo de 1 a 6 horas apos o tratamento, sendo que a
atividade maxima foi observada na terceira hora (21,5%). Como pode ser
observado, independente da via de administracdo, o K-diRh, que possui duas
ramnoses ligadas a estrutura fendlica nas posicbes 3 e 7, apresentou efeitos
significativos na redugédo da glicemia nos periodos de 1 a 6 horas em animais
diabéticos tanto por via oral (JORGE, 2003) quanto por intaperitoneal (figura 21A).
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Figura 21. Efeito agudo do canferol 3,7-O-a-L-diramnosideo isolado das folhas de
Bauhinia forficata em ratos diabéticos induzidos por aloxana. (A) Intraperitoneal;
(B) Via oral por gavagem (Adaptado de DE SOUSA , 2003). Os resultados foram
expressos como a meédia + E.P.M. de experimentos realizados em duplicatas (n=
5). * Significativo para p< 0,05 em relagdo ao grupo tratado com o respectivo
tempo zero.
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O K-diRh (curva dose-resposta) pela via oral, descrito por De Sousa,
2003, em todas as doses testadas apresentou uma queda significativa na
glicemia. A dose de 50 mg/kg apresentou uma reduc¢do na glicemia apds 1 e 2
horas de tratamento, sendo a queda maxima em 1 horas apds o tratamento
(13,3%). Ja as doses de 100 e 200 mg/kg apresentaram efeito hipoglicémico
durante todo o periodo estudado. As atividades maximas foram de 20,5% e 21,5%
na segunda hora apdés o tratamento, respectivamente. Entretanto, na
administracdo das mesmas doses de 50, 100 e 200 mg/kg em ratos normais,
apenas a dose mais alta do composto apresentou uma queda significativa na
glicemia apds 1 hora de tratamento (DE SOUSA et al., 2004). Comparando-se
novamente com os resultados do canferol (figura 19) e da quercetina (figura 20),
podemos observar que a presenga de acgucares ligados a estrutura flavonoidica
parece importante para a atividade hipoglicemiante dos compostos administrados

por via oral.

Conforme descrito na literatura, em estudo realizado por Zarzuelo e
colaboradores (1996), ratos diabéticos foram tratados com luteolina 5-O-3-
rutinosideo (flavondide glicosilado) na dose de 2 mg/kg por via oral durante 20
dias. A administracdo do composto resultou em um aumento significativo dos
conteudos de ADN e insulina pancreaticos. Os resultados apontam que este
flavonoide reduziu significativamente a glicemia sem alterar os niveis de insulina

plasmaticos.

Ainda, a silimarina, outro flavondide encontrado em plantas, possui efeitos
antioxidantes protetores em varios modelos experimentais. Em estudo realizado
por Soto e colaboradores (1998), a silimarina (doses de 200 mg/kg via oral)
preveniu 0 aumento dos niveis de glicose plasmatica induzido pela aloxana em

ratos quando tratados por um periodo agudo (0 a 130 horas).
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5.3.2 Provenientes do caule fresco da Cyathea phalerata

A sintomatologia classica do diabetes é decorrente da hiperglicemia crénica
e da hiperosmolaridade, refletindo no metabolismo glicidico, lipidico e protéico,
sendo caracteristica a perda de peso, poliuria, polidipsia, polifagia, diurese
osmotica e glicosuria. As consequéncias a longo prazo decorrem de alteragdes
micro e macrovasculares que levam a disfungdo, dano ou faléncia de varios
orgaos (CONSENSO BRASILEIRO DE DIABETES, 2002; BEARDSALL, et al.,
2003). Ha um interesse crescente nas aplicagbes terapéuticas de plantas
medicinais e de bioflavondides no tratamento e preven¢ao de doencas, inclusive o
diabetes, porém a maioria dos estudos mostram o efeito dos flavondides como
potenciais antioxidantes e poucos sdo os estudos relacionados com o
metabolismo de carboidratos ( ONG; KHOO, 2000; VESSAL et al., 2003).

Espécies representantes da familia Cyatheaceae, acumulam flavonois O-
glicosideos, predominantemente 3-O-glicosideos do canferol e quercetina e C-
glicosilflavonas e flavanonas (HIRAOKA; HASEGAWA, 1975; HIRAOKA; MAEDA,
1979; WALLACE, 1989). Cunha et al. (2003) realizaram o estudo fitoquimico da
Cyathea phalerata (C. phalerata), resultando no isolamento e caracterizagado
estrutural de dois flavondides glicosilados contendo o canferol e o acido caféico
como agliconas: acido-3-O-B-D-glicopiranosilcaféico e canferol 3-O-a-L-

ramnopiranosil 3-D-glicopiranosideo.

Apoiado nos resultados obtidos com o K-diRh e de outros flavonodides
descritos na literatura como hipoglicemiantes (ONG;KOO, 1996,2000; ZARZUELO
et al., 1996; JORGE, 2003; VESSAL et al., 2003; DE SOUSA et al., 2004), foi
estudado o flavonoide canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil B-D-glicopiranosideo (K-
3RhG) na glicemia de ratos diabéticos. Devido ao fato de que os flavondides
anteriormente estudados apresentaram pouco ou nenhum efeito na glicemia de

animais normais, optou-se por realizar os ensaios somente em ratos diabéticos.
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O flavondide canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil B-D-glicopiranosideo foi
testado nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg por via oral em animais diabéticos
induzidos por aloxana. Os niveis glicémicos foram estudados durante os tempos 0,

1, 2 e 3 horas apods o tratamento.

—=— controle diabético

—— K-3RhG 50 mg/kg v.o.
—— K-3RhG 100 mg/kg v.o.
—o— K-3RhG 200 mg/kg v.o.

Tempo (h)

Figura 22. Curva de dose-resposta do canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil 3-D-
glicopiranosideo (via oral), isolado do caule fresco de Cyathea phalerata em ratos
diabéticos induzidos por aloxana. Os resultados foram expressos como a meédia +
E.P.M. de experimentos realizados em duplicatas (n= 5). * Significativo para p<
0,05 em relag&o ao grupo tratado com o respectivo tempo zero.

A dose de 50 mg/kg apresentou uma reducgédo significativa na glicemia em
todo o periodo estudado, sendo a queda maxima em 1 hora apos o tratamento
(17,2%), mantida durante o restante do tempo. A dose de 100 mg/kg exibiu efeitos
hipoglicemiantes significativos durante todo o tempo avaliado. A atividade
hipoglicémica maxima ocorreu nas duas horas e foi de 25,9% em relagdo ao
tempo zero. Apesar dos valores na terceira hora das doses de 50 e 100 mg/kg
terem aumentado, eles ainda apresentam-se significativamente abaixo dos valores
de tempo zero respectivo para cada grupo, assim como, abaixo do grupo controle
diabético de 1 a 3 horas.
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Por outro lado, a dose de 200 mg/kg n&do apresentou diferencas
estatisticamente significativas em relagdo ao respectivo tempo zero. O composto
nesta dose (a maior por nos estudada) apresentou um comportamento
praticamente igual ao grupo controle. Em resultados anteriores com a fragéo n-
butanol da B. forficata demonstramos que as doses mais altas estudadas (600 e
800 mg/kg) estatisticamente significativas como hipoglicemiante em animais
diabéticos, ndo mostraram diferencas significativas entre as doses (SILVA et al.,
2002). Fato semelhante também ocorreu quando utilizamos o composto
canferitrim purificado das folhas da B. forficata para estudar o efeito agudo deste
composto em ratos diabéticos. As doses mais altas estudadas, ambas com efeito
hipoglicemiante ndo mostraram diferenga entre o efeito das duas (DE SOUSA et
al., 2004). Fazendo uma analogia a nossa experiéncia com 0 mecanismo de agao
de hormonios (tri-iodotironina, T3) e o 1a, 25- (OH), vitamina D3 (substancias
altamente purificadas) quando foram estudadas em tecidos alvos que
conhecidamente possuem receptores para estas substancias (célula de Sertoli e
enterdcito de pinto, respectivamente), também mostraram um efeito semelhante a
um platdé em funcdo de doses crescentes (SILVA et al., 2001; SILVA et al., 2002;
VOLPATO et al., 2004; NORMAN et al., 2002). Considerando o que acontece em
funcdo da dose dos horménios que ja estudamos e ao que temos observado com
0os compostos naturais, temos como meta estudar os parametros cinéticos (K, e
Vmax) destes compostos na captagdo de glicose em um tecido alvo da insulina
(musculo s6leo) no intuito de esclarecer o(s) possiveis sitios de ligagao para estes

compostos em sistemas bioldgicos in vitro.

A figura 23 mostra o efeito do canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil 3-D-
glicopiranosideo (dose escolhida em fungcdo do efeito na curva dose-resposta)
apos um periodo longo de tratamento pela via intraperitoneal.
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Figura 23. Efeito agudo do canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil 3-D-glicopiranosideo
(via intraperitoneal) isolado do caule fresco de Cyathea phalerata em ratos
diabéticos induzidos por aloxana. Os resultados foram expressos como a média *
E.P.M. de experimentos realizados em duplicatas (n= 5). * Significativo para p<
0,05 em relag&o ao grupo tratado no respectivo tempo zero.

O canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil -D-glicopiranosideo administrado por
via intraperitoneal na dose de 100 mg/kg apresentou efeito hipoglicémico nos
tempos 1, 2 e 3 horas apdés a administragdo quando comparado ao respectivo
tempo zero, bem como, quando comparado ao controle diabético.

Estes resultados estdo de acordo com o relatado na literatura para periodos
agudos (0-3 horas) e prolongados (0-24 horas) de tratamento por via oral para o
K-diRh (JORGE, 2003; DE SOUSA et al., 2004). Comparando-se os resultados do
canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil -D-glicopiranosideo (figura 23) com os da
figura (K-diRh) (figura 21A), podemos observar que o flavonoide da C. phalerata
(figura 23) apresentou uma reducéo significativa na glicemia de zero a trés horas
enquanto o K-diRh (figura 21A, via i.p) teve um efeito hipoglicémico significativo
até as seis horas apoés o tratamento, seguindo protocolo experimental semelhante.

Ainda que o periodo de acdo do canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil 3-D-
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glicopiranosideo tenha sido menor, a poténcia hipoglicemiante deste composto no

mesmo periodo (de 0 a 6 h) foi melhor que o K-diRh.

E possivel que o K-diRh (B. forficta) e o canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil
[-D-glicopiranosideo (C. phalerata) exergam um efeito proeminente na glicemia de
animais diabéticos através da ativagdo no metabolismo da glicose em tecidos

sensiveis a insulina, uma vez que a aloxana causa a destruicio das células (3.

Os flavonoides ja demonstraram efeitos no metabolismo da glicose como
por exemplo, a quercetina que € um potente bloqueador da fosforilacdo de
substratos exdgenos catalizada pela tirosina quinase do receptor de insulina. Em
adipdcitos isolados de ratos, a quercetina inibiu os efeitos estimulatorios da
insulina no transporte, oxidagao e incorporagao da glicose em lipidios e também a
lipogénese. A autofosforilagdo do receptor de insulina estimulada pelo horménio e
o efeito da insulina em inibir a lipdlise ndo foram afetados pela quercetina
(SHISHEVA; SHECHTER, 1992). Além dela, a miricetina, outro flavonoide
amplamente distribuido em plantas, estimula a captagdo de glicose no tecido
adiposo por aumentar a velocidade de captacao (Vmsx), sem alterar o K. Também
foi demonstrado neste mesmo tecido que a miricetina ndo afeta a autofosforilacdo
do receptor de insulina nem a atividade tirosina-quinase deste receptor. Através de
métodos de imunodeteccdo estes autores mostraram que a estimulagdo da
captacdo de glicose pela miricetina ndo € por consequéncia do estimulo da
translocacdo do transportador de glicose para a membrana plasmatica
(ONG;KHOO, 1996, 2000). Ja a silimarina, outro flavondide extraido de plantas,
apresenta uma atividade anti-hiperlgicémica por proteger as células [3 pancreaticas
do estresse oxidativo e ndo por agir diretamente no metabolismo da glicose
(SOTO et al., 1998).

As relagbes estrutura-atividade dos flavondides sdo estudadas
extensivamente para melhor entendimento de quais caracteristicas estruturais sao

mais importantes nas varias fungcdes. Contudo, a ampla presenca na natureza, a
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diversidade de formas e as mudangas metabdlicas dos flavondides resultam em
dificuldades para a elucidacdo destas relagdes (SATTERFIELD; BRODBLET,
2001).

Os flavonodides sdo amplamente distribuidos em plantas e bebidas como
conjugados glicosidicos, nos quais um ou mais grupos agucares estao ligados aos
grupos fendlicos por ligagdes glicosidicas (TAPIERO et al., 2002; MUROTA;
TERAO, 2003). Embora o mecanismo preciso de absorgdo pelas células
intestinais seja desconhecido, o centro agucar do glicosideo parece ser um
determinante importante para o sitio de absor¢cdo. Como exemplo, a quercetina
derivada dos alimentos que se encontra principalmente como seus glicosideos e a
efetividade da absorcédo e das acdes é amplamente modificada pela posicdo do
grupo acgucar ligado a estrutura fendlica basica. Além disso, os glicosideos
contendo glicose sao provavelmente melhor absorvidos do que outros agucares
comumente encontrados em flavonéides (MUROTA; TERAO, 2003).

A partir dos resultados expostos, propés-se que o mecanismo hipoglicémico
do K-diRh envolveria um efeito tipo insulina por influenciar no consumo periférico
de glicose, ou potenciagdo do efeito da insulina residual e menos provavelmente
por inibicdo da reabsorcdo de glicose pelo rim ou redugdo no catabolismo da
insulina (inibicdo das insulinases). Outro ponto relevante €& que o efeito
hipoglicémico do K-diRh em ratos diabéticos foi marcadamente mais potente
(cerca de 4 vezes) quando comparado a fragao n-butanol da B. forficata (fracéo de
onde foi obtido este composto) usando um protocolo semelhante, enfatizando
entdo, a importancia do K-diRh na fracdo (DE SOUSA et al., 2004).

O canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil [-D-glicopiranosideo possui a
estrutura semelhante ao K-diRh, difere no tipo e posi¢cdo dos agucares ligados,
uma ramnose ligada na posigdo 3 e uma glicose unida a ramnose por ligagao
glicosidica. Este apresentou uma ac&o hipoglicemiante mais potente que os
compostos isolados da B. forficata, especialmente o K-diRh. Desse modo,
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podemos sugerir que o tipo e a posicdo dos agucares unidos a estrutura fendlica
dos flavonoides é de importancia fundamental para a atividade hipoglicémica dos
mesmos. Isso esta de acordo com relatos da literatura sobre a importancia dos
agucares na absor¢dao e no metabolismo dos flavondides, bem como nos efeitos
fisiolégicos e nas caracteristicas de hidro e lipofilicidade dos mesmos como por
exemplo os estudos de Murota e Terdo (2003), Scalbert et al. (2002) e Tapiero et
al., (2002). Neste sentido, ainda sdo necessarios estudos para elucidar o modo de
absorcédo dos flavonoides glicosilados.

Foi demonstrado em trabalhos anteriores deste laboratério que os
flavonodides glicosilados das folhas da B. forficata, especificamente o K-diRh,
possui um potencial efeito hipoglicemiante no diabético moderado. Este
composto, num periodo agudo, apresentou efeito melhorado na redugdo da
glicemia apds ser incorporado em membranas lipossémicas. Além disso, o K-diRh
mostrou uma acdo insulino-mimética na captagdo de [“C] DG, sem no entanto
alterar a sintese protéica. Estes dados levantam a hipotese de que este composto
possa estar atuando na velocidade de entrada da glicose (Vnsx) nas células e/ou
na translocacdo dos carregadores de glicose para a membrana plasmatica
(JORGE et al., 2004). Uma vez que, nédo afetou a glicosuria (JORGE, 2003) e
conforme demonstrado por De Sousa (2003) o composto também nao alterou a
absorcéo intestinal da glicose e n&o influenciou a curva de tolerancia a glicose.
Estes resultados também reforcam que o efeito do K-diRh seja principalmente

através da regulagao da glicose nos tecidos sensiveis a insulina.

Estudos complementares para a elucidacdo da bioatividade do canferol 3-
O-(a)-L-ramnopiranosil [3-D-glicopiranosideo (C. phalerata) e do K-diRh (B.
forficata) na glicemia, na captagdo da glicose em tecidos alvo da insulina, no
estudo das constantes cinéticas da captagdo de glicose sob a regulacdo do
composto em tecido muscular sédo objetivos pertinentes para melhor compreensao

da bioatividade destes compostos.
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Parte Il

5.4 Estudos de Equilibrio Quimico do Canferol-3,7-O-(a)-L-Diramnosideo-

VO(IV) e do Canferol 3-O-(a)-L-Ramnopiranosil-3-D-Glicopiranosideo-
VO(IV)

5.4.1 Medidas do Equilibrio Potenciométrico do Sistema Canferol-3,7-O-(a)-
L-diramnosideo-VO(IV)

As curvas de titulagcdo potenciométrica do sistema canferol-3,7-O-(a)-L-
diramnosideo-VO(IV) sdo mostradas na Figura 24. A curva A representa o
canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo livre e a curva B representa o sistema canferol-
3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(IV) na razao 2:1.

12
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-log[H']
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a (mmol de KOH / mmol de ligante)

Figura 24. Curvas dos equilibrios potenciométricos para o sistema canferol-3,7-O-
(a)-L-diramnosideo-VO(IV) a 25,00 + 0,05 °C e forga idnica p = 0,100 mol/L (KCI).
A) 0,05478 mmol de canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo em 35,00 mL de solugéo
EtOH/H,0O (70:30); B) 0,05490 mmol canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo e 0,02610
mmol de VO(IV) em 35,00 mL de solugdo EtOH/H20 (70:30).
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Os valores negativos na abscissa sao quantidades de acido adicionado em
excesso e neutralizado pela base. A curva A mostra duas regides tamponadas,
uma em valores baixos de pH devido a neutralizacdo do excesso de acido
adicionado e o segundo tampé&o entre pH 8,5 até 10,5 , devido ao equilibrio acido-
base do ligante (canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo). A curva B mostra uma regiao
tampéo até a = 0,75 mol de KOH/mol de ligante, correspondendo a neutralizagao
de 0,75 mol de prétons do ligante. Os experimentos foram interrompidos em pH
9,0 devido a precipitagao, provavelmente um produto da hidrélise do ion metalico
(VO(IV)).

As constantes dos equilibrios de protonacdo e a formacdo das espécies
complexadas do canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo com o ion VO(IV) séao
definidas pelas Equagdes 1 - 4, onde L* e H.L representam as espécies
desprotonada e protonada do ligante, respectivamente; VO?* ¢é o jon metalico
aquoso e VOHL" e VOH,L, sdo as espécies 1:1 e 1:2 (metal:ligante). Estas foram
as Uunicas espécies complexadas detectadas e sdao mono- e diprotonadas,
respectivamente. Os valores das constantes desses equilibrios estao listados na
Tabela 3 e sédo definidas pelos equilibrios 1 - 4.

HL  + H* = HaL (2)
L>  +VO*+ H* =  VOHL' (3)

VOHL® + HL = VOH,L, (4)



88

Tabela 3: Constantes de protonagdo do canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo e
constantes de ligagcdo com ion metalico VO(IV) a 25,00 £ 0,05 °C e p = 0,100
mol/L (KCI).

Espécies Log K
[HLY[HT [L*] 12,65 + 15,0
[HzLJ[HL] [H] 9,14 + 3,0

[VOHL'J[L*] [VO*] [H'] 20,6 +2,0
[VOH_,L2)/[VOHL™ [HL] 19,9+ 3,0

As curvas de distribuicdo das espécies do sistema canferol-3,7-O-(a)-L-
diramnosideo-VO(IV) (2:1) em fungdo de —log[H"] sdo mostradas na Figura 25. A
percentagem de formacéo foi calculada considerando o ion metalico como 100%.
O ion metalico e o canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo livres em solugdo aparecem
em valores de pH baixos e diminuem conforme o pH aumenta, dando origem a
espécie VOHL (1:1 monoprotonada) que é formada 55% em pH 4,7. Esta espécie
diminui em valores de pH maiores dando espago a espécie VOH,L, (1:2
diprotonada), que é a espécie predominante em pH fisiolégico (7,4) com 95% de

formacéo.
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Figura 25. Curvas de distribuicdo de espécies do sistema canferol-3,7-O-(a)-L-
diramnosideo-VO(IV) em func¢éo de —log[H’] para uma solugéo contendo 0,05490
mmol canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo e 0,02610 mmol de VO(IV) a 25,00 + 0,05
°C e forga idnica p = 0,100 mol/L (KCI).

A estrutura proposta que melhor representa a interacdo do sistema
canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(IV) (2:1) em pH 7,4 é mostrada na Figura

26.
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Figura 26. Estrutura proposta para a interagcdo do sistema canferol-3,7-O-(a)-L-
diramnosideo-VO(IV) (2:1).
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5.4.2. Medidas do Equilibrio Potenciométrico do Sistema Canferol 3-O-(a)-L-

ramnopiranosil 3-D-glicopiranosideo- VO(IV)

As curvas de titulagdo potenciométrica do sistema canferol 3-O-(a)-L-
ramnopiranosil B-D-glicopiranosideo- VO(IV) sdo mostradas na Figura 27. A curva
A representa o canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil B-D-glicopiranosideo livre e a
curva B representa o sistema canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil [(-D-
glicopiranosideo- VO(IV) complexado na raz&o 1:1. Os valores negativos na
abscissa sdo quantidades de acido adicionado em excesso e neutralizado pela
base. A curva A tem duas regides tamponadas, uma em valores baixos de pH
devido a neutralizagdo do excesso de acido adicionado e o segundo tamp&o entre
pH 8,0 - 10,0, devido ao equilibrio acido-base do ligante (canferol 3-O-(a)-L-
ramnopiranosil 3-D-glicopiranosideo). A curva B possui uma regido tampao até a =
1,0 mmol de KOH/mmol de ligante, correspondendo a neutralizagdo de 1,0 mmol
de protons do ligante. Os experimentos foram interrompidos em pH 8,0, devido a
precipitagdo, provavelmente um produto da hidrdlise do ion metalico (VO(IV)).
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Figura 27. Curvas dos equilibrios potenciométricos para o sistema canferol 3-O-
(a)-L-ramnopiranosil B-D-glicopiranosideo- VO(IV) a 25,00 + 0,05 °C e forga ibnica
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p = 0,100 mol/L (KCI). A) 0,0503 mmol de canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil (3-D-
glicopiranosideo em 50,00 mL de solugdo EtOH/H,O (70:30); B) 0,0503 mmol

canferol-3,7-O-(a)-diramnosideo e 0,0503 mmol de VO(IV) em 50,82 mL de
solugéo EtOH/H,0 (70:30).

As constantes dos equilibrios de protonacdo e a formacdo das espécies
complexadas do canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil 3-D-glicopiranosideo com o ion
VO(IV) sdo definidas pelas Equacdes 5 - 9, onde L*, HL?, HoL™ e HsL representam
as espeécies completamente desprotonada, mono-, di- e triprotonada do ligante,
respectivamente; VO?* é o jon metalico aquoso e VOHL e VOH.L sdo as espécies
1:1 mono- e diprotonadas dos complexos formados respectivamente. Os valores
das constantes definidas pelos equilibrios 5 — 9 estao listadas na Tabela 4.

>+ H* = HL* (5)
HL> o+ H* = HL (6)
Holm  +  H = HiL (7)
HL?-  + vo* = VOHL (8)
VOHL + HY = VOH,L* (9)

Tabela 4: Constantes de protonagdo do canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil (3-D-

glicopiranosideo e constantes de ligagdo com ion metalico VO(IV) a 25,00 + 0,05
°C e 4 = 0,100 mol/L (KCI).

Espécies Log K
[HL*J/[HT [L] 12,65 (15,0)*
[HoL)/[HL?] [H*] 9,11 (3,0)
[HaL)/[HoL] [H'] 7,17 (2,0)

[VOHL]/[VO?] [HL?*] 21,04 (3,0)

[VOH,L")/[VOHL] [H'] 6,62 (3,0)

* o0s valores entre parénteses correspondem a diferenca entre os ultimos
algarismos.
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As curvas de distribuicdo das espécies do sistema canferol 3-O-(a)-L-
ramnopiranosil B-D-glicopiranosideo- VO(IV) (1:1) em fungdo de —log[H'] sdo
mostradas na Figura 28. A percentagem de formacéo foi calculada considerando o
ion metalico como 100%. O ion metalico e o canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil 3-
D-glicopiranosideo livres em solugdo aparecem em valores baixos de pH e
diminuem conforme o pH aumenta, dando origem a espécie VOH,L que é formada
58,7% em pH 5,4. Esta espécie tende a diminuir com valores maiores de pH,
sendo substituida pela VOHL. Em pH fisiolégico, a espécie predominante com
78,5% de formacgao € a VOHL.
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Figura 28. Curvas de distribuicdo de espécies do sistema canferol 3-O-(a)-L-
ramnopiranosil B-D-glicopiranosideo- VO(IV) em fungdo de —log[H'] para uma
solugdo contendo 0,0503 mmol canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil [3-D-

glicopiranosideo e 0,0503 mmol de VO(IV) a 25,00 + 0,05 °C e forca ibnica p =
0,100 mol/L (KCI).

A estrutura proposta para o complexo que predomina em pH neutro e
levemente basico (VOHL) & mostrada na Figura 29.



93

OH

Figura 29. Estrutura proposta para a interagdo do sistema canferol 3-O-(a)-L-
ramnopiranosil 3-D-glicopiranosideo:VO(IV) (1:1).

Estudo da Atividade Hipoglicemiante dos Complexos Canferol-3,7-O-(a)-
L-Diramnosideo-VO(IV) (2:1) e Canferol 3-O-(a)-L-Ramnopiranosil (3-D-
Glicopiranosideo- VO(IV) (1:1)

5.5.1 Efeito Agudo da Administragao por Via Oral e Intraperitoneal do

Vanadio (IV) em Ratos Diabéticos

O vanadio é um elemento traco, amplamente distribuido na natureza, no
entanto, a fungao fisiolégica especifica deste metal em mamiferos ainda n&o esta
completamente esclarecida. No passado, os compostos de vanadio eram
amplamente usados como agentes terapéuticos (para anemia, tuberculose, caries
dentais e diabetes), como anti-séptico e como ténico (NRIAGU, 1998; SHECHTER
et al., 2003).
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Evidéncias sugerem que o vanadio atue semelhantemente a insulina.
Recentemente, ions de vanadio, como vanadato (VO*, estado de oxidagdo 5+) e
vanadil (V02+, estado de oxidagdo 4+) vém sendo utilizados para aliviar a
sintomatologia em ratos diabéticos e sdo descritos como substéncias habeis em
diminuir a glicemia destes animais (TSUJI; SAKURAI, 1996; SAKURAI et al., 2002;
THOMPSON et al., 2004).

Como o vanadio (IV) é a principal forma quimica do metal encontrada em
tecidos e o6rgdos, é conhecido por ser menos toxico do que o vanadio (V)
(SAKURAI et al., 2002) e é preferido por parte dos pesquisadores, o vanadio na
forma 4+ foi escolhido para o desenvolvimento desta dissertacdo. A comparagao
entre estudos anteriores pode tornar-se dificil devido a diferengas na severidade
do diabetes dos animais, na duracédo dos tratamentos e nas doses e tipo de sais
de vanadio administradas.

Foi estudado o vanadio (IV), na forma de sulfato de vanadila, na dose de
0,0146 mmol em ratos diabéticos por um periodo mais longo de tratamento (0—24
horas) devido a absorgdo lenta do vanadio. Dentro deste periodo, o vanadio(lV)
nao apresentou efeito hipoglicémico conforme a figura 30, concordando com os
dados de Yuen e colaboradores (1997).
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Figura 30. Efeito agudo do vanadio (IV) na dose de 0,0607 mol/L (ou 0,0146

mmol), via oral, em ratos diabéticos. Os resultados sdo a média + E.P.M. de
experimentos realizados em duplicatas (n = 6 para cada grupo).

Este resultado pode ser atribuido a fatores como: 1) a dose utilizada foi
muito baixa quando comparada com doses usadas por outros autores, 2) o limiar
de absorgao do vanadio por via oral é muito baixo (BRICHARD; HENQUIN, 1995;
YUEN et al., 1997) ou 3) possibilidade do vanadio absorvido ter se ligado
fortemente a proteinas plasmaticas (WILLSKY et al., 2001) ja que a maioria dos
metais ndo se encontram livres na circulagdo sanguinea e sim complexados com

proteinas, o que facilita o transporte e a captacdo destes metais para as células.

Heyliger em 1985 demonstrou que ratos diabéticos quando tratados
oralmente com vanadato tinham os niveis de glicose sanguinea reduzidos a
valores normais dentro de 2 a 5 dias. O metavanadato de sodio na agua de beber
demonstrou ag&o otima em 0,2 mg/mL e em alguns animais a normoglicemia

persistiu apds o término da terapia com vanadio (HEYLIGER et al., 1985).

Ainda, segundo Thompson e colaboradores (1993) o vanadio(lV), na forma

de sulfato de vanadio, apresentou uma diminuigdo na glicemia de ratos diabéticos
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quando administrado na agua de beber (0,5 a 1,2 g/L) por um periodo de 8 a 12
semanas (THOMPSON et al., 1993). Por outro lado, estudos feitos por Yuen e
colaboradores (1997) demonstraram que o sulfato de vanadila (0,55 mmol/kg) ndo
apresentou efeito hipoglicémico em ratos diabéticos quando administrado por via
oral durante tratamento agudo (0 a 25 horas).

Como ja citado, fatores importantes para os efeitos do vanadio quando
administrado por via oral sao a absorgao e distribuicdo dos compostos de vanadio
que dependem da rota de entrada e da solubilidade dos mesmos nos fluidos
corporais (WHO, 1988). As doses orais podem variar consideravelmente por
causa da biodisponibilidade extremamente baixa da maioria dos sais de vanadio.
Varios relatos demonstram que esses compostos sao precariamente absorvidos
(no maximo 10%) no trato gastrointestinal (BRICHARD; HENQUIN, 1995; YUEN et
al., 1997; WOO et al., 1999; MUKHERJEE et al., 2004) sendo que somente 0,1 a
1% do sal oxitartarovanadato extremamente soluvel € absorvido e 60% dele é
excretado via renal em 24 h (WHO, 1988; NRIAGU, 1998).

Mountain em 1959, relatou em estudo n&o publicado no qual o sulfato de
vanadila foi administrado na alimentacdo a ratos em doses diarias entre 650 a
1250 pg (160 a 310 pg de vanadio) que a absorgdo media do composto foi de
0,5%, sendo que a duragdo do ensaio n&o foi determinada (WHO, 1988). Tendo
em vista os resultados contraditorios existentes sobre os efeitos do vanadio
gquando administrado por via oral e a baixa taxa de absor¢cédo dos sais deste metal,
a via intraperitoneal apresenta vantagens para o vanadio. Da mesma forma, é
vantajoso para os complexos de vanadio a entrada direta na corrente sanguinea,
sem passar pelo pH acido do estdbmago e sem o risco de serem excretados ao

invés de serem absorvidos.

A figura 31 mostra os efeitos da administragdo por via intraperitoneal da
dose 0,0146 mmol de vanadio (IV) em ratos diabéticos. A dose de vanadio (IV) foi
escolhida para permitir comparagdo posterior com o efeito hipoglicémico dos
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complexos canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(IV) 2:1 e canferol 3-O-(a)-L-

ramnopiranosil B-D-glicopiranosideo- VO(IV) 1:1.

—o— vanadio(IV) via ip
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Figura 31. Efeito agudo do vanadio (IV) 0,0607 mol/L (ou 0,0146 mmol), via
intraperitoneal, em ratos diabéticos. Os resultados sdo a média + E.P.M. de
experimentos realizados em duplicatas (n = 6 para cada grupo); * Significativo
para p < 0,05 em relagdo ao grupo tratado no tempo zero.

O vanadio(lV) quando administrado por via intraperitoneal apresenta um
efeito hipoglicémico marcante durante todo o tempo estudado. Esta dose de
vanadio(lV) apresenta atividade hipoglicemiante maxima de 22% apo6s 2 horas de
tratamento, mantendo-se até as 6 horas apds o tratamento. Estes resultados estao
de acordo com os resultados encontrados por Sakurai e colaboradores (1998),
Tsuji e colaboradores (1996). Tsuji demonstrou que o vanadio(lV) (10 mg/kg)
administrado intraperitonealmente reduziu a glicemia de ratos diabéticos durante
um tratamento de 15 dias e melhorou parcialmente os niveis de insulina
plasmatica. Sakurai et al em 1998, mostraram que ratos diabéticos tratados com

injecbes diarias de sulfato de vanadila apresentaram consideravel redugao nos
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niveis glicémicos e manutencdo dos niveis diminuidos de insulina plasmatica,

sugerindo que o composto possua uma agao periférica.

Segundo Willsky e colaboradores (2001) o sulfato de vanadila (0,1
mmol/kg) administrado intraperitoneal durante um tratamento agudo (72 horas)
nao apresentou redugdo na glicemia de ratos diabéticos. Yuen e colaboradores
(1997), demonstraram que o sulfato de vanadila (0,55 mmol/kg) n&o apresentou
efeito hipoglicémico em ratos diabéticos quando administrado intraperitonealmente
durante o tratamento agudo (0 a 25 horas).

Ainda que varios estudos com o vanadio (IV e V) estejam disponiveis na
literatura, o mecanismo de acgao in vivo permanece incerto. Sabe-se que nos dois
modelos experimentais de diabetes (tipo | e tipo Il) o vanadio diminui a glicemia
sem alterar os niveis de insulina, indicando que o local de agao esta nos tecidos
alvos da insulina. Varios mecanismos sao propostos para os efeitos
hipoglicemiantes do vanadio: 1) modulag&o de varias enzimas do metabolismo da
glicose incluindo a 6-fosfofrutoquinase, glicoquinase e frutose 2,6-bisfosfatase, 2)
ativagdo e auto-fosforilacdo do receptor de insulina, estimulando a atividade de
tirosina quinase da subunidade 3 do receptor; 3) inibicado de fosfoproteinas tirosina
fosfatases (MUKHERJEE et al., 2004); 4) ativacdo de proteinas tirosina quinase
nao receptor (GOLDWASER et al., 2000 a, b); 5) estimulagdo do Vg do
transportador de glicose bem como a sintese da proteina transportadora de
glicose (BRICHARD; HENQUIN, 1995; MUKHERJEE et al., 2004).

5.5.2 Efeito dos Complexos Canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(IV) 2:1 e
Canferol 3-O-(0)-L-ramnopiranosil 3-D-glicopiranosideo- VO(IV) 1:1 por
Via Oral

Os compostos de vanadio sdo conhecidos pelas propriedades insulino-
miméticas in vitro e in vivo (HEYLIGER et al., 1985; THOMPSON et al., 1993;
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BRICHARD; HENQUIN, 1995; MUKHERJEE et al., 2004). Desde o primeiro relato
das propriedades insulino-miméticas dos sais de vanadio in vivo (HEYLIGER et
al., 1985), ha um interesse crescente na busca do entendimento do papel
fisiologico normal do vanadio e também no desenvolvimento de novos compostos
ativos de vanadio como alternativas potenciais a insulina no tratamento do
diabetes (WOO et al., 1999).

—=— controle diabético
600 —— K-diRh-VO v.o.
—— K-3RhG-VO v.o.
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Figura 32. Efeito agudo do complexo canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(IV)
2:1 administrado por via oral nas doses de 0,0294 mmol e do complexo canferol
3-O-(a)-L-ramnopiranosil [3-D-glicopiranosideo-VO(IV) 1:1 0,0286 mmol (100
mg/kg) em ratos diabéticos. Os resultados sdo a média = E.P.M. de experimentos
realizados em duplicatas (n = 6 para cada grupo).

Entendendo a importéncia da pesquisa por novos ligantes e apoiados nos
estudos anteriores e nos resultados obtidos na glicemia com os flavondides,
complexamos o canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo e o canferol 3-O-(a)-L-
ramnopiranosil 3-D-glicopiranosideo com o vanadio(lV). A dose de 100 mg/kg dos
compostos foi escolhida (para a elaboragdo das solugbes para os estudos de

equilibrio com o vanadio), pois apresentou uma queda de 20,5% e 25,9%,
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respectivamente, na glicemia de ratos diabéticos e também utilizando esta dose

teriamos um menor consumo dos compostos.

A figura 32 mostra a glicemia apos o tratamento agudo do complexo
canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(IV) 2:1 administrado por via oral na dose de
0,0294 mmol (100 mg/kg) e do complexo canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil (3-D-
glicopiranosideo-VO(IV) 1:1 0,0286 mmol (100 mg/kg) em ratos diabéticos. Como
pode ser observado apos a administracdo oral dos compostos estes nao
apresentaram efeito hipoglicemiante durante o periodo de 1 a 24 horas de
tratamento. Chamamos a atencdo que a figura 30 teve por objetivo mostrar o
efeito per se do vanadio livre na glicemia de ratos diabéticos pela via oral. A dose
que usamos naquela figura foi a que tomamos como base para os estudos de

equilibrio dos complexos com os compostos naturais.

Cabe ressaltar que as acdes do vanadio livre ou de isbmeros deste metal
(geralmente sintéticos) na glicemia de ratos quase sempre mostraram efeito
hipoglicemiante em doses pelo menos 10 vezes mais altas e por periodos bem
mais longos de tratamento. Ainda salientamos que nosso objetivo neste trabalho
foi melhorar a atividade hipoglicemiante do composto natural utilizando um metal
com conhecido efeito modulador no receptor de insulina sem, no entanto
sobrecarregar a célula de um agente com caracteristicas toxicas quando usado
em altas doses (ver segdo introdugdo, item 1.2.2). Também, a via de
administracdo, mais rapida e eficaz, é importante na elucidagao do efeito bioldgico

do complexo como um todo.

Conforme descrito na literatura, a absor¢cdo e a incorporagcdo dos sais
inorganicos de vanadio geralmente € muito baixa e a dose necessaria para
observar algum efeito bioldgico é proxima aos niveis toxicos do metal (YUEN et
al., 1997; SAKURAI et al., 2002). Dessa forma, numerosos agentes estdao sendo
investigados como candidatos a complexagdo com o vanadio, evidenciando que

qualquer manipulagdo que eleve a eficacia insulino-mimética deste metal sem
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aumentar a toxicidade é significante para o tratamento antidiabético (BRICHARD;
HENQUIN, 1995; YUEN et al., 1997; NRIAGU, 1998; GOLDWASER et al., 2000a;
SHECHTER et al., 2003; THOMPSON et al., 2004).

Estudos feitos por Yuen e colaboradores (1997) demonstraram que os
complexos de vanadio(lV) VO(ma);, e VO(ka), (0,55 mmol/kg) quando
administrados por via oral durante tratamento agudo (0 a 25 horas) em ratos
diabéticos, apresentaram efeito hipoglicémico marcante até 12 horas apds o
tratamento. O efeito hipoglicémico do VO(ma), se prolongou até 24 horas apos o
tratamento. Estes estudos mostraram também que o sulfato de vanadila (0,55
mmol/kg) administrado oralmente ndo apresentou efeito hipoglicémico durante
este periodo de tratamento. Estes resultados evidenciam que os complexos sao
mais potentes do que o vanadio(lV) livre neste protocolo experimental.

Segundo Woo e colaboradores (1999) 0s complexos,
bis(maltolato)oxovanadio(lV) (BMOV) (0,60 mmol/kg) e o VO(metf);, (0,60
mmol/kg), demonstraram efeito hipoglicémico em ratos diabéticos quando

administrados oralmente durante um tratamento agudo (72 horas).

Estudos feitos por Debbie C.Crans (2000) demonstraram que o VOSO4 (26
mg/kg) e os complexos de vanadio(lV) tais como: VO(acac), (13 mg/kg), VO(Et-
acac)z (17 mg/kg) e VO(malto), (18 mg/kg) administrados na agua de beber
apresentaram diminuicdo na glicemia de ratos diabéticos tratados por 12
semanas. No entanto os complexos VO(acac), e VO(Et-acac), foram tao efetivos
em diminuir a glicemia quanto o VO(malto), e os trés complexos foram mais
efetivos que o VOSO4. Segundo Sakurai e colaboradores (1998) o complexo
bis(pirrolidina-N-ditiocarbonato) oxovanadio(lV) (VO(PYD)) (196 pmol/kg) foi

efetivo em diminuir a glicemia de ratos diabéticos durante12 dias de tratamento.

Com base nas curvas de distribuicdo das espécies, podemos dizer que em
pH acido que é o caso do estdbmago, ndo ha formagao de complexo e durante a
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passagem pelo trato gastrointestinal poderiam ocorrer modificagbes nas cargas
dos complexos, o que afetaria a absor¢cédo e a biodisponibilidade dos mesmos.
Porém, estudos farmacocinéticos detalhados da absorg¢éo do vanadio, assim como
dos niveis séricos dos complexos canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(IV) e
canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil [3-D-glicopiranosideo-VO(IV) e das interagdes
com proteinas e ligantes plasmaticos merecem investigagdes adicionais. Com os
resultados obtidos, podemos supor que a auséncia de efeito de ambos os
complexos possa também ser devida a dosagem utilizada, que é baixa quando
comparada as dosagens de diferentes compostos utilizadas por outros autores.
Além disso, fatores como agentes quelantes, dieta, idade, linhagem dos animais,
estresse e severidade da doenga (NRIAGU, 1998; WILLSKY et al.,, 2001)
poderiam estar influenciando a absor¢do dos complexos no trato gastrointestinal.

5.5.3 Efeito dos Complexos Canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(IV) 2:1 e
Canferol 3-O-(0)-L-ramnopiranosil 3-D-glicopiranosideo- VO(IV) 1:1 por

Via Intraperitoneal

A figura 33 mostra o efeito agudo da administracéo intraperitoneal da dose
de 0,0294 mmol (100 mg/kg) do complexo canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo-
VO(IV) em ratos diabéticos. O complexo apresentou efeito hipoglicémico durante
todo o tempo estudado. As quedas maximas na glicemia s&o de 17,8% nas 3
horas e 25% apos 6 horas de tratamento, prolongando esse efeito até as 24 horas
(60,7%). Quando comparado ao vanadio, que possui atividade maxima na 22 hora
de 22,2% em relacdo ao tempo zero, na 6% hora de 18,5% e nas 24 horas de
66,6%, podemos afirmar que o complexo foi tdo efetivo quanto o vanadio livre,

neste modelo experimental.
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Figura 33. Efeito agudo do complexo canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(IV)
2:1 administrado por via intraperitoneal na dose de 100 mg/kg (0,0294 mmol) e da
solugao de vanadio (I1V) (0,0146 mmol) em ratos diabéticos. Os resultados foram
expressos como a meédia + E.P.M. de experimentos realizados em duplicatas (n=
5). * Significativo para p< 0,05 em relagédo ao grupo tratado no tempo zero.

Estudos realizados por Yuen e colaboradores (1997) demonstraram que o
sulfato de vanadio(lV) (0,06 mmol/kg) e o complexo [VO(ma).] (0,06 mmol/kg) ndo
apresentaram efeito hipoglicémico em ratos diabéticos quando administrados
intraperitonealmente durante tratamento agudo (0 a 25 horas). Os complexos,
VO(ma)z, e VO(ka). (0,06 mmol/kg), apresentaram redugdo na glicemia apés 2
horas de tratamento e esta diminui¢gdo se prolongou até 12 horas de tratamento.
Estes resultados sugerem que o complexo neutro, no caso, o BMOV, é mais
potente que o produto oxidado ([VO(ma)] ), o analogo (VO(ka)z2) e o vanadio (1V)

por facilitar a entrada do complexo neutro nas células.

Segundo Sakurai e colaboradores (1998) o complexo ditiocarbonato-vanadil
(VO-PYD) (198 pmol/kg) apresentou efeito hipoglicémico melhor quando

administrado por via intraperitoneal do que quando administrado oralmente e
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sugeriu que o tipo de coordenacgédo VO(S4) poderia servir como modelo para um

provavel agente hipoglicemiante.

Segundo Willsky e colaboradores (2001) quando o complexo de
bismaltolato oxovanadio(lV), (BMOV) e o sulfato de vanadila foram administrados
intraperitonealmente durante um tratamento agudo, apenas o complexo
apresentou uma reducgdo na glicemia de ratos diabéticos. O autor sugeriu que
possivelmente o sal de vanadio tenha se ligado rapidamente com as proteinas do
plasma e a ligacdo formada entre o vanadio e a proteina fosse tdo forte que o
vanadio ndo estivesse disponivel para a fungéo biolégica. Dessa forma, isso indica
que a ligacdo do vanadio com componentes do plasma como proteinas pode
afetar a disponibilidade do composto. Assim sendo, se o ligante for adequado para
complexagcdo e administracdo do vanadio pode-se diminuir a formacédo de
complexos com outros ligantes circulantes, deste modo aumentando-se a

biodisponibilidade do vanadio no plasma.

Segundo a literatura, os complexos de vanadio ativos deveriam gerar
espécies estaveis e com sitios de coordenagédo livre em pH fisiolégico para que
pudessem se ligar a estruturas celulares como receptores, transportadores de
glicose e outras enzimas. Os estudos de equilibrio mostram uma espécie ativa,
VOHL,, em pH fisiolégico conforme a figura 25. Analisando a estrutura proposta
desta espécie, podemos supor que a presenca de dois ligantes (K-diRh)
relativamente grandes, pode diminuir a atividade do vanadio, uma vez que este se
encontra com os sitios de coordenacdo comprometidos no complexo. Ainda, a
atividade hipoglicemiante do complexo canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(1V)
poderia ser creditada as hidroxilas livres equidistantes nos anéis B dos ligantes, ja
que conforme a figura 21A, o K-diRh administrado por via intraperitoneal
apresentou atividade maxima de 20,3% apds 3 horas de tratamento, semelhante a
do complexo mostrado na figura 33.
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Segundo Woo e colaboradores (1999), os complexos BMOV e VO(metf),
administrados na dose de 0,12 mmol/kg por via intraperitoneal em ratos diabéticos
por um periodo agudo de tratamento (72 horas) foram efetivos em reduzir a
glicemia. Entretanto, o complexo VO(metf), foi tdo efetivo quanto o BMOV e
nenhum efeito associativo ou sinergistico, devido a presenga da biguanida no
complexo com vanadio, foi observado. Estes complexos apresentam-se na forma
neutra, com maior lipofilicidade e absor¢cdo gastrointestinal. Ainda possuem
relacdo 2:1 e modo de coordenagao VO4 e VN4 respectivamente. Este modo de
coordenacédo é similar ao do complexo canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(1V)
evidenciando que estudos adicionais com relagcdo ao modo de coordenagao e
absorcdo do mesmo devem ser realizados na tentativa de esclarecer os

mecanismos do efeito hipoglicemiante.

Os efeitos do complexo canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil [(-D-
glicopiranosideo- VO(IV) 1:1 na dose de 0,0286 mmol (100 mg/kg) administrado
por via intraperitoneal sdo apresentados na figura 34.
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Figura 34. Efeito agudo do complexo canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil 3-D-
glicopiranosideo — vanadio (IV)1:1 na dose de 100 mg/kg (0,0286 mmol)
administrado por via intraperitoneal e da solugdo de vanadio (V) (0,0146 mmol)
em ratos diabéticos. Os resultados foram expressos como a média = E.P.M. de
experimentos realizados em duplicatas (n= 5). * Significativo para p< 0,05 em
relagdo ao respectivo tempo zero. # - Significativo em relacdo aos tempos
controles do vanadio.

O complexo canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil [-D-glicopiranosideo -
vanadio (1V)1:1 apresentou efeito hipoglicemiante durante todo o tempo estudado.
O complexo mostrou uma potente atividade de 47,6% na segunda hora de
tratamento, 55,9% as 3 horas e uma acdo maxima de 58,6% as 6 horas apods o
tratamento mantendo esse efeito apos as 24 horas (69,6% de agado). Quando
comparado ao vanadio livre, com atividades de 22,2% na 22 hora, na 3% e 6 hora
18,5% e nas 24 horas 66,5% podemos afirmar que o complexo por via i.p é cerca
de 2,5 vezes mais potente que o vanadio para as primeiras 6 horas de tratamento,
apresentado uma poténcia semelhante nas 24 horas. Ainda, comparando o
complexo (figura 34) com o canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil -D-glicopiranosideo
livre (figura 23) administrado por via intraperitoneal, com atividade maxima de
25,2% na terceira hora, podemos afirmar que o complexo canferol 3-O-(a)-L-

ramnopiranosil [3-D-glicopiranosideo — vanadio (IV)1:1 foi mais potente que o
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composto livre ja que a atividade neste mesmo tempo foi aproximadamente duas
vezes maior (55,9%) e, além disso, o efeito prolongou-se até as 24 horas
enquanto que com o composto livre a glicemia restabeleceu aos niveis basais a

partir das 3 horas apos o tratamento (figura 23).

Em trabalho recentemente publicado, Shukla e colaboradores (2004)
descrevem a sintese e caracterizacao estrutural de um complexo de vanadio(lV)
com a quercetina, um flavondide amplamente distribuido em plantas. Foi
observado que o complexo é eletricamente neutro, possui estequiometria 1:1 e
peso molecular 868 Da. A partir das caracteristicas fisico-quimicas do complexo,
0s pesquisadores sugeriram que o oxigénio da carbonila no anel C estivesse
envolvido na coordenagcdo com o metal. Além disso, os dados também indicaram
que nao houve envolvimento das O-hidroxilas do anel B na complexacéo. Isto leva
a suposicéo que o grupo 3-hidroxil do anel C ou o grupo 5-hidroxil do anel A esteja

envolvido na coordenagdo com o vanadio.

O complexo canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil [-D-glicopiranosideo -
vanadio (IV) também apresentou estequiometria 1:1 conforme os resultados dos
estudos potenciométricos. A partir dos resultados podemos propor que a interagao
do metal com o composto ocorra através do oxigénio da carbonila no anel C e
além disso, o vanadio também possa interagir com o grupo hidroxila do anel A
uma vez que o grupamento 3-hidroxila do anel C encontra-se ligado a uma
ramnose. Considerando estes aspectos, esses resultados estdo de acordo com o
exposto para o complexo de vanadio (IV) com quercetina (SHUKLA et al., 2004).
Ainda neste mesmo trabalho, foram estudados o potencial anti-diabético do
complexo vanadio (IV)-quercetina em relagdo a outros compostos. Os compostos
(complexo VO(IV)-quercetina, BMOV, sulfato de vanadila(VOSOQO4) e quercetina)
foram administrados por via oral na dose de 0,4 mmol/kg em camundongos
diabéticos. O complexo de quercetina apresentou efeito maximo até a 212 hora
apos, os niveis de glicose subiram novamente. Na 212 hora de tratamento, a

reducdo maxima na glicemia observada entre os compostos foi de 60% para o
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complexo com quercetina, 30% para o BMOV, 14% para o VOSO4 e 20% para a
quercetina demonstrando o potencial papel insulino-mimético do complexo com a

quercetina.

Os efeitos observados com o complexo canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil
[-D-glicopiranosideo — vanadio (IV) s&o coerentes com os encontrados para o
composto com a quercetina,ainda que existam diferengas quanto a dose, o tipo de

flavonodide e até mesmo com o modelo experimental.

5.5.4 Efeito Comparativo dos Complexos Canferol-3,7-O-(a)-L-
diramnosideo-VO(IV) da B. forficata, do Canferol 3-O-(a)-L-
ramnopiranosil B-D-glicopiranosideo- VO(IV) da C. phalerata com o
Vanadio e a Insulina por Via Intraperitoneal na Glicemia de Ratos

Diabéticos

Apoiado nos resultados encontrados para os complexos canferol-3,7-O-(a)-
L-diramnosideo-VO(IV)  2:1 e canferol 3-O-(a)-l-ramnopiranosil  (-d-
glicopiranosideo- VO(IV) 1:1 administrados por via intraperitoneal na glicemia de
ratos diabéticos em um periodo agudo de tratamento (até 24 horas), optamos pelo
tempo de 3 horas como tempo 6timo para comparagdo do potencial
hipoglicemiante dos complexos com o vanadio e com a insulina conforme mostra a

figura 35.
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Figura 35. Efeito comparativo dos complexos canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo-
VO(IV) e canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil -D-glicopiranosideo- VO(IV) com o
vanadio (IV) 0,0146 mmol e insulina exdgena 0,5 Ul por via intraperitoneal em
ratos diabéticos. Os resultados foram expressos como a média £ E.P.M. de
experimentos realizados em duplicatas (n= 5). * Significativo para p< 0,05 em
relacdo ao controle diabético.

Quando comparado ao grupo controle diabético, todos os compostos
apresentaram marcado efeito hipoglicemiante. A insulina na dose 0,5 Ul foi a que
apresentou melhor efeito (67,5%), ja esperado por ser o hormdnio responsavel
pela regulagdo do metabolismo de carboidratos. Esse resultado é interessante

como base para comparar com os demais efeitos observados.

O vanadio (V) na dose de 0,0146 mmol apresentou, por esta via, 18,5% de
queda na glicemia, o que comparado com a insulina representa uma poténcia de
27,4%. Ja o complexo canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(IV) 2:1 tem 17,8%
de atividade hipoglicemiante, por esta via, neste mesmo tempo comprovando que
o complexo é tdo efetivo quanto o vanadio livre e possui 26% de poténcia em
relagédo a insulina. Este resultado esta de acordo com os de Woo e colaboradores
(1999), que demonstrou que o complexo VO(metf), foi tdo efetivo quanto o BMOV
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na glicemia e nenhum efeito associativo ou sinergistico devido a presenga da

biguanida no complexo com vanadio foi observado.

Dentre os resultados apresentados na figura 35 o complexo canferol 3-O-
(a)-L-ramnopiranosil (-D-glicopiranosideo- VO(IV) 1:1, preparado e testado em
funcdo dos resultados obtidos na glicemia de animais diabéticos tratados com o
composto canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil [-D-glicopiranosideo e com o
complexo de canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(IV) 2:1, foi o que apresentou
melhores efeitos (56% de atividade) tanto comparado a insulina (83% de poténcia)
guanto comparado ao vanadio, sendo neste tempo cerca de 3 vezes mais efetivo

qgue este ultimo.

Ainda, comparando o complexo canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil (3-D-
glicopiranosideo- VO(IV) 1:1 com o canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(IV) 2:1,
a acao hipoglicemiante do complexo do flavondide glicosilado proveniente da C.
phalerata foi 3 vezes mais potente. Essa maior atividade pode ser devida a
estequiometria do complexo ou seja, uma relagdo 1:1. Dessa forma, o ion vanadio
coordenado somente com um ligante permanece com sitios de coordenagao livres

para interagir com componentes celulares como proteinas e enzimas.

Além disso, a presenga do grupo 7-OH (hidroxila) livre no anel A também
pode influenciar para a melhor atividade do complexo, ja que a insergao de grupos
doadores de elétrons como os radicais metil ou hidroxil, ou grupos aceptores de
elétrons como os halogénios a estrutura do complexo é um método util para
desenvolver compostos de vanadio insulino-miméticos mais ativos (SAKURAI et
al, 2002). Além disso, o potencial antioxidante dos flavonodides ja bem
caracterizado € uma vantagem adicional no caso dos complexos presentes
(SAIJA et al., 1995; ZARZUELO et al., 1996; PIETTA, 2000; VESSAL et al., 2003;
DE SOUSA et al., 2004).
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Atualmente, existem varios estudos a respeito das acbes insulino-
miméticas e da caracterizagdo estrutural dos compostos de vanadio embora
pouco € conhecido com relagédo as espécies ativas, sitios e mecanismos de agao
(CRANS, 2000). Os compostos de vanadio em geral produzem os efeitos insulo-
mimeéticos através: 1) da inibicdo de proteinas tirosina fosfatases, 2) atuando no
receptor de insulina e/ou em pontos distantes do receptor na via de sinalizagao da
insulina, 3) na translocacao e/ou ativagao dos transportadores de glicose GLUT4
(CRANS, 2000). O BMOV, por exemplo, complexo de coordenagédo V(O,), ja
demonstrou ser um potente inibidor de fosfotirosina fosfatases (YUEN et al.,
1997).

De acordo com a literatura, os efeitos anti-hiperglicémicos dos complexos
de vanadio, poderiam ser atribuidos a interacdo e ativagao pelos complexos de
proteinas tirosina cinases nao receptor (SHISHEVA; SHECHTER, 1991,1993a;
GOLDWASER et al., 2000b) ou a inibigdo de proteinas tirosina fosfatases. Além
disso, os complexos poderiam atuar em nivel dos transportadores de glicose,
aumentando a translocagao e/ou a ativacao dos mesmos e dessa forma aumentar
a captacédo de glicose para dentro das células. Também poderiam estar envolvidos
diretamente com o receptor de insulina e processos de fosforilagdo na cascata de

sinalizagcdo do horménio.
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6 CONCLUSOES

Dos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que:

O modelo experimental induzido com aloxana caracterizou o estado

diabético.

A insulina administrada por via intraperitoneal foi efetiva em reduzir a
glicemia de animais normais hiperglicémicos e animais diabéticos neste

modelo experimental.

Foi caracterizada uma curva de tolerancia a glicose oral tipica em ratos

normais na presenca ou nao de insulina.

O canferol isolado das folhas da B. forficata ndo reduziu os niveis
glicémicos de animais diabéticos em nenhuma das doses e tempos

estudados.

A quercetina na dose de 100 mg/kg por via oral apresentou ligeiro efeito

hipoglicemiante em animais diabéticos.

O canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo reduziu significativamente a glicemia
em ratos diabético num periodo agudo (0 —24 horas) de tratamento por via

intraperitoneal.
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O canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil  [-D-glicopiranosideo  reduziu
significativamente a glicemia em ratos diabéticos tratados por um periodo
agudo (0 —3 horas) por via oral e por via intraperitoneal (0 — 24 horas) nas
doses de 50 e 100 mg/kg sendo as duas vias igualmente efetivas.

Os compostos canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil B-D-glicopiranosideo e
canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo  quando  administrados por via
intraperitoneal por um periodo de 24 horas, apresentaram 37,3% e 30,2%,
respectivamente, de poténcia comparados a agao da insulina (considerada
100%) na terceira hora apés o tratamento.

O estudo potenciométrico do sistema canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo-
VO(IV) 2:1 revelou que ocorrem interagdes entre o vanadio (IV) e o
canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo formando a espécie predominante (em

torno de 95%) VOH,L, em pH fisiologico.

A espécie VOH,L, apresentou efeito hipoglicémico quando administrada
intraperitonealmente em ratos diabéticos. Este complexo foi tdo efetivo
quanto o vanadio (IV) livre e possui cerca de 26% de poténcia em relagéo a

insulina no mesmo periodo ( 3 horas apos o tratamentio).

O estudo dos equilibrios de complexagdo do sistema canferol 3-O-(a)-L-
ramnopiranosil [(-D-glicopiranosideo-VO(IV) 1:1 mostrou que em pH
fisiolégico as interagbes entre o flavondide e o metal originam a espécie

predominante (em torno de 75%) VOHL (monoprotonada).

O complexo canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil (3-D-glicopiranosideo-VO(IV)
1:1 apresentou efeito hipoglicemiante quando administrado por Vvia
intraperitoneal em ratos diabéticos em periodo agudo (0 — 24 horas). Este
complexo foi cerca de 2,5 vezes mais potente que o vanadio (IV) livre, 2
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vezes mais potente que o composto livre e cerca de 3 vezes mais potente

que o complexo canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(IV) 2:1.

Ambos os complexos, canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(IV) e canferol
3-O-(a)-L-ramnopiranosil [3-D-glicopiranosideo-VO(IV) apresentaram
atividade hipoglicemiante significativa durante os periodos estudados. O
complexo do flavondide da Cyathea phalerata apresentou melhores
resultados devido, provavelmente, a estrutura do complexo com relacéo
estequiométrica 1:1. Quando comparada a estrutura do complexo canferol-
3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(IV) que possui estequiometria 2:1, o
complexo da C. phalerata apresentou sitios de coordenagao do ion vanadio
potencialmente livres, uma vez que ha somente um ligante coordenado ao

ion metalico.

Analisando-se as glicemias obtidas a partir dos diferentes tratamentos e
vias com os compostos canferol, quercetina, canferol-3,7-O-(a)-L-
diramnosideo e canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil (-D-glicopiranosideo
podemos concluir que a presenca e a posicdo dos agucares unidos a
estrutura flavonoidica basica sao essenciais para a atividade

hipoglicemiante observada.

Comparando-se a atividade dos complexos com a insulina, o complexo
canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil -D-glicopiranosideo-VO(IV) foi o que

apresentou melhor efeito (cerca de 83% de biopoténcia).
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7 PERSPECTIVAS

Considerando que o canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo €& efetivo como
agente hipoglicemiante e o canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil 3-D-glicopiranosideo
também apresentou agdes hipoglicémicas significativas, os objetivos do grupo sao
estudar os efeitos dos complexos (canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(IV) 2:1 e
canferol 3-O-(a)-I-ramnopiranosil B-d-glicopiranosideo-VO(IV) 1:1)na captagao de
glicose no musculo séleo de ratos (determinacdo do K, e Vpys), bem como,
investigar o mecanismo de acdo destes complexos de vanadio na via de
sinalizagdo da insulina através da interferéncia de farmacos nesta via. Também,
temos como objetivos estudar estes flavondides glicosilados e outros (de outras
plantas e/ou de outras fragbes) na atividade de enzimas envolvidas no
metabolismo de carboidratos (glicogénio sintase; hexoquinase; glicoquinase; etc)

em tecidos insulino-sensiveis.
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