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RESUMO

O diabetes melito ¢ caracterizado como um grupo de desordens com diferentes
etiologias, que afeta o metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas. E causado pela
deficiéncia inerente ou adquirida da produgdo de insulina ou pela sua inefetividade. Muitas
espécies de plantas sdo conhecidas na medicina popular pelas propriedades
hipoglicemiantes e a utilizagdo destas plantas ¢ uma alternativa de tratamento para os
diabéticos, principalmente aqueles que nao tém acesso aos medicamentos. Flavondides sdo
compostos fenodlicos, derivados de plantas, que apresentam diversas propriedades e cujo
potencial terapéutico ¢ cada vez mais investigado. Recentemente foram isolados alguns
destes compostos das folhas da Bauhinia forficata, entre eles o majoritario, canferitrina.
Este demonstrou efeito hipoglicemiante em animais diabéticos, além de estimular a
captagdo de glicose no musculo séleo de ratos. Do caule da espécie Cyathea phalerata
também foram isolados flavonodides, sendo o canferol-3-neohesperidosideo, o
predominante e cuja acdo hipoglicemiante foi ainda melhor do que da canferitrina. O
presente trabalho teve como objetivos estudar o mecanismo de ac¢do do canferol-3-
neohesperidosideo, obtido da Cyathea phalerata, na captagio de ['*C]DG e no contetido
de glicogénio muscular e comparar com o efeito estimulatério da insulina. Além disso,
estudar o efeito da quercetina e do canferol (aglicona) na capta¢io de ['*C]DG ¢ o efeito
hipoglicemiante de outro flavondide isolado da Bauhinia forficata, o canferol 3-O-p-L-
ramnopiranosil-B-D-glicopiranosideo-7-O-o-L-ramnopiranosideo, em ratos diabéticos.
Para tanto, foram utilizados ratos Wistar machos entre 50-55 dias de idade. O diabetes foi
induzido com 50 mg/kg de aloxana pela via intravenosa. Nos experimentos onde foram
estudados os niveis glicémicos, as dosagens foram realizadas nos tempos 0, 1, 2 ¢ 3 h ap6s
a administragdo do composto pelas vias oral e intraperitoneal. Nos ensaios para
determinagdo do conteudo de glicogénio os tecidos foram retirados dos animais apds 24 h
da administragio do canferol-3-neohesperidosideo. A captagio de [*C]DG foi estudada
apés a incubacdo do musculo soleo com canferol-3-neohesperidosideo, insulina,
quercetina ou canferol, na presenca ou nao de diferentes inibidores e do radioisdtopo no
periodo de 1 h. A captagio de ['*C]DG foi estimulada significativamente pelo canferol-3-
neohesperidosideo. Este aumento no transporte de glicose foi semelhante ao apresentado
pela insulina, ocorrendo via PI-3K e PKC e independentemente da sintese ativa de
proteinas. O conteudo de glicogénio muscular aumentou aproximadamente 4 vezes nos
animais tratados com canferol-3-neohesperidosideo. A quercetina estimulou a captagdo de
['*CIDG no misculo séleo de ratos normais, mas nio potenciou o efeito estimulatorio da
insulina e o canferol ndo demonstrou efeito na captagio de ['*C]DG. O canferol 3-O-p-L-
ramnopiranosil-B-D-glicopiranosideo-7-O-a-L-ramnopiranosideo ndo apresentou acao
hipoglicemiante significativa em nenhuma das doses e tempos estudados. Destes
resultados podemos concluir que o canferol-3-neohesperidosideo foi tdo eficaz e potente
quanto a insulina no estimulo da captacdo de glicose no musculo soleo. Aparentemente,
pelas mesmas vias de sinalizagdo da insulina que levam a ativagdo da translocagdo de
GLUTs sem interferir na transcricdo génica e sintese protéica neste periodo agudo de
acdo. Além disso, foi habil em aumentar o conteido de glicogénio muscular apdés um
periodo prolongado de tratamento.

Palavras-Chave: Canferol-3-neohesperidosideo, Flavonodides, Captacdo de Glicose,
Glicogénio, Musculo Séleo



ABSTRACT

Diabetes mellitus is characterised as a group of disorders with different
aetiologies that affect the metabolism of carbohydrates, lipids and proteins. It is caused by
an inherent or acquired deficiency in the production of insulin or by its ineffectiveness.
Many plant species are known in popular medicine for their hypoglycaemic proprieties
and the use of these plants represents an alternative treatment for diabetics, especially
those who do not have access to medicines. Flavonoids are phenolic compounds derived
from plants, which present diverse proprieties and whose therapeutic potential is being
increasingly investigated. Some of these compounds were recently isolated from the
leaves of Bauhinia forficata, including the predominant compound, kaempferitrin. This
displayed a hypoglycaemic effect in diabetic animals, besides stimulating glucose uptake
in the soleus muscle of rats. Also isolated from the stalk of the species Cyathea phalerata
were flavonoids, including kaempferol-3-neohesperidoside, the predominant compound
whose hypoglycaemic action was even greater than that of kaempferitrin. The objectives
of the present investigation were to study the mechanism of action of kaempferol-3-
neohesperidoside, obtained from Cyathea phalerata, on the uptake of [*C]DG, as well as
on the muscle glycogen content, and to compare this with the stimulatory effect of insulin.
In addition, the effect was studied of quercetin and of kaempferol (aglicone) on the uptake
of [*CIDG, as well as the hypoglycaemic effect of another flavonoid isolated from
Bauhinia forficata, kaempferol-3-O-p-L-rhamnopyranosyl-f-D-glucopyranosyde-7-O-a.-
L-rhamnopyranosyde in diabetic rats. Male Wistar rats aged 50-55 days were used.
Diabetes was induced with 50 mg/kg of alloxan given by intravenous route. In the
experiments to study levels of glycemia, samples were taken at 0, 1, 2 and 3 h after
administration of the compound by oral and intraperitoneal routes. In the assays for the
determination of the glycogen content tissues were removed from animals 24 h after the
administration of kaempferol-3-neohesperidoside. The uptake of [*C]DG was studied
after incubation of the soleus muscle for 1 h with kaempferol-3-neohesperidoside, insulin,
quercetin or kaempferol, in the presence or not of different inhibitors and of the
radioisotope. The uptake of ['*C]DG was significantly stimulated by kaempferol-3-
neohesperidoside. This increase in glucose transport was similar to that presented by
insulin, occurring via PI-3K and PKC and independent of active protein synthesis. The
muscle glycogen content increased approximately 4-fold in the animals treated with
kaempferol-3-neohesperidoside. Quercetin stimulated the uptake of ['*C]DG in the soleus
muscle of normal rats, but did not potentiate the stimulatory effect of insulin, and
kaempferol did not exhibit any effect on the uptake of ['*C]DG. Kaempferol-3-O-p-L-
rhamnopyranosyl-p-D-glucopyranosyde-7-O-a-L-rhamnopyranosyde did not present a
significant hypoglycaemic action at any of the doses and times studied. From these results
we can conclude that kaempferol-3-neohesperidoside was as efficacious and potent as
insulin in stimulating glucose uptake in the soleus muscle. It appears to act through the
same intracellular signalling pathways as insulin, causing the translocation of GLUTs
without interfering in gene transcription and protein synthesis during its acute phase of
action. In addition, it exhibited the capacity to increase the muscle glycogen content after a
prolonged period of treatment.

Key words: Kaempferol-3-neohesperidoside, Flavonoids, Glucose Uptake, Glycogen,
Soleus Muscle
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1 INTRODUCAO

1.1 DIABETES MELITO

Diabetes Melito (DM) é o nome de um grupo de desordens com diferentes etiologias.
Esta ¢ caracterizada pelo distirbio no metabolismo dos carboidratos, proteinas e lipidios
causado pela completa ou relativa insuficiéncia da secre¢dao e/ou agdo da insulina (O’BRIEN;
GRANNER, 1996; ALARCON-AGUILAR et al., 2000; ISLAS-ANDRADE et al., 2000). Tal
deficiéncia resulta em aumento nas concentracdes de glicose no sangue, o qual pode causar
muitos danos nos sistemas biologicos, em particular nos vasos sanguineos e¢ nervos (WHO,

2006a).

Os sintomas decorrentes da hiperglicemia acentuada incluem perda de peso,
polidpsia, politria, polifagia e infecgdes. Mesmo em individuos assintomaticos pode haver
hiperglicemia discreta, porém em grau suficiente para causar alteracdes morfologicas ou
funcionais por um longo periodo de tempo antes do diagnostico (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2003; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2006).

Clinicamente existem duas formas bdasicas da doenga: Tipo 1 ou Insulino-
Dependente e Tipo 2 ou Nao-Insulino-Dependente. Também existe um terceiro tipo, o DM
Gestacional, que se desenvolve, em alguns casos, durante a gravidez e normalmente
desaparece apods o parto (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2003; WHO, 2006Db).
O Tipo 1 ¢ causado pela destruicao auto-imune das células B pancreaticas pelas células T
CD4+, T CD8+ e por macrofagos infiltrados nas ilhotas. Representa aproximadamente 10%
de todos os casos de diabetes (GILLESPIE, 2006). Genética e fatores ambientais atuam juntos
para precipitar a doenga que se caracteriza pela auséncia de secre¢do enddgena de insulina
podendo levar a reducdo da captacdo periférica da glicose e incapacidade de suprimir a
producao hepatica (gliconeogénese e glicogenodlise) causando a hiperglicemia (BEARDSALL

et al., 2003; VATS et al., 2005). A forma rapidamente progressiva ¢ encontrada comumente
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em criangas e adolescentes, porém pode ocorrer em adultos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2003; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2006; WHO, 2006a).

O Tipo 2 ¢ a forma mais comum da doenga representando aproximadamente 90% das
pessoas com diabetes. E uma desordem metabdlica que resulta da interacdo complexa de
multiplos fatores e se caracteriza por dois defeitos principais: diminui¢do na secre¢cdo da
insulina pelo pancreas, resisténcia a insulina em varios tecidos (musculo, figado e tecido
adiposo) ou ambos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2003; CHENG; FANTUS,
2005; MALECKI; KUPLA, 2005; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2006; WHO,
2006a). A resisténcia a insulina estd geralmente presente antes do inicio do diabetes, ¢
determinada por um nimero de fatores, incluindo genético, idade, obesidade e mais tarde,
durante a doenga, hiperglicemia. Outros achados podem incluir fibrindlise alterada, aumento
da agregacao plaquetaria, inflamagdo vascular, disfungao endotelial e aterosclerose prematura.
Excesso de adiposidade visceral, dislipidemia e hipertensao freqlientemente acompanham a
resisténcia a insulina. Defeitos na fun¢do do receptor de insulina, nas vias de transdu¢do de
sinal, no transporte, fosforilagdo e oxidagdo de glicose e sintese de glicogénio contribuem
para a resisténcia do tecido muscular a insulina (DEFRONZO, 1999). O aumento na lipdlise
pelas células adiposas que sdo resistentes a insulina e os niveis aumentados de acidos graxos
livres circulantes também contribuem para patogénese do diabetes danificando a funcdo das
c¢lulas B, modificando a captagdo da glicose nos musculos esqueléticos e promovendo a
liberagdo de glicose do figado (CHENG; FANTUS, 2005). A maioria dos pacientes tem
excesso de peso e a cetoacidose ocorre apenas em situacdes especiais, como infecgdes graves.
O diagnostico ¢ feito geralmente apds os 40 anos de idade, embora possa ocorrer mais cedo
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2003; KOSKI, 2004). Quando pobremente
controlada ou nao diagnosticada a doenca pode estar associada a complicagdes tardias como
aterosclerose acelerada, retinopatia com potencial perda da visdo, catarata, nefropatia que
pode levar a insuficiéncia renal, neuropatia periférica e doenca cardiaca, além da diminuicao
da expectativa de vida (MALECKI; KUPLA, 2005, AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2006).

O Diabetes Melito ¢ um dos mais importantes problemas de satide mundial,
apresentando altos indices de prevaléncia e mortalidade (ALARCON-AGUILAR et al., 2000;
AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2006; WHO, 2006c¢). Estudos demonstram que

2,9 milhdes de pessoas morreram em 2000 em conseqliéncia do diabetes e que
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aproximadamente 171 milhdes de adultos maiores de 20 anos t€ém diabetes melito em todo o
mundo sendo que este nimero pode chegar a 334 milhdes até¢ 2030 (WILD et al., 2004;
LEDUC et al., 2006; ROGLIC et al., 2005; WHO, 2006c). Este aumento se deve ao
crescimento da populacdo com mais de 65 anos de idade, hébitos de vida sedentarios e
obesidade. No Brasil a prevaléncia de pacientes diabéticos em 2000 era de 4,6 milhdes e se
estima que até 2030 sejam 11,30 milhdes de diabéticos (WILD et al., 2004; WHO, 2006d). O
diabetes apresenta um custo elevado ao individuo e a sociedade. Estes custos estdo
relacionados ndo somente aos gastos com saude, mas também ao custo indireto causado pela
perda da produtividade devido a inabilidade e a mortalidade prematura. Em termos
econdmicos, nos Estados Unidos, as estimativas de custo total em 2002 foi de US$ 133
bilhdes, no Canada o custo total se aproxima de US$ 5 bilhdes e na América Latina e no
Caribe o custo do diabetes foi estimado em US$ 65 bilhdes em 2000 (BARCELO et al.,
2003).

1.1.1 Insulina

A insulina ¢ um hormoénio polipeptidico produzido pelas células B das ilhotas de
Langerhans no pancreas. E composta por 51 aminoacidos arranjados em duas cadeias
polipeptidicas, designadas A e B, as quais estdo ligadas por pontes dissulfeto (Figura 1). A
sintese ocorre a partir de um precursor de 110 aminoacidos, a pré-pro-insulina no reticulo
endoplasmatico onde ¢ clivada a pro-insulina. Esta ¢ convertida a insulina e armazenada em

vesiculas no complexo de golgi (NORMAN; LITWACK, 1997).
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Figura 1. Estrutura bésica da insulina: seqiiéncia de aminoécidos
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A glicose é o estimulo primario para a secre¢do de insulina pelas células  do
pancreas, embora haja outros mecanismos como os aminoacidos leucina e arginina,
hormonios como glucagon, colecistocinina, peptideo inibitorio gastrico, peptideo intestinal

vasoativo e peptideo semelhante ao glucagon (NORMAN; LITWACK, 1997; BEARDSALL
etal., 2003).

Quando estimulada por glicose a secrecdo de insulina ¢ bifasica, com uma fase
inicial rapida com a liberacdo dos estoques de insulina, seguida de uma fase com maior
duracdo mantida pela biossintese do hormoénio (Figura 2). A meia-vida da insulina circulante
¢ de 3 a 5 minutos e o metabolismo ocorre principalmente no figado e rins por acdo das
insulinases (NORMAN; LITWACK, 1997; BEARDSALL et al., 2003; HENQUIN et al.,
2006).

Alios niveis de glicose |

Secrecio de insulina

Figura 2. Secrecdo bifadsica da insulina estimulada por glicose (adaptado de
http://www.servier.com/imgs/Pro/diabeto/diabetographia/ud/1/1.gif)

A secrecdo de insulina ocorre, principalmente, em func¢do da hiperglicemia, que resulta
em niveis intracelulares aumentados de ATP levando ao fechamento dos canais de potéssio
dependentes de ATP. A diminui¢@o da entrada de potéssio causa despolarizagdo da membrana
das células B pancredticas e abertura dos canais de célcio com conseqiiente aumento do célcio

intracelular que por sua vez, desencadeia a secrecdo do hormonio (NORMAN; LITWACK,
1997; MCGARRY; DOBBINS, 1999).


http://www.servier.com/imgs/Pro/diabeto/diabetographia/ud/1/1.gif
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1.1.2 Vias de sinalizacio da insulina

1.1.2.1 O receptor de insulina

A insulina exerce os efeitos biologicos através da fosforilagdo de proteinas,
resultando no aumento do transporte de glicose, mitogénese e regulacdo de vias enzimaticas
(NYSTROM; QUON, 1999). Para exercer os efeitos metabdlicos a insulina se liga ao receptor
presente na superficie das células dos tecidos alvos. Este receptor ¢ uma proteina
heterotetramérica que possui uma atividade tirosina cinase intrinseca ¢ ¢ composto de duas
subunidades o extracelulares, que contém o sitio de ligacao para insulina, ligadas por pontes
dissulfeto a duas subunidades [ transmembrana, onde se encontram os dominios de tirosina
cinase. A ligacdo da insulina a subunidade o induz uma mudanca conformacional e
conseqliente autofosforilacio da subunidade P do receptor, aumentando ainda mais a
atividade cinase do receptor (NORMAN; LITWACK, 1997, WATSON; PESSIN, 2001;
CARVALHEIRA et al., 2002; GUAL et al., 2004).

1.1.2.2  Substratos do receptor de insulina

O receptor de insulina ativado ¢ capaz de fosforilar varios substratos protéicos como
a familia de substratos para o receptor de insulina (IRS 1-4), She, Gab-1, p60d°°, Cbl, JAK2 e
APS. Apoés a fosforilagdo de IRS em residuos de tirosina, estes substratos criam sitios de
reconhecimento para moléculas com dominio SH2. Muitas destas proteinas sao moléculas
adaptadoras tais como a subunidade regulatdria p85 da fosfatidilinositol-3 cinase (PI-3K), ou
enzimas como SHP2 e a tirosina cinase citosolica Fyn (SALTIEL; KAHN, 2001; WATSON;
PESSIN, 2001; CARVALHEIRA et al., 2002). IRS-1 ¢ IRS-2 sdo importantes nas agdes da
insulina; IRS-1 esta envolvida na transdu¢ao de sinal no musculo, IRS-2 no desenvolvimento
das células B e ambas sdo importantes na regulacdo do metabolismo no figado (KROOK et
al., 2004). A fungdo de IRS-3 e -4 ainda ndo estd clara, mas parece que eles atuam como

reguladores de IRS-1 e -2 (SALTIEL; KAHN, 2001).
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1.1.2.3 PI3K

PI-3K ¢ uma enzima importante na regulacdo da mitogénese e nas agdes metabodlicas
da insulina. Consiste de uma subunidade catalitica (p110) e uma subunidade regulatoria (p85).
Essa enzima catalisa a fosforilagdo dos fosfoinositideos na posi¢do 3 do anel inositol
produzindo fosfatidilinositol-3-fosfato, fosfatidilinositol-3,4-difosfato e fosfatidilinositol-
3.,4,5-trifosfato. A fosforilacdo na posi¢do 3 recruta e ativa proteinas como proteina cinase 1
dependente de PI-3K (PDK-1) e proteina cinase B (PKB) (também conhecida como akt)
(SALTIEL; KAHN, 2001; CARVALHEIRA et al., 2002; KHAN; PESSIN, 2002; KROOK et
al., 2004). Em seguida, PDK-1 fosforila e ativa PKB e isoformas de proteina cinase C (PKC)
atipica ({, A). Um dos principais efeitos da ativacdo de PKB ¢ o aumento da captagdo de
glicose através da translocacdo do transportador de glicose 4 (GLUT 4) e a sintese de
glicogénio através da inativagio da glicogénio sintase cinase-3 (GSK-3) (ZDYCHOVA;
KOMERS, 2005). PKB também atua na sintese e bloqueio da degradacdo de proteinas através
da fosforilagdo do alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR) que por sua vez ativa p70
ribossomal S6 cinase (p70rsk) assim como elF-4E e 4E-BP1 (SALTIEL; KAHN, 2001;
ZDYCHOVA; KOMERS, 2005). Da mesma forma PKC{ e PKCA aumentam a captagdo de
glicose através da ativagdo e translocacdo do GLUT 4, estas isoformas também estdo
envolvidas na absorcdo de glicose, sintese de glicogénio e secre¢do de insulina (KHAN;
PESSIN; 2002; LIU, X. et al., 2006). A ativagdo de PI-3K ¢ necessaria, mas nao suficiente
para as agdes metabdlicas da insulina, sugerindo que outras cascatas devem estar envolvidas

na regulagdo do transporte da glicose (Figura 3).

1.1.2.4 Via CAP/Cbl

Além da via da PI-3K, CAP/Cbl também esta envolvida no transporte de glicose.
Essa via envolve a fosforilagdo de Cbl que se apresenta associado a proteina adaptadora CAP.
Ap6s a fosforilacdo, o complexo Cbl-CAP migra para a membrana celular e interage com
CrkIl que também esta associada com C3G. C3G ¢ uma proteina que catalisa a troca do
nucleotideo GDP por GTP da proteina TC10 ativando-a. TC10 ativada envia um sinal para
translocacdo do GLUT 4 e conseqiiente aumento na captagdo de glicose (SALTIEL; KAHN,
2001; CARVALHEIRA et al., 2002; KHAN; PESSIN, 2002).
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1.1.2.5 Outras vias de sinalizacdo

Insulina também estimula a via da proteina cinase ativada por mitégeno (MAPK).
Esta via envolve a fosforilagdo de IRS e/ou Shc a qual interage com Grb2 recrutando SOS
para a membrana plasmatica e ativando Ras. Uma vez ativada, Ras recruta Raf para
membrana plasmatica através da interacdo direta com a regido efetora. A ativacdo de Raf
resulta na ativagdo da proteina cinase cinase ativada por mitogeno (MEK) via fosforilagdo.
MEK por sua vez ativa MAPK que leva a proliferacdo e diferenciagdo celulares (TAHA;
KLIP, 1999; SALTIEL; KAHN, 2001; WATSON; PESSIN, 2001; CARVALHEIRA et al.,
2002).
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Figura 3. Vias de sinaliza¢do da insulina (adaptado de SALTIEL; KAHN, 2001)

1.1.3 Transportadores de glicose

O transporte da glicose através da membrana ocorre por difusdo facilitada, um

processo que independe de energia e que utiliza carregadores protéicos (KLIP et al., 1994;
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RICHTER, 1998). Os carreadores de glicose podem ser divididos em dois grupos: GLUT
(transporte de glicose facilitada) e SGLT1 (transporte de glicose dependente de sodio).
SGLT1 localizam-se no intestino delgado e subtipos de GLUTs sdo descritos em diferentes
tecidos de mamiferos (PERREIRA; LANCHA JR., 2004). A familia de transportadores de
glicose facilitada (GLUT) ¢ composta de 14 membros que sdo divididos em 3 classes de
acordo com as caracteristicas estruturais (SCHEEPERS et al., 2004; MACHADO et al.,
2006). A classe I ¢ a melhor caracterizada e ¢ composta pelos GLUTs 1-4 e o recentemente
descoberto GLUT 14. O GLUT 1 ¢ expresso principalmente nos eritrdcitos humanos e células
epiteliais das veias do cérebro. O GLUT 2 ¢ o transportador de baixa afinidade presente no
figado, intestino, rins e células  pancreaticas. O GLUT 3 tem alta afinidade por glicose e esta
presente em tecidos que demandam grande quantidade de glicose como o cérebro, tecido
muscular e o coragdo. O GLUT 4 ¢ a isoforma responsavel pela diminui¢do dos niveis de
glicose sanguinea pods-prandial, estd presente no musculo esquelético, nos adipécitos e no
coragdo (WATSON; PESSIN, 2001; WOOD; TRAYHURN, 2003; PERREIRA; LANCHA
JR., 2004; SCHEEPERS et al., 2004). Na classe II estdo incluidos os GLUT 5, GLUT 7,
GLUT 9 e GLUT 11. GLUT 5 ¢ o transportador da frutose presente no intestino, mas também
¢ encontrado nos testiculos e rins. GLUT 7 é encontrado no intestino, colon, testiculos e
prostata e o GLUT 9 ¢ altamente expresso nos rins e figado. O GLUT 11 apresenta duas
formas (uma curta e outra longa) que sdo expressas em diferentes tecidos e apresenta baixa
afinidade por glicose além de transportar frutose. A classe III ¢ composta pelas isoformas
GLUT 6, GLUT 8, GLUT 10, GLUT 12 e HMIT. O GLUT 6 apresenta baixa afinidade por
glicose e ¢ expresso no cérebro, leucocitos e vesicula biliar enquanto que o GLUT 8 apresenta
alta afinidade por glicose e ¢ expresso principalmente nos testiculos. O GLUT 10 ¢
predominantemente expresso no figado e pancreas e estd associado com o diabetes do tipo 2.
GLUT 12 ¢ expresso predominantemente no coracdo e prostata ¢ o HMIT no cérebro

(WOOD; TRAYHURN, 2003; SHEEPERS et al., 2004).

1.1.3.1 GLUT4

O GLUT 4 ¢ o principal transportador de glicose estimulado por insulina e se
encontra predominantemente no tecido adiposo e musculo esquelético. Sua funcdo esta

relacionada ao aumento da captagdo de glicose por esses tecidos. No estado basal, o GLUT 4
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se localiza principalmente no compartimento intracelular. A insulina causa a translocacao
deste transportador dos estoques intracelulares para a membrana plasmatica onde ele catalisa
o transporte da glicose para dentro da célula. Existem pelo menos duas vias identificadas que
estdo envolvidas nessa translocacdo: a via da PI-3K e da CAP-CrkII-C3G-TC10 (WATSON;
PESSIN, 2001; HE et al., 2006). No processo de translocagdo e fusdo com a membrana
plasmatica, dois grupos de proteinas sinalizadoras estdo envolvidas, v-SNAREs e t-SNAREs.
Algumas dessas proteinas (VAMP2, sintaxin4, SNAP23 e muncl8) regulam a fusdo das
vesiculas com a membrana plasmatica. A insulina recruta as vesiculas de GLUT 4 através da
fosforilagdo de VAMP2. Essa proteina interage com SNAP23 e sintaxin4 formando um
complexo ternario. Concomitantemente a formagdo desse complexo ocorre a dissociagao da
proteina synip da sintaxin4 e a mudanga conformacional de munc18c expondo o dominio de
ligagdo do complexo ternario e promovendo a fusdo das vesiculas com a membrana
(WATSON; PESSIN, 2001; PEREIRA; LANCHA JR., 2004; HE et al., 2006; LIU, L. et al.,
2006).

1.1.4 Regulacao do metabolismo da glicose

Existe um equilibrio dinamico que mantém um constante e controlado fornecimento
de glicose aos tecidos. A glicose ¢ a principal fonte de energia para o organismo humano,

sendo o combustivel primario utilizado por alguns tecidos como o cérebro e pelos eritrocitos

(BEARDSALL et al., 2003).

A insulina ¢ o hormonio essencial que regula o metabolismo, o crescimento ¢ a
diferenciag¢do celular atuando em diversos tecidos, principalmente figado, musculo e tecido
adiposo (NYSTROM; QUON, 1999; ZIERATH; KAWANO, 2003). Este ¢ o mais potente
hormdnio anabdlico conhecido, que promove a sintese ¢ o armazenamento de carboidratos,

lipidios e proteinas (SALTIEL; KAHN, 2001).

A homeostasia da glicose ¢ mantida por uma rede hormonal em que a insulina e o
glucagon sdo os principais agentes. A sintese e a secre¢do da insulina sdo estimuladas por
niveis aumentados da glicose, particularmente apos a alimentagdo (DESVERGNE et al.,
2006). A liberagdo da insulina permite a remocao rapida da glicose circulante estimulando a

entrada da glicose nos tecidos periféricos, principalmente no musculo e tecido adiposo. Em
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paralelo, a insulina aumenta o armazenamento da energia induzindo a sintese do glicogénio
no figado e no musculo, e sintese dos acidos graxos no figado e no tecido adiposo (Figura 4)

(NORMAN; LITWACK, 1997; KHAN; PESSIN, 2002; BEARDSALL et al, 2003;
DESVERGNE et al., 2006).

Quando os niveis da insulina forem baixos, entre refeicdes ou em jejum, o glucagon
aumenta a produgdo e a liberacdo hepatica de glicose aumentando a glicogenodlise e
estimulando a gliconeogénese. O pancreas ¢ o 6rgdo principal desta regulacdo, produzindo
insulina e glucagon. A fun¢do do figado ¢ fornecer glicose quando os nutrientes forem
escassos e armazenar este aglicar na forma de glicogénio quando o alimento for abundante.
Uma vez que os estoques de glicogénio do figado estdo repletos, o tecido adiposo converte
glicose em triacilglicerol que ¢ estocado como gordura. Os musculos consomem mais do que
estocam energia, embora acumulem eficientemente glicogénio para uso proprio. O cérebro
pode usar apenas glicose e/ou a cetona como fonte de energia. Sendo assim, o fato da glicose
representar a Unica fonte da energia para algumas células impde um controle justo sobre a
glicemia (BEARDSALL et al., 2003; DESVERGNE et al., 2006).
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1.1.4.1 Captacgdo de glicose

O transporte de glicose estimulado por insulina ocorre basicamente através da
translocag@o dos transportadores, principalmente do GLUT 4, de estoques intracelulares para
a membrana plasmatica (KHAN; PESSIN, 2002). A atividade tirosina cinase do receptor de
insulina ¢ essencial para o transporte de glicose. No entanto, a enzima chave deste estimulo
por insulina ¢ a PI-3K. Os elementos ativados ap6és a PI-3K que regulam a translocagdo do
GLUT 4 ainda estdo sendo desvendados, mas ¢ sugerido o envolvimento de PKB e isoformas
atipicas de PKC. E improvavel que a via de MAPK esteja envolvida na rapida translocagdo do
GLUT 4 ou estimulagdo do transporte de glicose, no entanto, ela participa do aumento da

sintese de GLUT 3 em células musculares estimulada por insulina (TAHA; KLIP, 1999).

No musculo esquelético, o transporte de glicose pode ser ativado por, pelo menos,
duas vias distintas: uma estimulada por insulina ou agentes insulino-miméticos e a outra
ativada pela contracdo muscular e hipdxia. Nesta via de regulagdo do transporte de glicose
ndo-insulino dependente um dos reguladores ¢ a proteina cinase ativada por 5’-AMP (AMPK)

e o outro ¢ o ion calcio (KROOK et al., 2004; WIJESEKARA et al., 2006).

1.1.4.2 Sintese de glicogénio

O musculo esquelético é o principal local de captacdo de glicose estimulada por
insulina ¢ muito da glicose que entra nas fibras musculares em resposta a insulina ¢
depositada como glicogénio (TAHA; KLIP, 1999). A insulina ativa a glicogénio sintase (GS)
promovendo a desfosforilagdo através da inibicdo de cinases como proteina cinase A (PKA)
ou glicogénio sintase cinase 3 (GSK-3) e ativacdo da proteina fosfatase 1 (PP1). Apos
ativacdo pela PI-3K, a PKB fosforila e inativa a GSK-3 o que diminui a taxa de fosforilagdao
da GS aumentando a atividade. A insulina também ativa a PP1 por um processo dependente

da PI-3K que desfosforila a GS diretamente (SALTIEL; KAHN, 2001).
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1.1.5 Hipoglicemiantes orais

1.1.5.1 Sulfoniluréias

Sao classificadas em primeira e segunda geracdo. As geragdes variam em poténcia,
farmacocinética e seguranga (KOSKI, 2004). Estimulam a secre¢do de insulina se ligando a
um receptor especifico na célula B pancreatica que determina o fechamento dos canais de
potéssio dependentes de ATP. Este fechamento resulta em despolarizagdo da célula, liberacao
da insulina pré-formada nos granulos adjacentes (primeira fase de liberagdo de insulina) e
aumento da translocacdo dos granulos de dentro da célula para a periferia (segunda fase da
liberacao de insulina). Este aumento se mantém (durante o tempo de acdo do farmaco) desde
que as células estejam funcionantes. As sulfoniluréias podem provocar hipoglicemia, pois a
acdo inicia mesmo com valores de glicemia abaixo do limiar de estimulacdo da insulina por
glicose (90 mg/dL ou 5 mmol/L) e se mantém ao longo da duragdo da semi-vida
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2003; CHENG; FANTUS, 2005; GALLEGO,
2005).

1.1.5.2 Metaglinidas

Se ligam a receptores na célula B pancredticas, diferente dos receptores das
sulfoniluréias. A agdo ¢ mais rdpida e mais curta quando em comparacdo a este grupo de
agentes antidiabéticos. Nao se sabe se o efeito hipoglicemiante ¢ aditivo ao das sulfoniluréias,
mas o efeito sobre a reducao da glicose plasmatica e da hemoglobina glicada é semelhante aos
medicamentos de agdo intermediaria desta classe (glibenclamida e gliclazida). Tém efeito
aditivo a metformina. As hipoglicemias sdo menos freqiientes com estes firmacos do que com
as sulfoniluréias se tomadas antes da ingestdo alimentar (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2003; GALLEGO, 2005).
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1.1.5.3 Inibidores da a-glicosidase

Estes farmacos ndo apresentam um alvo especifico na fisiopatologia do diabetes.
Esta classe inibe competitivamente as a-glicosidases intestinais (maltase, isomaltase, sacarase,
glicoamilase) retardando a absor¢ao de carboidratos e, conseqiientemente, a entrada da glicose
na circulagdo. Os efeitos colaterais principais de inibidores das a-glicosidases sao
gastrointestinais; especificamente, desconforto abdominal, diarréia e flatuléncia ocorrem em
aproximadamente 20% dos pacientes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2003;
CHENG; FANTUS, 2005).

1.1.5.4 Biguanidas

Ha 30 anos varias biguanidas foram usadas em diversos paises para o tratamento do
diabetes. Todas com excecdo da metformina foram removidas do mercado internacional na
década de 70 devido ao risco associado a elevacao de acidose lactica, restando atualmente

apenas a metformina.

A metformina ¢ um composto que aumenta a sensibilidade da insulina nos tecidos
periféricos, principalmente no figado. A reducdo da glicemia provocada por este farmaco se
deve especialmente a diminui¢do da producdo hepatica de glicose (inibindo a gliconeogénese)
e a redugdo dos niveis de triglicérides (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2003;
CHENG; FANTUS, 2005; GALLEGO, 2005). A metformina atua ativando a AMPK
muscular e hepdtica resultando no bloqueio da sintese de acidos graxos e promovendo a
oxidacdo. Além disso, diminui a expressdo génica de enzimas lipogénicas que contribuem

para diminuir a sintese de triglicérides (CHENG; FANTUS, 2005).

1.1.5.5 Glitazonas

Melhoram a tolerancia a glicose aumentando a sensitividade a insulina e restaurando
a funcdo das células P pancredticas (KIM; AHN, 2006). Aumentam o consumo de glicose
pelos tecidos periféricos (muscular ¢ adiposo), diminuem a producdo hepatica de glicose ¢

aumentam a sintese de glicogénio. As tiazolidinodionas se ligam a um receptor nuclear
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proliferador ativado dos peroxisomas y (PPAR v), levando ao aumento da expressao dos
substratos do receptor de insulina (IRS-1, -2), da subunidade p85 da PI-3K e de Cbl
aumentando a captagdo de glicose no musculo. Ainda favorecem a transformacdo de pré-
adipdcitos em adipdcitos pequenos, mais sensiveis a insulina, com apoptose dos grandes e
menos sensiveis, reduzindo os niveis de acidos graxos livres e triglicérides, mas, contudo,
promovendo ganho de peso (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2003; KIM;
AHN, 2004; CHENG; FANTUS, 2005; GALLEGO, 2005). Além destes efeitos nos figado e
tecidos periféricos as glitazonas exercem profundos efeitos nas células B pancreaticas;
melhorando a capacidade secretoria, aumentando a massa destas células e protejendo essas

células do estresse oxidativo (CAMPBELL; MARIZ, 2007).

1.1.5.6 Novos alvos para o tratamento do diabetes tipo 2

O emergente conhecimento dos mecanismos que envolvem a patogenia do diabetes
fornece novos alvos moleculares para o desenvolvimento de fArmacos. Dentre esses possiveis
novos farmacos para o tratamento do diabetes se destacam os que atuam reduzindo a
producdo excessiva de glicose hepatica como os antagonistas do receptor do glucagon,
inibidores da glicogénio fosforilase, glicose-6-fosfatase e frutose-1,6-bifosfatase. Os que
atuam aumentando os efeitos da insulina como moléculas ativadoras do receptor de insulina,
inibidores da proteina tirosina fosfatase-1B e da GSK-3 (MOLLER, 2001; VATS et al.,
2005). E as incretinas como GIP (polipeptideo insulinotrépico) e GLP-1 (peptideo semelhante
ao glucagon 1) que sdo secretadas em resposta a ingestdo de alimentos, potencializando a
secrecdo de insulina estimulada pela glicose e aumentando a massa de células B pancreaticas.
O uso de anédlogos destes hormonios tem sido estudado para o tratamento do diabetes assim
como o de inibidores da DPP-4 (dipeptidilpeptidase 4) que aumentam a vida de GLP-1
(HARDIKAR, 2004; MCINTOSH et al., 2006; HANSOTIA; DRUCKER, 2004)

1.1.6 Terapia insulinica

A administragdo de insulina ¢ fundamental para o tratamento do diabetes melito tipo

1. Pacientes com diabetes do tipo 2 sdo inicialmente tratados com agentes hipoglicemiantes
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orais, no entanto, com a evolu¢do da doenca, muitos destes pacientes também necessitam da
terapia insulinica para manuten¢io do controle glicémico (SIMO; HERNANDEZ, 2002;
BETHEL; FEINGLOS, 2005; ELDOR et al., 2005).

Como a insulina ¢ degradada no trato gastrointestinal ¢ preciso administra-la pela via
subcutanea e em alguns casos de severa descompensacdo metabolica ela pode ser
administrada pela via intravenosa ou muscular (SIMO; HERNANDEZ, 2002). Os riscos ¢ 0s
efeitos adversos da terapia insulinica sdo a hipoglicemia e o ganho de peso, raramente, alergia
e infeccdo ocorrem (ELDOR et al., 2005, SOCIEDADE BRASILEIRA DE
ENDOCRINOLOGIA E METABOLOGIA, 2005).

Diversas preparacdes de insulina sdo utilizadas para tratar do diabetes. Estas incluem
as insulinas de acdo rapida (aspart, lispro) e de curta duracdo (regular) que sdo utilizadas
pouco antes das refeicdes e apresentam inicio de ag¢do rapido, no entanto, de menor duragdo.
Insulinas com uma duragdo de agdo intermedidria (insulina NPH e lenta) apresentam um
periodo de agdo mais longo e as insulinas de a¢ao prolongada (insulina ultralenta, glargina e
detemir) tém inicio de a¢do muito lento e seus niveis mantém-se durante todo dia (Figura 5)
(DAUGHERTY, 2004; HERMANSEN et al., 2004; BETHEL; FEINGLOS, 2005;
BRUNTON et al., 2005).
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Figura 5. Tempo de agdo de insulinas exdgenas (adaptado de BRUNTON et al., 2005)
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1.2 PLANTAS MEDICINAIS

As plantas formam a base da medicina tradicional e sdo usadas ha milhares de anos.
A OMS estima que 80% da populagdo mundial dos paises em desenvolvimento utilize a
medicina tradicional, principalmente as plantas, no cuidado primario a saiude. Produtos
isolados de plantas também sdo de grande importincia nos paises em desenvolvimento assim
como nos industrializados, ndo apenas como farmacos, mas como prototipos para outras
moléculas (CHIVIAN, 2002). Cerca de 25% dos farmacos prescritos em todo mundo vém de
plantas, 50% sdo sintéticos cujos prototipos tém origem em compostos isolados de plantas
medicinais e dos 252 farmacos considerados essenciais pela OMS, 11% sdo exclusivamente

de origem vegetal (RATES, 2001).

Derivados de plantas com potencial atividade hipoglicémica sdao utilizados na
medicina popular e tradicional, com mais de 1200 espécies de plantas registradas em todo o
mundo. Embora muitas destas plantas ndo possuam uma avalia¢do cientifica rigorosa, mais de
80% das espécies estudadas demonstram realmente atividade antidiabética (LEDUC et al.,
2006). Muitos medicamentos modernos utilizados na medicina convencional t€ém origem nas
plantas medicinais como ¢ o caso da metformina, um medicamento amplamente utilizado no
tratamento do diabetes e que foi isolado das flores da espécie Galega officinalis, da atropina
obtida da Atropa belladona L., morfina e codeina isoladas da espécie Papaver somniferun L.,
entre outras (CECHINEL-FILHO; YUNES, 1998; SIMOES et al., 2001; YEH, 2003; LEDUC
et al., 2006).

No Brasil, apenas 20% da populacdo ¢é responsavel por 63% do consumo de
medicamentos sintéticos disponiveis, sendo que o restante encontra nos produtos de origem

natural, principalmente nas plantas, a principal ou a unica fonte de recursos terapéuticos

(SIMOES et al., 2001).

A Organizacdo Mundial da Saude incentiva a utilizagdo de plantas medicinais para o
tratamento de varias enfermidades, inclusive o diabetes, doenca que atinge milhdes de pessoas
no mundo, especialmente em paises onde o acesso aos tratamentos convencionais ndo sao

adequados (ABDEL-BARRY et al., 1997).

Apoiado no conhecimento e uso popular, a pesquisa e comprovagdo cientifica dos

efeitos dos constituintes das plantas usadas na medicina tradicional como hipoglicemiantes,
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tornam-se necessarios, uma vez que estas substincias podem servir como agentes
hipoglicémicos que mimetizem as agdes da insulina. Desta forma, poderiam substituir as
dolorosas inje¢des de insulina, um alivio para diabéticos do tipo 1 e minimizariam os efeitos
colaterais dos agentes hipoglicemiantes orais no caso dos diabéticos do tipo 2 além de
diminuir os elevados custos do tratamento para as pessoas de baixa renda (ABDEL-BARRY

et al., 1997).

1.2.1 Bauhinia forficata Link

Entre as inimeras espécies vegetais de interesse medicinal e utilizada popularmente
no Brasil, destaca-se a Bauhinia forficata, planta pertencente a familia Caesalpiniaceae
(Leguminosae) e popularmente conhecida como ‘“Pata-de-vaca” e “Unha-de-gato” (DA

SILVA; CECHINEL FILHO, 2002; PEPATO et al., 2004).

Bauhinia forficata Link ¢ uma arvore de médio porte (5 a 9 metros) cujas folhas sao
bipartidas lembrando a pata de uma vaca, tem flores de coloragdo branca e frutos do tipo
vagem linear (Figura 6). E encontrada principalmente nas regides do Rio de Janeiro até o Rio
Grande do Sul, e destaca-se por apresentar propriedades hipoglicémica, diurética e depurativa

(MARTINS et al., 1998).

Figura 6. Espécie vegetal Bauhinia forficata Link: a) Arvore, b) Folhas bipartidas
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Estudos fitoquimicos demonstraram que esta planta contém alcaldides, taninos,
mucilagem, o6leo essencial, heteroglicosideos cianogénicos, saponinas, catecol e acidos

volateis fixos (PEPATO et al., 2004).

Na literatura existem alguns relatos sobre a agao hipoglicemiante da Bauhinia
forficata, com resultados comprovados cientificamente (PEPATO et al., 2002; SILVA et al.,
2002; CAZAROLLI et al.,, 2006). Os primeiros relatos da atividade hipoglicémica de
Bauhinia forficata em pacientes diabéticos foram feitos por Carmela Juliani em 1929 e 1931.
Mais tarde, Juliani demonstrou que esta espécie vegetal continha compostos capazes de
diminuir a glicemia de cdes e coelhos submetidos a hiperglicemia adrenalitica e
pancreactomizados (JULIANI, 1941). Caricati-Neto e colaboradores (1985) também
observaram efeitos da Bauhinia forficata na glicemia quando a fracdo aquosa das folhas desta

espécie vegetal foi administrada intraperitonealmente em ratos diabéticos.

Mais recentemente, Pepato e colaboradores (2002) verificaram que durante um
tratamento cronico (31 dias) os ratos diabéticos tratados com o cha das folhas de Bauhinia
forficata mostraram significativa redugdo na glicemia e nos niveis de glicose e uréia na urina,
em relagdo ao grupo controle. Ainda em 2002, Silva e colaboradores observaram a redugao
dos niveis glicémicos em ratos normais e diabéticos apos a administracdo oral da fragdo n-
butanélica das folhas desta espécie em um periodo agudo (3 horas). Em 2004, Lino e
colaboradores mostraram que apos a administragao dos extratos aquoso, etanolico e hexanico
da Bauhinia forficata por 7 dias em animais diabéticos, os mesmos apresentaram redugdes

significativas nos niveis de glicose plasmatica, triglicérides, colesterol total e HDL colesterol.

Apenas Russo e colaboradores (1990) nao encontraram diferencga significativa nos
niveis de glicose e de insulina entre os grupos de pacientes diabéticos do tipo 2 que receberam
o placebo (Imperata brasiliensis, “sapé”) e o cha das folhas de Bauhinia forficata durante um

tratamento agudo (0 a 6 horas) e cronico (1 a 56 dias).

Esses resultados demonstram que existem controvérsias quanto aos resultados
obtidos, porém estes podem ser devido a vérios aspectos tais como: tipo de solo, clima,
condi¢des de cultivo, armazenamento da planta e variagdes sazonais. Ainda devem ser
observados tipos de forma e fragcdes do extrato da planta e vias de administragdo utilizadas no
ensaio (DA SILVA; CECHINEL FILHO, 2002; SILVA et al., 2002; DE SOUSA et al., 2004;
CAZAROLLI et al., 2006).
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Varias espécies do género Bauhinia foram e estdo sendo estudadas fitoquimica e
farmacologicamente (DA SILVA; CECHINEL FILHO, 2002; PIZZOLATTI et al., 2003).
Trabalhos sobre a composi¢do fitoquimica da Bauhinia forficata demonstram que ela ¢
caracterizada pelo acimulo de flavondides livres e glicosilados nas folhas e flores sendo que
sdo relatados na literatura a presenca de B-sitosterol e canferol-3,7-diramnosideo, sendo este
ultimo somente encontrado nas folhas da planta (DA SILVA et al.,, 2000). Pizzolatti e
colaboradores (2003) realizaram o isolamento ¢ a identificacdo do canferol e de mais cinco
flavondides glicosilados contendo os flavonois canferol e quercetina como agliconas. Com o
intuito de estudar os constituintes da Bauhinia forficata individualmente, De Sousa e
colaboradores (2004) avaliaram a atividade aguda do composto majoritario da fracdo n-
butanol das folhas da Bauhinia forficata, o canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo (canferitrina).
Apds administragdo oral em animais normoglicémicos e diabéticos foi observado significativo
efeito hipoglicémico e atividade antioxidante deste composto. Além disso, a canferitrina
estimulou significativamente a captacdo de ['*C]-deoxi-D-glicose no maisculo soleo de ratos
sem alterar a sintese protéica e também nao alterou os niveis de glicose urindria num periodo

agudo de tratamento (JORGE et al., 2004).

1.2.2 Cyathea phalerata

O género Cyathea ¢ constituido de samambaias arborescentes que variam de 4 a § m
de altura e estdo amplamente distribuidas nas regides tropicais e subtropicais (Figura 7).
Diversas espécies sao utilizadas no tratamento de doengas sexualmente transmissiveis € como
anti-helmintico (ARAI et al.,, 1994; ARAI et al., 1995, BRINGMANN et al.,, 1999).
Amerindios da Bolivia e Equador fazem wuso da espécie Cyathea pungens como
antiinflamatorio (MACIA, 2004) e no México a infusdo de raizes e folhas da espécie Cyathea
fulva ¢ utilizada como hipoglicemiante, porém sem nenhuma comprovacao cientifica desta

atividade (ANDRADE-CETTO; HEINRICH, 2005).

As samambaias apresentam quatro tipos principais de flavonodides: flavonois, C-
glicosilflavonas, flavonas e flavanonas. Outros tipos conhecidos de forma mais esporadica sdo
as chalconas, antocianinas, xantonas, flavanonois e biflavonas (WALLACE, 1989). A
primeira investigacao sobre os constituintes flavonoides no género Cyathea (Cyatheaceae) foi

realizada por Harada et al. (1955, 1958) que analisou as folhas de Cyathea fauriei e Cyathea
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hancockii durante um levantamento sobre a distribui¢do de flavonas, flavonoéis e flavanonas
nas samambaias japonesas. De acordo com esse estudo as espécies continham canferol,
cirtominetina, farrerol e vitexina (HIRAOKA; HASEGAWA, 1975). Soeder e Bass (1972)
também demonstraram a presenga 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 flavondis 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 encontram-se constituintes triterpendides e esterdides em
determinadas espécies do género Cyathea (ARAI et al.,, 1994; ARAI et al, 1995;
BRINGMANN et al., 1999). No entanto, pouco se conhece ainda sobre a fitoquimica do
género Cyathea, havendo at¢ o momento escassa literatura a respeito. Os poucos estudos
realizados mostram que o género ¢ caracterizado fitoquimicamente pelo acumulo de
triterpenos hopanoides e fernanos e compostos flavonoidicos glicosilados (CUNHA et al.,

2003).

Figura 7. Espécie vegetal Cyathea phalerata

No estudo fitoquimico de Cyathea phalerata realizado por Cunha et al. (2003) foram
isolados e caracterizados dois flavonoides glicosideos; o canferol 3-O-a-L-ramnopiranosil 3-

D-glicopiranosideo (canferol-3-neohesperidosideo) e o acido-3-O-B-D-glicopiranosil caféico.
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Popularmente conhecida como xaxim, Cyathea phalerata ¢ utilizada na medicina
popular regional para o tratamento de afec¢des renais, amareldo, reumatismo e gripes, porém

sem comprovacao cientifica (CUNHA et al., 2003).

A partir dos resultados obtidos com a espécie Bauhinia forficata em relagdo ao
potencial hipoglicemiante e sabendo-se que esta se caracteriza pelo acimulo de flavonodides
do tipo canferol muito semelhante ao constituinte canferol-3-neohesperidosideo isolado do
caule fresco da Cyathea phalerata foi pesquisado também a atividade hipoglicemiante deste
flavondide (JULIANI, 1929, 1931, 1941; DA SILVA et al., 2000; PEPATO et al., 2002;
SILVA et al., 2002; PIZZOLATTI et al., 2003; DE SOUSA et al., 2004; LINO et al., 2004;
CAZAROLLI et al., 2006). O canferol da Cyathea phalerata se mostrou eficaz em diminuir a
glicemia de ratos diabéticos apos tratamento agudo pelas vias oral nas doses de 50 ¢ 100
mg/kg e intraperitoneal com a dose de 100 mg/kg. Quando complexado com o ion vanadio
(IV) este composto demonstrou um pronunciado efeito hipoglicémico em todo o tempo
estudado. Este efeito foi maior do que o observado com a canferitrina da Bauhinia forficata e
do canferol-3-neohesperidosideo livre, apos 3 horas, pela via intraperitoneal (CAZAROLLI et
al., 2000).

1.2.3 Flavonoides

Os flavonodides constituem um grupo de polifendis de baixo peso molecular,
presentes em relativa abundéancia entre os metabolitos secunddrios de vegetais. A estrutura ¢
baseada no nucleo flavonoidico (Figura 8), o qual ¢ formado de trés anéis fenolicos
denominados A, B e C. Ocorrem como agliconas, glicosideos e derivados metilados e sdo
divididos em classes de acordo com o nivel de oxidagdo do anel C, as quais incluem as
antocianidinas, flavanodis (catequinas), flavonas, flavonoéis, flavanonas e isoflavonas entre

outras (HAVSTEEN, 1983; AHERNE et al., 2002; HEIM et al., 2002).
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Figura 8. Nucleo fundamental dos flavonoides

Sao amplamente distribuidos em folhas, sementes, caule e flores das plantas, onde
conferem prote¢do contra radiagdo ultravioleta, patdgenos e herbivoros. Estdo presentes em
vegetais, frutas e sucos, no entanto, a ingestdo diaria varia conforme a regido geografica e
cultura (AHERNE et al., 2002; HEIM et al., 2002). Os flavondides ingeridos sdo absorvidos
no estomago e intestino delgado e sdo metabolizados principalmente pelo figado e
secundariamente na mucosa intestinal, tubulos renais, pulmdes, pele e placenta e excretados

na urina ¢ fezes (ONG; KHOO, 2000; AHERNE et al., 2002).

Flavonoides e seus derivados sdo bastante explorados em fun¢do das inumeras
aplicagdes terapéuticas que apresentam como: acgdes antialérgica, anti-oxidante, anti-
inflamatoria, anti-cancerigena, anti-viral e anti-ulcerogénica (HAVSTEEN, 1983; LARSON,
1988; ONG; KHOO, 1996; HAVSTEEN, 2002).

Existem diversos trabalhos demonstrando o efeito anti-diabético e as acdes no
metabolismo da glicose exercido pelos flavondides. O tratamento subcronico de ratos
diabéticos com luteolina-5-O-B-rutinosideo levou a diminuicdo dos niveis sanguineos de
glicose (ZARZUELO et al., 1996). Diversos derivados do flavondide crisina também
demonstraram efeito hipoglicemiante (SHIN et al., 1999). A epigalocatequina galato
apresentou acdo hipoglicemiante através da redugdo da producdo de glicose hepatica e da
inibicao de genes que controlam a gliconeogénese (WALTNER-LAW et al., 2002; ANTON
et al., 2006). A isoflavona genisteina demonstrou efeito hipoglicemiante em ratos diabéticos
além de aumentar os niveis de insulina e da enzima glicocinase (LEE, 2006). Hesperidina e
naringina reduziram os niveis de glicose sanguinea aumentando a glicolise hepatica e a

concentracdo de glicogénio ou diminuindo a gliconeogénese (JUNG et al., 2004). A
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administracdo de puerarina e canferitrina em ratos normais e diabéticos diminuiu a
concentragdo de glicose plasmatica e aumentou a captacdo de glicose no musculo so6leo (HSU
et al., 2003; DE SOUSA, 2004; JORGE, 2004). De maneira semelhante, procianidinas
apresentaram efeito anti-hiperglicémico e atividade insulino-mimética através do aumento da
captagdo de glicose em células musculares e adiposas (PINENT et al., 2004). A miricetina
exerce a¢ao hipoglicémica mimetizando as agdes da insulina, regulando os niveis glicEémicos e
influenciando no metabolismo e estoque de glicogénio hepatico (ONG; KHOO, 1996, 2000).
A quercetina atua normalizando os niveis de glicose plasmatica, aumentando o contetido de
glicogénio hepatico e induzindo as enzimas glicocinase e hexocinase hepaticas (VESSAL et
al., 2003; SHETTY et al., 2004). A administracao da rutina em animais diabéticos diminuiu
os niveis de glicose sanguinea e aumentou os niveis de insulina, peptideo-C e proteinas. Além
disso, houve uma melhora no conteudo de glicogénio e atividade de enzimas do metabolismo
de carboidratos (KAMALAKKANNAN; PRINCE, 2006; PRINCE; KAMALAKKANNA,
2006). O tratamento de pacientes com resisténcia insulinica com o anti-oxidante silimarina
resultou na diminuicao dos niveis de glicose sanguinea e de insulina (VELUSSI et al., 1997).
Floridzina atua reduzindo a glicose sanguinea através da inibi¢do da captacdo intestinal,

reabsorcao renal e aumento da captacao de glicose pelo tecido adiposo (ZHAO et al., 2004).
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2 JUSTIFICATIVA

O Diabetes Melito ¢ uma doenca séria com multiplas complicacdes e mortalidade
precoce que afeta aproximadamente 170 milhdes de pessoas em todo o mundo. S6 no Brasil
sdo mais de 5 milhdes de diabéticos, sendo 90% diabéticos do tipo 2. O governo tem
financiado o tratamento dessa patologia, no entanto, ndo tem atingido de forma satisfatoria a

populacdo alvo devido ao alto custo para manutencao deste tipo de programa.

Terapias alternativas como o uso de plantas medicinais se tornou uma pratica cada
vez mais difundida em fun¢do do baixo custo e fécil obtencdo. Desta forma, a pesquisa de
substancias obtidas de plantas com agdes que mimetizem ou potencializem as acdes da

insulina ¢ de grande importancia para o desenvolvimento de novos farmacos.

A Bauhinia forficata Link ¢ uma destas plantas, conhecida popularmente como
hipoglicemiante. Resultados anteriores deste laboratdrio mostraram que a fragcdo n-butandlica,
rica em flavondides glicosilados, teve efeito hipoglicemiante apos tratamento agudo em ratos
diabéticos sem alterar a curva de tolerancia a glicose (SILVA et al., 2002). Desta fracao foram
isolados, purificados e identificados trés canferodis, entre eles, o majoritario, canferitrina
(PIZZOLATTI et al.,, 2003). A curva dose-resposta deste composto mostrou um efeito
hipoglicemiante significativo em ratos diabéticos em todos os tempos e doses estudados (DE
SOUSA et al., 2004). O estudo deste composto em ratos normoglicémicos e diabéticos
revelou uma acdo significativa na captacdo de glicose no musculo soleo, nao influenciou a
sintese protéica in vitro e nao interferiu na glicosuria apds tratamento por via oral. Estes
resultados mostraram um efeito agudo da canferitrina percentualmente tio eficaz quanto da
insulina embora utilizada em doses mais altas do que o hormoénio purificado (JORGE et al.,

2004).

A Cyathea phalerata ¢é outra planta utilizada na medicina popular
e que foi caracterizada por apresentar flavondides glicosilados. Cunha et al. (2003) isolaram
dois flavonodides desta espécie sendo o canferol-3-neohesperidosideo o majoritario. Este

composto, semelhante a canferitrina, demonstrou um efeito hipoglicemiante em animais
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diabéticos pelas vias oral e intraperitoneal. Além disso, quando complexado com o ion
vanadio (IV) apresentou efeito hipoglicemiante significativo pela via intraperitoneal em todos
os tempos estudados, sendo que este complexo apresentou 83% de biopoténcia comparado a
insulina e foi mais potente que o vanadio livre, que o composto pela mesma via e que o

complexo canferol 3,7-O-(a)-L-diramnosideo-VO(IV) (CAZAROLLI et al., 2006).

Apoiado nestes resultados, o mecanismo de acdo do canferol-3-neohesperidosideo,
um flavonodide glicosilado com comprovado efeito hipoglicemiante, foi estudado em um

tecido alvo da insulina, o musculo séleo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito de flavonoides glicosilados na glicemia de ratos diabéticos e o
mecanismo de acdo do composto canferol-3-neohesperidosideo na captacao de [U-"*C]-2-

deoxi-D-glicose no musculo so6leo de ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar o efeito de flavonoides glicosilados obtidos das folhas da Bauhinia forficata,

na glicemia de ratos diabéticos.

Estudar o efeito de flavonéides na captacio de [U-'*C]-2-deoxi-D-glicose e comparar
com o efeito estimulatério da insulina na captagao de glicose no musculo séleo de ratos

normoglicémicos.

Estudar o efeito do canferol-3-neohesperidosideo na captagio de [U-'*C]-2-deoxi-D-

glicose no musculo séleo de ratos normoglicémicos (curva de dose-resposta).

Comparar o efeito agudo do canferol-3-neohesperidosideo na captagio de [U-'*C]-2-
deoxi-D-glicose com a acdo estimulatéoria da insulina no musculo so6leo de ratos

normoglicémicos.

Estudar o mecanismo de agdo do canferol-3-neohesperidosideo na captagdo de [U-

1C1-2-deoxi-D-glicose no masculo séleo.

Estudar a influéncia da sintese protéica no efeito agudo do canferol-3-
neohesperidosideo na captagdo de [U-'*C]-2-deoxi-D-glicose no musculo séleo de ratos

normoglicémicos.
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Estudar o efeito do canferol-3-neohesperidosideo no conteudo de glicogénio no

musculo soéleo de ratos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Reagentes

Aloxana: Monohidrato de aloxana 98% obtida da Aldrich Chemical Company,
Milwaukee, USA.

Cicloheximida: 3-[2-(3,5-Dimetil-2-oxociclohexil)-2-hidroxietil] glutarimida, obtido
da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA).

Flavonoides quercetina e canferol: foram obtidos por hidrolise das formas

glicosiladas isoladas das folhas da Bauhinia forficata.

Glicose PAP: Kit utilizado na dosagem da glicemia pelo método enzimatico da

glicose oxidase da Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil.

Insulina: Insulina Regular Humana (Biohulin) 100 UI/mL produzida pela Biobras,

Montes Claros, MG.

Liquido de Cintilagdo Miscivel: para a contagem da radioatividade das aliquotas
utilizou-se o liquido de cintilacdo Optiphase ‘hifase’ 3, adquirido da Pelkin Elmer Life and

Analytical Sciences, Finland.

LY294002: Cloridrato (2-(4-Morpholinil)-8-phenil-4H-1-benzopiran-4-one), inibidor
seletivo da PI-3K, obtido da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA).

NH4Cl saturado: utilizado para neutralizar o precipitado de glicogénio obtido da

Merck® AG, Darmstadt Germany.
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PD98059: (2-(2-Amino-3-Metoxifenil)-4H-1-Benzopira-4-ona), inibidor da MEK,
obtido da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA).

RO318220: Inibidor seletivo de PKC, obtido da Sigma-Aldrich Co.(St. Louis, EUA).

[U-'%C]-2-deoxi-D-glicose: Utilizou-se a glicose uniformemente marcada nos
experimentos de captagdo de glicose, com atividade especifica de 7,4 Gbg/mmol. Obtido da

Pelkin Elmer Life and Analytical Sciences, Albany Street, Boston, MA.

Etanol absoluto, éter etilico, dimetilsulfoxido (DMSO): Todos reagentes P.A. da
Merck® AG, Darmstadt Germany.

4.1.2 Solucoes

Aloxana: Monohidrato de aloxana 98% em solucdo fisiologica (NaCl 0,9%) na

concentragdo de 5%.
KOH 33%: 33 g de KOH dissolvidos em 100 mL de 4gua.

LY294002: 0,3 mg do p6 dissolvido em 1 mL de DMSO, concentragdo final de 0,98
mM.

PD 98059: 1 mg do p¢6 dissolvido em 0,935 mL de DMSO, concentragdo final de 4
mM.

RO318220: 1 mg do p6 dissolvido em 0,903 mL de agua miliQ, concentracao final
de 2 mM.

Solugdo estoque do canferol-3-neohesperidosideo 0,2 mM: 1,1 mg do flavonoide

dissolvido em 9 mL de tampao KRb.

Solugdo estoque do canferol-3-neohesperidosideo 1,0 uM: 50 puL da solucdo estoque

0,2 mM solubilizado em 9,95 mL de tampao KRb.
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4.1.3 Equipamentos utilizados

Balanga eletronica Bioprecisa FA 2104N (Capacidade 0-210 g e precisao 0,1 mg):

Utilizada para pesagem de reagentes, compostos € musculos dos animais.

Balanga eletronica Toledo 9094 (Capacidade 20 — 3000 g): Utilizada para pesagem

dos animais.

Banho metabdlico com agitagdo (Quimis): Aparelho termostatizado com atmosfera
umida.
Centrifuga baby Fanem: Para separacao do soro das amostras de sangue coletadas e

centrifugacdo dos homogenatos.

Espectrofotometro UV/Visivel (TechComp modelo 8500): Utilizado para leitura das

dosagens de glicose.

Espectrometro de cintilagdo liquida (LKB modelo 1209 — Rack-Beta): Utilizado para

contagem da radioatividade com eficiéncia de 85-90%.

Medidor de pH (modelo Digimed DM20): para monitoracdo do pH em todas as

solugoes, calibrado no momento do uso.

4.1.4 Obtencido de compostos naturais da espécie Bauhinia forficata Link

4.1.4.1 Coleta e identificacio da planta

As folhas de 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 Botanica da UFSC, onde uma exsicata da espécie

foi depositada sob o nimero FLOR-31271.
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4.1.4.2 Preparacgdo do extrato bruto e fragoes

As folhas (960 g) secas e trituradas foram maceradas com EtOH/H,O (8:2) a
temperatura ambiente em dois ciclos de 14 dias. O extrato hidroalcodlico foi evaporado em
rotavapor sob pressao reduzida a 50 °C até " de seu volume inicial e mantido em repouso por
dois dias a 4 °C. Em seguida, esta solug¢do foi filtrada em papel filtro e o filtrado foi
submetido a um particionamento sucessivo com n-hexano, AcOEt, e n-BuOH. O solvente de
cada fase organica foi evaporado para a obtencao das respectivas fragdes hexano, acetato de

etila e n-butanol do extrato das folhas (Fluxograma 1).

Bauhinia forficata

Folhas secas e trituradas

Maceragao EtOH/H,O

Extrato Bruto Hidroalcoolico

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

Fragdo soluvel em Fragdo soluvel em Fragao soluvel em Fracdo aquosa
n-hexano AcOEt n-butanol

Fluxograma 1. Representacdo esquemadtica do fracionamento do extrato bruto hidroalcoolico
da Bauhinia forficata

4.1.4.3 Isolamento dos flavondides das folhas

Conforme descrito por Pizzolatti et al. (2003) com algumas modificac¢des, a fracao
AcOEt das folhas (16,13 g) foi submetida ao fracionamento cromatografico em coluna (CC)
de silica gel usando como eluente o sistema n-hexano/AcOEt/metanol com polaridade
crescente. Desta fracdo obteve-se 83 mg do canferol-3,7-O-(a)-diramnosideo, apds

recristalizacdes em AcOEt. A fracdo n-BuOH das folhas (11,8 g) foi submetida ao mesmo
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procedimento descrito acima e forneceu 300 mg de canferol-3,7-O-(a)-diramnosideo apds
recristalizacdo em metanol. Posteriormente as fragcdes foram analisadas em cromatografia de
camada delgada (CCD) e nesta analise foram encontrados 5 compostos: canferol, canferol-
3,7-O-(a)-L-diramnosideo (canferitrina) (aproximadamente 383 mg), canferol 3-O-B-L-
ramnopiranosil-B-D-glicopiranosideo-7-O-a-L-ramnopiranosideo  (canferol triglicosilado),
quercetina  3,7-O-(a)-L-diramnosideo e  quercetina  3-O-f-L-ramnopiranosil--D-

glicopiranosideo-7-O-a-L-ramnopiranosideo como representado no fluxograma 2.

Fracao solivel em Fracao solivel em
AcOEt n-butanol

Cromatografia em Coluna

Fr. 9 Fr. 70-84 Fr. 94-98 Fr. 94-98 Fr. 94-98
recristalizacdo
B-sitosterol Canferol 3,7-O-(a)- canferol Canferol 3,7-O-(a)-L- Canfeol
L- diramnosideo diramnosideo triglicosilado

Técnicas de ldentificacdo

Fluxograma 2. Representacdo esquematica do processo de obtengdo dos compostos a partir
das fragoes soluveis

4.1.4.4 Caracterizagdo dos compostos

Os compostos isolados foram identificados através de técnicas de espectroscopia de

. Ao " 1 13 :
infravermelho, ressonincia magnética nuclear de H e “C e espectroscopia de massas

(PIZZOLATTI et al., 2003).

E importante ressaltar que os procedimentos de coleta, fracionamento e
caracterizagdo dos compostos utilizados nesta dissertacdo estiveram sob a responsabilidade e
coordenacdo do Professor Dr. Moacir Geraldo Pizzolatti, ndo havendo participagao direta da

mestranda nesta etapa.
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4.1.4.4.1 Compostos majoritarios das folhas da Bauhinia forficata

Composto: canferol (aglicona).

Figura 9. Estrutura quimica do composto canferol

Compostos: canferitrina e quercetina 3,7-O-(a)-L-diramnosideo.

OH

5R1
HO

3R1| O

1R1

HO

Figura 10. Estrutura quimica dos compostos canferitrina (R = H) e quercetina 3,7-O-(o.)-L-
diramnosideo (R = OH)

Compostos:  canferol ~ 3-O-B-L-ramnopiranosil-B-D-glicopiranosideo-7-O-a-L-
ramnopiranosideo e quercetina 3-O-B-L-ramnopiranosil-B-D-glicopiranosideo-7-O-o.-L-

ramnopiranosideo.
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5R1

3R1

1R1

6G
3G \R2
OH
3R2
OH
5R2

Figura 11. Estrutura quimica dos compostos canferol 3-O-B-L-ramnopiranosil-f-D-
glicopiranosideo-7-O-a-L-ramnopiranosideo (R = H) e quercetina 3-O-B-L-ramnopiranosil-3-
D-glicopiranosideo-7-O-a-L-ramnopiranosideo (R = OH)

4.1.5 Obtencao de compostos naturais da espécie Cyathea phalerata

4.1.5.1 Coleta e identificacio

Os caules da espécie vegetal 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 UFRIJ, onde a exsicata da espécie

foi depositada sob o nimero RBR-4287.

4.1.5.2 Preparacdo do extrato bruto e fragoes

O extrato etanolico aquoso e o precipitado do extrato bruto foram obtidos a partir do

caule fresco por maceragdo exaustiva com EtOH a temperatura ambiente. O extrato etandlico
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aquoso foi submetido a um particionamento liquido-liquido com n-hexano ¢ AcOEt. O

solvente de cada fase orgénica foi evaporado para obtencao das respectivas fragoes.

4.1.5.3 Isolamento dos flavondides

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 fragdes recolhidas foram analisadas em CCD, seguido de purificagdo
por recristalizagdo. Através deste processo verificou-se a presenca de 2 compostos nesta
fracao: canferol 3-O-(av)-L-ramnopiranosil-B-D-glicopiranosideo (canferol-3-

neohesperidosideo) e dcido 4-O-B-D-glicopiranosil caféico.

4.1.5.4 Caracterizagdo dos compostos

Os compostos isolados foram identificados através das técnicas de espectroscopia de
infravermelho, massa, ressondncia magnética de 'H e '°C, APT e HETCOR e por comparagio
com os dados da literatura. O fluxograma 3 representa esquematicamente os procedimentos

experimentais para obtencao dos compostos a partir do caule de Cyathea phalerata.
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Caule fresco de
Cyathea phalerata

Maceragao em EtOH

Extrato EtOH Precipitado do
aquoso extrato bruto
Particionamento
com solventes
Fracdo n-hexano Fra¢ao AcOEt Fracdo aquosa
Fracionamento
cromatografico e
isolamento
canferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil acido 4-O-B-D-glicopiranosil
B-D-glicopiranosideo caféico

Fluxograma 3. Representacdo esquematica da obtencdo dos compostos a partir do caule de
Cyathea phalerata

4.1.5.4.1 Compostos majoritarios isolados do caule fresco da espécie Cyathea phalerata

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

neohesperidosideo).
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Figura 12. Estrutura quimica do composto canferol-3-neohesperidosideo

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

OH 0
0
HO N OH
HO 0
OH

Figura 13. Estrutura quimica do composto acido 4-O-B-D-glicopiranosil caféico

42 METODOS

4.2.1 Animais

Foram utilizados ratos machos adultos (linhagem Wistar) entre 50-55 dias de idade,
obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais foram
mantidos em gaiolas plasticas e alimentados com ragdo comercial e 4gua a vontade em sala

climatizada com ciclo claro/escuro (06-18 h luzes acesas/ 18-06 h luzes apagadas).
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Todos os animais foram cuidadosamente monitorados e mantidos em concordancia
com as recomendagdes do Conselho de Medicina Veterinaria (CMV) e do Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA), protocolo 343/CEUA/UFSC, parecer favoravel n°.
23080.009494/2005-63/UFSC aprovado na reunido de 08/06/2005.

4.2.2 Diabetes experimental

Existem varias técnicas para a inducdo do diabetes experimental, as quais incluem:
destrui¢do quimica das células 3 pancreaticas, remocao cirirgica da massa de células 3 ou
pancreactomia, injiria ao hipotdlamo ventromedial, dietas ricas em agucares, gorduras, ma
nutri¢do in utero, altas doses de horménios contra-regulatérios como os glicocorticdides ou

exposi¢ao prolongada a hiperinsulinemia (ISLAS-ANDRADE et al., 2000).

Diferentes agentes quimicos sdo capazes de induzir o diabetes; os dois mais
utilizados sdo a estreptozotocina (2-deoxi-2-(3-metil-3-nitrosoureido)-D-glicopiranose) ¢ a
aloxana (2,4,5,6-tetraoxohexahidropirimidina) (ISLAS-ANDRADE et al., 2000; VERSPOHL,
2002). A utilizacdo destes compostos proporciona alteragcdes morfologicas e funcionais das
células secretoras de insulina levando a perda do controle hormonal sobre o metabolismo de

carboidratos (FISCHER, 1985).

Neste trabalho o diabetes foi induzido através de uma Unica injecdo intravenosa de
monohidrato de aloxana 5% em solugao fisioldgica (NaCl 0,9%) na dose de 50 mg/kg de peso
corporal pela veia dorsal do pénis dos animais sob anestesia etérea. Esta solu¢do foi sempre
preparada imediatamente antes do uso. Trés dias depois foi coletado sangue para dosagem da
glicemia e confirmagdo do diabetes. Foram considerados diabéticos apenas ratos que
apresentavam glicemia a partir de 300 mg/dL. A figura 14 mostra o procedimento utilizado

para inducao do diabetes experimental.



58

Figura 14. Indu¢do do diabetes através da inje¢do intravenosa de aloxana na veia dorsal
peniana

4.2.3 Coleta do sangue e determinacdo da glicemia

Todos os animais estavam em jejum de 16 h antes da coleta de sangue. Para a
determinagdo da glicemia em todos os tempos estudados o sangue foi coletado por
capilaridade pelo plexo retro-orbital em tubos de eppendorf. Depois de centrifugado, aliquotas
de 10 puL 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 um espectrofotdmetro da marca
TechComp modelo 8500 em 505 nm. Todas as dosagens glicémicas foram feitas dentro de

uma hora ap6s a coleta do sangue. Os resultados foram expressos em mg/dL.
Principio do método segundo descrito por VARLEY et al. (1976).

A glicose oxidase (GOD) catalisa a oxidacdo da glicose de acordo com a seguinte

reacao:

GOD
Glicose + O, + H,O —  Acido Gliconico + H,0,
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O perdxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol sob agdo
catalisadora da peroxidase (POD), através de uma reagdo de acoplamento oxidativo que forma
um produto de coloracdo vermelha (antipirilquinonimina) cuja intensidade de cor ¢

proporcional a concentracao de glicose na amostra.

POD
2H,0; + Aminoantipirina + fenol — Antipirilquinonimina + 4H,0

O resultado ¢ obtido através da formula:

Glicose — Absorbdncia teste <100

Absorbancia padrdo

4.2.4 Ensaios biologicos in vivo

4.2.4.1 Ensaios para avaliacdo do efeito do canferol 3-O-f-L-ramnopiranosil--D-
glicopiranosideo-7-0-a-L-ramnopiranosideo (canferol triglicosilado) na glicemia

de ratos diabéticos

Ratos diabéticos foram mantidos em jejum de 16 horas. Os animais foram divididos
em grupos controles e tratados. Os animais tratados receberam o canferol triglicosilado nas
doses de 50, 100 e 200 mg/kg pela via oral e as doses de 100 e 200 mg/kg pela via
intraperitoneal. Foram coletadas amostras de sangue para determinacdo da glicemia nos

tempos 0, 1, 2 e 3 h apds a administracdo do composto.
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4.2.4.2 Ensaios para avaliagdo do efeito do canferol-3-neohesperidosideo no conteudo de

glicogénio de ratos diabéticos

4.2.4.2.1 Tratamento dos animais

Os ratos normais e diabéticos foram divididos em diferentes grupos controles e
tratados. Os animais controles foram subdivididos em I-Controle normal alimentado, II-
Controle normal em jejum (16 h), III-Controle hiperglicémico (ap6s jejum de 16 h recebeu 4
g/kg de glicose por via oral) e IV-Controle diabético (aloxana 50 mg/kg i.v.). Os animais
tratados foram subdivididos em V- Hiperglicémicos (receberam insulina 0,5 UI i.p.) e VI-

Diabéticos (receberam o canferol-3-neohesperidosideo na dose 100 mg/kg por via oral).

Os animais hiperglicémicos tratados com insulina foram eutanasiados apds 3 h do
tratamento e os animais diabéticos tratados com canferol-3-neohesperidosideo foram
eutanasiados ap6s 24 h do tratamento. Em seguida, foi retirado o musculo séleo para extragao

e medida do conteudo de glicogénio.

4.2.4.2.2 Extrag¢do e medida do conteudo de glicogénio muscular

O glicogénio muscular foi extraido conforme descrito por Krisman (1962) com
algumas modificagdes. O tecido foi pesado, homogeneizado com KOH 33% e fervido a 100
°C por 20 min, com agita¢do ocasional para a completa dissolu¢do. Apds resfriamento, etanol
96% foi adicionado as amostras que foram novamente aquecidas até o aparecimento de
pequenas bolhas e resfriadas em banho de gelo para precipitacio do glicogénio. Os
homogenatos foram centrifugados em tubos conicos a 3.000 rpm por 15 min e o precipitado
resultante foi neutralizado com cloreto de amdnio saturado, aquecido novamente por 5 min,
lavado e ressolubilizado em agua (Fluxograma 4). O contetido de glicogénio foi determinado
segundo Krisman (1962) utilizando-se uma solucdo de iodo e as medidas de absorbancia

foram feitas em 460 nm. Os resultados foram expressos como mg de glicogénio/g de tecido.
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Ratos machos
adultos

Eutanasia

Retirada do Musculo

KOH 33%
A

Etanol 96%
A

Banho de Gelo

Centrifugacio 3000 rpm
15 minutos
[

Precipitado mais NH4Cl
A

Lavagem e ressolubilizacio
em agua

Aliquota para dosagem do
glicogénio

Fluxograma 4. Extracao do glicogénio muscular

4.2.5 Ensaios bioldgicos in vitro

4.2.5.1 Ensaios da captagdo de glicose no musculo soleo

Para os experimentos de pré-incubagdo e incubacdo do musculo soleo com o
radioisdtopo foi sempre utilizado o tampao Krebs Ringer-bicarbonato (KRb). Esta solugao foi

utilizada como meio de incubagdo em todos os ensaios in vitro e foi preparada imediatamente
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antes do experimento. A preparagdo da solucdo foi feita a partir das seguintes solucdes

estoques:

Tabela 1. Solucdes estoques utilizadas para o preparo do KRb

CaCl,.H,0 2,50 mM
KH,PO,4 1,19 mM
MgSO4. H,O 0,76 mM
NaHCO5 25,00 mM
NaCl 118,00 mM
KCl 4,61 mM

Apds o preparo da solucdo-tampdo, esta foi gaseificada com carbogénio (0,:CO»,

95:5, v/v), monitorada através de um pHmetro até que atingisse o pH 7,4. A solugdo foi

mantida em gelo durante o experimento.

Tabela 2. Concentragdes i6nicas do KRb no liquido intra e extracelular

Meio mEq/L | Na' K" Ca* | Mg”* | HCO™ | HPO™ | Cr so™
Extracelular | 140-145| 4-5 2,5 1,5 27 1,0 100 -
Intracelular 10 145-150| 2,0 4,0 8 65-70 5-20 -
KRb 146 4,7 2,5 1,2 25 1,2 127 1,2
4.2.5.2 Ensaios para determinacido da curva de dose—resposta do canferol-3-

neohesperidosideo

Foram utilizados ratos Wistar machos normais. Os animais, em jejum, foram

decapitados, o musculo séleo foi removido e imediatamente colocado em placa de Petri, em

gelo, contendo o tampao KRb em pH 7,4. Apds dissecacao e limpeza do tecido conjuntivo os

musculos direito e esquerdo foram pesados e alternadamente incubados nos grupos controles

e tratados (JORGE et al., 2004). Para a curva de captacio de ['*C]Deoxi-D-Glicose (['*C]DG)
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os musculos foram pré-incubados durante 30 minutos em 1 mL do tampao KRb (controles) e
1 mL de KRb mais o canferol-3-neohesperidosideo (tratados) em um agitador metabolico a 37
°C em atmosfera de carbogénio (0,:CO,, 95:5, v/v) e posteriormente incubados por 1 h em
novo tampdo KRb contendo 0,1 uCi/mL de ["“C]DG acrescido do canferol-3-
neohesperidosideo nas concentracdes 0,0001; 0,001; 0,1; 1; 10; 20; 200; 520; 1040; 1580 e
2080 uM (Fluxograma 5).

Animais em jejum

Eutanasia

Retirada do Musculo Soleo

Pesagem e limpeza

Grupo Controle Grupo Tratado
Pré-incubacio em KRb Pré-incubacido em KRb +
(30 min) Canferol-3-
neohesperidosideo
Incubacio com [**C]DG e Incubac¢ao com ["CIDG e
KRbD (60 min) canferol-3-
neohesperidosideo
Miisculo Sdleo Meio de Incubacio
(Meio Interno) (Meio Externo)

Extracio da aliquota

Contagem da radioatividade

Fluxograma 5. Representagdo esquematica do ensaio de captagdo de ['*C]DG no musculo
soleo incubado para a curva de dose-resposta com composto canferol-3-neohesperidosideo
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4.2.5.3 Ensaios para medida da captacao de " C_Deoxi-D-Glicose utilizando inibidores da

PI-3K, PKC, MEK e sintese protéica

Para a curva de captacdo de ['*C]DG os musculos foram pré-incubados durante 30
minutos em 1 mL do tampao KRb ou 1 mL de KRb acrescido de canferol-3-
neohesperidosideo (1,0 nM) ou dos inibidores da PI-3K (LY294002; 10 uM) (SHEPHERD et
al., 1997; NISHITANI et al., 2002), da PKC (RO318220; 40 uM) (AVIGNON et al., 1996;
RODRIGUEZ et al., 2004) de MEK (PD98059; 50 uM) (DAVIES et al., 2000; HARMON et
al., 2004) ou da sintese protéica (Cicloheximida; 0,35 mM) (ZAMONER et al., 2005;
MENEGAZ et al., 2006) em um agitador metabolico a 37 °C em atmosfera de carbogénio
(0,2:CO,, 95:5, v/v). Posteriormente os musculos foram incubados por 1 h em novo tampao
KRb contendo 0,1 pCi/mL de [*C]DG apenas ou acrescido do canferol-3-neohesperidosideo
ou canferol-3-neohesperidosideo mais um dos inibidores (LY294002, RO318220, PD98059

ou Cicloheximida), conforme demonstrado no fluxograma 6.

4.2.5.4 Ensaio para determinacido do efeito sinérgico da insulina e canferol-3-

neohesperidosideo na captagdo de " C_Deoxi-D-Glicose

A solucdo de canferol-3-neohesperidosideo (1,0 nM) utilizada neste ensaio ¢ nos
seguintes foi sempre preparada no dia do experimento a partir de uma solugao estoque de 1,0

UM deste composto, num volume minimo de 10 mL.

Para a curva de captagdo de [*C]DG os musculos foram pré-incubados durante 30
minutos em 1 mL do tampao KRb ou 1 mL de KRb acrescido de canferol-3-
neohesperidosideo (1,0 nM) ou de insulina (1,0 UI) ou ambos em um agitador metabdlico a
37 °C em atmosfera de carbogénio (0,:CO,, 95:5, v/v). Posteriormente os musculos foram
incubados por 1 h em novo tampio KRb acrescido de 0,1 pCi/mL de ["*C]DG apenas ou

contendo os mesmos compostos da pré-incubagao.
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4.2.5.5 Ensaios para determinacdo do efeito da quercetina e da insulina na captacdo de

" c_Deoxi-D-Glicose

Para a curva de captacdo de ['*C]DG os musculos foram pré-incubados durante 30
minutos em 1 mL do tampao KRb ou 1 mL de KRb acrescido de quercetina (0,1 ¢ 1,0 mM) ou
de insulina (1,0 UI; 7,0 nM). Posteriormente, os musculos foram incubados por 1 h em novo

tampdo KRb contendo de 0,1 pCi/mL de ['*C]DG apenas ou acrescido de quercetina, insulina

ou ambos.
Animais em jejum
Eutanasia
Retirada do Misculo Séleo
Pesagem e limpeza
[ I I ]
Grupo Controle Grupo Tratado Grupo Inibidor Grupo Inibidor + Tratado
Pré-incubacio em KRb Pré-incuba¢io em KRb + Pré-incubacio em KRb + Pré-incubacio em KRb +
(30 min) canferol-3- inibidor inibidor
neohesperidosideo
Incubac¢io com KRb e Incubagio com [*C]DG Incubag¢io com Incubagio com [*C|DG +
[““CIDG (60 min) + canferol-3- [*CIDG + inibidor canferol-3-neohesperidosideo
neohesperidosideo + inibidor
Musculo Séleo Meio de Incubagao
(Meio Interno) (Meio Externo)

Extracao da aliquota

Contagem da radioatividade

Fluxograma 6. Representagdo esquematica do ensaio de captagdo de [*C]DG no musculo
soleo incubado com composto canferol-3-neohesperidosideo (1,0 nM) e com inibidores da PI-
3K, PKC, MEK e da sintese protéica
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4.2.5.6 Ensaio para determinacdo do efeito do canferol (aglicona) na captagdo de He.

Deoxi-D-Glicose

Para a curva de captacdo de ['*C]DG os musculos foram pré-incubados durante 30
minutos em 1 mL do tampao KRb ou 1 mL de KRb acrescido de canferol (1,0 mM) ou de
DMSO (10%). Posteriormente, os musculos foram incubados por 1 h em novo tampao KRb

contendo 0,1 uCi/mL de ["*C]DG apenas ou acrescido de canferol ou de DMSO.

4.2.5.7 Processamento das amostras

Apds a incubagdo, os musculos foram retirados do meio, secos em papel filtro
umedecido em KRb gelado, para remocao do excesso de radioativo e transferidos para frascos
com tampa contendo 1 mL de &gua destilada. Estes frascos foram congelados a -20 °C e
posteriormente fervidos durante 10 minutos com o objetivo de atingir o equilibrio completo
da agua no tecido e no meio, ¢ entdo, processadas conforme Jorge et al. (2004). Aliquotas de
25 uL do meio interno (tecido) e do meio externo (meio de incubagdo) foram transferidas para
frascos contendo 3 mL de liquido de cintilagdo, utilizadas para a medida da radioatividade
usando um contador de cintilografia liquida LKB-Rack Beta. Os resultados foram expressos
pela razdo da radioatividade no tecido e no meio de incubacdo, avaliada pelo niimero de
contagens por minuto (cpm), por mL do liquido tissular/ nimero de contagens por minuto por

mL do liquido de incubagao (T/M) ou em porcentagem do controle.

4.2.6 Anadadlise morfologica

Apos rapida remocdo, o musculo foi fixado para microscopia Optica por imersao em
Bouin. O musculo foi lavado varias vezes com alcool 70%, desidratado em solugdes
crescentes de alcool (96 a 99%) e clareado em cloroférmio. A obtengcdo de um bloco de
parafina contendo o musculo procedeu-se pelos subseqiientes banhos de parafina 58 — 60°
(Merk) por 30 minutos. Efetuaram-se, entdo, cortes transversais seriados de 10 um em
micrétomo tipo Minot (Leitz). Apds a montagem dos cortes em laminas, estes foram secados

em estufa a 37 °C durante 24 horas. Este material foi entdo utilizado para a realiza¢do das
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técnicas de Hematoxilina-eosina (HE) e acido peridodico — Schiff (PAS) (ROMEIS, 1928;
PEARSE, 1968).

43 DADOS E ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como a Média = E.P.M., conforme numero de amostras
especificados nas figuras. As comparagdes estatisticas foram realizadas através da analise de
variancia de uma ou duas vias (ANOVA) seguida pelo pos-teste de Bonferroni pelo programa
INSTAT. As diferencas encontradas foram consideradas estatisticamente significativas para

66 9

um “p” igual ou menor que 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito do canferol 3-O-B-L-ramnopiranosil-B-D-glicopiranosideo-7-O-o-L-

ramnopiranosideo na glicemia de ratos diabéticos (canferol triglicosilado)

O diabetes melito pode ser induzido em animais através de diferentes técnicas:
destruicao quimica ou remogao cirargica das células B do pancreas, pancreactomia, uso de
altas doses de hormoénios contra-regulatorios, dietas ricas em aglcares e gorduras, entre
outras. Para a indug@o do diabetes por destrui¢do quimica as duas substancias mais utilizadas
sdo a estreptozotocina seguida da aloxana. A aloxana ¢ uma substincia que provoca a
destruicdo especifica das células  do pancreas levando ao estado de deficiéncia de insulina
através da producdo de espécies reativas do oxigénio (EROs) que induzem a fragmentagao do
DNA, do distarbio na homeostasia do calcio intracelular e da inibi¢do da glicocinase, enzima
responsavel pela secrecdo de insulina estimulada por glicose. Este farmaco pode produzir
modelos de diabéticos moderados ou severos dependendo da dose que ¢ administrada e
dependendo também da espécie, linhagem, sexo, idade e estado nutricional dos animais
(DUNN; LETCHIE, 1943; ISLAS-ANDRADE et al., 2000; SZKUDELSKI, 2001; VESSAL
et al., 2003).

Jorge (2004) realizou um estudo que avaliou o efeito de diferentes doses de aloxana
no perfil do diabético do tipo 1 através de parametros glicémicos. Foram administradas pela
via intravenosa as doses de 50, 60 ou 70 mg/kg de peso corporal. Com a dose de 50 mg/kg foi
obtida uma glicemia na faixa de 350-480 mg/dL, com 60 mg/kg a glicemia ficou entre 490-
580 mg/dL e com a dose de 70 mg/kg esses valores variaram entre 620-950 mg/dL. Apoiado
nestes resultados optou-se por utilizar a dose de 50 mg/kg de peso para obtengao do diabetes

experimental nos animais.

Os flavonoides e seus derivados sdo metabdlitos secundarios de plantas que sdo
bastante explorados em fun¢do das inumeras aplicagdes terapéuticas (HAVSTEEN, 1983;
ONG; KHOO, 1996). Pizzolatti e colaboradores (2003) isolaram e caracterizaram cinco

diferentes flavonoides nas folhas da espécie Bauhinia forficata. De Sousa et al. (2004)
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demonstraram o efeito hipoglicemiante em animais normais e diabéticos do composto
majoritario desta planta, o flavondide glicosilado, canferitrina. Esse efeito foi verificado com
as doses de 50 mg/kg, 100 mg/kg e 200 mg/kg. Da mesma forma, Cazarolli et al. (2006),
estudaram o efeito de outro flavonoéide isolado da Bauhinia forficata, o canferol (aglicona).
Ao contrario da canferitrina, o canferol ndo demonstrou atividade hipoglicémica com

nenhuma das doses testadas (50 mg/kg e 100 mg/kg).

Dando continuidade ao estudo da atividade hipoglicemiante dos flavonoides obtidos
da Bauhinia forficata, foi avaliado o possivel efeito hipoglicemiante do canferol 3-O-B-L-
ramnopiranosil-B-D-glicopiranosideo-7-O-o-L-ramnopiranosideo nas doses de 50 mg/kg, 100
mg/kg e 200 mg/kg em animais diabéticos. A glicemia foi verificada nos tempos 0, 1, 2 ¢ 3
horas apds o tratamento pelas vias oral e intraperitoneal. A figura 15 demonstra que nenhuma
das doses administradas pela via oral deste composto foi eficaz em reduzir significativamente

a glicemia dos animais quando comparado com o tempo zero.

600 ‘ ‘
) —&— Controle Diabético
% —— 50 mg/kg via oral
g 500 —~ 100 mg/kg via oral
S —>— 200 mg/kg via oral
5
2
2 400
=
&)

300+ T T T 1

0 1 2 3 4

Tempo (h)

Figura 15. Efeito de diferentes doses do canferol 3-O-B-L-ramnopiranosil-f-D-
glicopiranosideo-7-O-a-L-ramnopiranosideo pela via oral na glicemia de ratos diabéticos. N
= 6 para todos os grupos. Média = S.E.M.

Outros flavonodides com estruturas semelhantes ao canferol 3-O-f-L-ramnopiranosil-
B-D-glicopiranosideo-7-O-a-L-ramnopiranosideo, como a canferitrina ¢ o canferol-3-

neohesperidosideo, apresentaram atividade hipoglicemiante nestas mesmas doses, pela via
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oral (CAZAROLLI, 2005). Confirmando assim, que a auséncia de agtcar na molécula do

flavondide resulta na perda de sua atividade.

A atividade dos flavondides e seus metabolitos depende da estrutura quimica e
orientagdo das ligagdes na molécula (AHERNE; O’BRIEN, 2002). Muitos dos flavonoides
ocorrem na forma glicosilada, sendo a glicose o acicar mais comumente ligado a estrutura
fenolica (HEIM et al., 2002). A glicosila¢do influencia as propriedades quimicas, fisicas e
bioldgicas dos polifendis, além de afetar a absor¢do dos mesmos pelas células intestinais
(TAPIERO et al.,, 2002). Desta forma, foi avaliada a atividade do canferol 3-O-B-L-
ramnopiranosil-B-D-glicopiranosideo-7-O-o-L-ramnopiranosideo nas doses de 100 mg/kg e

200 mg/kg também pela via intraperitoneal (Figura 16).

—&— Controle Diabético
—+— 100 mg/kg via i.p.
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Figura 16. Efeito de diferentes doses do canferol 3-O-B-L-ramnopiranosil-f-D-
glicopiranosideo-7-O-a-L-ramnopiranosideo pela via intraperitoneal (i.p.) na glicemia de
ratos diabéticos. N = 6 para todos os grupos. Média + S.E.M.

Assim como o tratamento pela via oral com o canferol 3-O--L-ramnopiranosil-3-D-
glicopiranosideo-7-O-a-L-ramnopiranosideo ndo foi efetivo em reduzir a glicemia de ratos
diabéticos o tratamento pela via intraperitoneal também nao se mostrou eficaz em nenhuma
das doses e tempos estudados. Segundo Cazarolli (2005), um estudo de relagdo estrutura-
atividade onde varios flavonoides (agliconas e glicosilados) tiveram o efeito hipoglicemiante

avaliado, demonstrou que o tipo e¢ a posi¢ao dos agucares ligados a estrutura fendlica dos
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flavonoides ¢ de fundamental importincia para a atividade hipoglicémica dos mesmos.
Alguns trabalhos mostraram a importancia que os agucares t€ém na absor¢ao e metabolismo
dos flavondides, assim como nos efeitos fisioldgicos e na hidro e lipofilicidade dos mesmos
(SCALBERT et al., 2002; TAPIERO et al., 2002; MUROTA; TERAO, 2003). No caso deste
flavonoide triglicosilado, isolado da Bauhinia forficata, a presenga de um agucar a mais
ligado a molécula, comparando-se a estrutura da canferitrina e do canferol-3-

neohesperidosideo fez com que o flavondide ndo apresentasse mais efeito.

Foi demonstrado em trabalhos anteriores que o flavonoide canferitrina, isolado das
folhas da Bauhinia forficata possui um potencial efeito hipoglicémico em ratos normais com a
dose de 200 mg/kg apos 1 h de tratamento e principalmente em animais diabéticos onde as
doses de 50, 100 e 200 mg/kg apresentaram efeito apés 1, 2 e 3 horas do tratamento (DE
SOUSA et al., 2004). Esse mesmo composto quando administrado pela via intraperitoneal
demonstrou efeito significativo de 1 a 6 horas ap6és o tratamento com 100 mg/kg
(CAZAROLLI et al., 2006). Semelhantemente, o flavondide canferol-3-neohesperidosideo
isolado do caule da espécie Cyathea phalerata demonstrou um efeito hipoglicémico em
animais diabéticos com as doses de 50 mg/kg e 100 mg/kg pela via oral e também pela via

intraperitoneal com a dose de 100 mg/kg (CAZAROLLI et al., 2006).

A figura 17 compara o efeito de diferentes flavonoides isolados das espécies
Bauhinia  forficata  (canferol, canferitrina, canferol 3-O-B-L-ramnopiranosil-B-D-
glicopiranosideo-7-O-a-L-ramnopiranosideo) e  Cyathea  phalerata  (canferol-3-
neohesperidosideo) administrados pela via oral na dose de 100 mg/kg na glicemia de ratos

diabéticos.

Como se pode observar tanto o canferol-3-neohesperidosideo quanto a canferitrina
reduziram significativamente a glicemia de animais diabéticos neste periodo (2 horas apos o
tratamento) em 26% e 21%, respectivamente, quando comparados aos seus tempos zero. Os
demais flavonoides, canferol 3-O-B-L-ramnopiranosil-B-D-glicopiranosideo-7-O-a-L-

ramnopiranosideo ndo alteraram a glicemia.
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Figura 17. Efeito de diferentes flavondides (100 mg/kg) administrados pela via oral na
glicemia de ratos diabéticos. ***P < (0,001 comparado com o tempo 0 h (controle). N = 6 para
todos os grupos. Média + S.E.M.

E possivel que a canferitrina e o canferol-3-neohesperidosideo estejam exercendo
estas agdes na glicemia através da ativagao do metabolismo da glicose em tecidos sensiveis a
insulina, como o tecido muscular, uma vez que a aloxana causa destrui¢ao das células § do
pancreas. Jorge et al. (2004) demonstraram a acdo insulino-mimética da canferitrina na
captacdo de ['*C]DG no musculo. Este flavonoide estimulou a captacio de glicose com as
concentracdes de 52 ¢ 104 mM sem alterar a incorporaco de '*C-leucina em proteinas. Estes
resultados levantaram a hipotese de que este composto deve atuar na velocidade de entrada da
glicose (Vmax) nas células e/ou na translocacdo dos carregadores de glicose para a membrana

plasmatica.

Uma vez verificado o efeito insulino-mimético da canferitrina na captacdo de glicose
e pelo fato do canferol-3-neohesperidosideo ter apresentado um efeito hipoglicémico ainda
melhor do que a canferitrina, principalmente quando complexado com o ion vanadio (IV)
(CAZAROLLI et al., 2006), foi considerado de grande importancia o estudo da agdo do
canferol-3-neohesperidosideo na captagdo de glicose num tecido alvo da insulina, bem como,

a influéncia no contetido de glicogénio.
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5.2 Captacio de 4C-Deoxi-D-Glicose no miisculo séleo de ratos normais

A captacao de glicose no musculo esquelético ¢ mediada pelo GLUT 4, a principal
isoforma responsiva a hormonios como a insulina e as condi¢cdes que demandam energia
como o exercicio ou em situac¢do de hipdxia. A captacdo de glicose estimulada por insulina no
musculo esquelético tem um papel importante na manutengdo da homeostasia da glicose

(WIJESEKARA et al., 2006).

Para os ensaios de captacdo de glicose no musculo, os animais foram eutanasiados, o
musculo soéleo foi retirado e incubado no grupo controle (sem tratamento) e o musculo
contralateral no grupo tratado (insulina ou canferol-3-neohesperidosideo). A figura 18a
mostra o musculo direito de animais normais e diabéticos ¢ a figura 18b mostra uma

microscopia optica do musculo de animais normais.

Figura 18. A) Musculo s6leo de ratos normais (N) e diabéticos (D) retirados da perna direita
de cada animal. B) Microscopia Optica do musculo soleo de rato normal. A seta indica o
nucleo da fibra muscular. A letra “V” indica um vaso sangiiineo

Jorge et al. (2004) com o objetivo de estudar o efeito insulino-mimético da

canferitrina realizaram uma curva de tempo (15, 30, 60 e 90 min) da captagdo basal da
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['*CIDG no musculo soleo de ratos normais. A deoxiglicose ¢ um analogo sintético da
glicose, a qual ¢ transportada pelo mesmo mecanismo deste agliicar, mas ¢ metabolizada
somente a 2-deoxi-D-glicose-6-fosfato, permitindo assim medir somente o transporte da
glicose (MIAN et al., 1979). Naquele estudo foi determinado que o melhor tempo de captagao
basal da [*C]DG era 60 minutos, embora esse efeito fosse observado de 30 até 90 minutos. O
mesmo trabalho apresentou uma curva de dose-resposta da insulina (0,007; 0,07; 0,7; 3,5; 7,0;
35,0 e 70,0 nM) na captacdo da ['*CIDG no misculo soleo, a qual foi utilizada como base
para os experimentos de captacdo com o canferol-3-neohesperidosideo. O estimulo da
insulina na captacao foi dependente da dose e significativo com 3,5 ¢ 7,0 nM apo6s 1 hora de

incubacao.

5.2.1 Curva de dose-resposta do canferol-3-neohesperidosideo na captacdo de " C_Deoxi-

D-Glicose no musculo soleo de ratos normais

Os flavondides sdo um grupo de compostos fendlicos presentes em diversas plantas e
que também fazem parte da dieta humana (TAPIERO et al., 2002). Muitas das atividades
bioldgicas descritas para os flavondides foram determinadas utilizando-se estudos in vitro.
Com o objetivo de determinar o mecanismo de a¢do do canferol-3-neohesperidosideo na
diminui¢io da glicemia foi inicialmente estudado o efeito na captacio de ['*C]DG. A figura
19 mostra o efeito de diferentes concentragcdes do canferol-3-neohesperidosideo, in vitro, na
captag¢do de glicose no musculo soleo no periodo de 1 h de incubacdo. Baixas concentragdes
deste composto (0,1 uM e 1,0 nM) monstraram um efeito estimulatorio significativo de 21 e
35%, respectivamente, em relagdo a captagdo basal no periodo de 1 h. Quando foram
utilizadas concentragdes maiores deste flavondide o efeito estimulatorio ndo persistiu e deu
lugar ao efeito inibitdrio, sendo significativo com as concentragdes de 520; 1040; 1580 e 2080
uM. Estas concentragdes representam uma inibicdo de 12%, 17%, 35% e 33%,

respectivamente, na captacdo basal de glicose.

Comparando-se com o efeito estimulatorio apresentado pela insulina (47%) na
concentragdo de 1,0 UI (7,0 nM), semelhante ao efeito maximo na captagdo de glicose
segundo trabalho de Jorge e colaboradores (2004), o canferol-3-neohesperidosideo na
concentragdo de 1,0 nM, em termos percentuais, foi tdo efetivo quanto a insulina em estimular

a captacdo de glicose no musculo. Com relagdo a poténcia, o canferol-3-neohesperidosideo
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também apresentou uma agdo semelhante a do hormoénio, uma vez que produziu um efeito
estimulatério com uma concentracdo (1,0 nM) muito préxima aquela utilizada para

demonstrar o efeito maximo (47%) da insulina (7,0 nM) neste modelo experimental.
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Figura 19. Efeito de diferentes concentragdes do canferol-3-neohesperidosideo (C-3N) e da
insulina (INS) 1,0 UI (7 nM) na captagio de '*C-Deoxi-D-Glicose no miisculo soleo de ratos
normais. *P < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001 comparado com o controle. N = 6 para todos os

grupos. Média =+ S.E.M.

Considerando os efeitos do canferol-3-neohesperidosideo observados por Cazarolli
(2005) na redugao da glicemia de ratos diabéticos, esses resultados da captagdo de glicose
sugerem que o efeito hipoglicemiante observado in vivo possa ser decorrente do aumento da
captagdo de glicose no musculo. Assim como observado nos experimentos in vivo em que
uma dose maior (200 mg/kg) do flavondide canferol-3-neohesperidosideo ndo apresentou
efeito na glicemia, nos experimentos in vitro quando foram utilizadas concentragdes maiores
do composto o efeito estimulatério na captacdo desapareceu dando lugar a um efeito

inibitorio.
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Ja foi demonstrado que diversos flavondides exercem diferentes agdes no
metabolismo da glicose bem como dos lipidios. Flavonoides como a miricetina, canferitrina e
puerarina sdo conhecidos por estimular a captagdo de glicose no tecido muscular, mecanismo
esse, provavelmente responsdvel pelo efeito hipoglicemiante apresentado por estes
flavonodides. A miricetina (1,0 mg/kg; i.v.) foi efetiva em atenuar o aumento da glicemia de
animais diabéticos que foram submetidos a uma sobrecarga de glicose e nas concentragdes de
0,01 a 10,0 uM estimulou, de maneira dependente da dose, a captacdo de glicose no musculo
soleo isolado de ratos diabéticos (LIU et al., 2005). A isoflavona puerarina além de
demonstrar efeito anti-hiperglicémico em ratos normais, diabéticos e hiperglicémicos também
estimulou a captagdo de glicose no musculo séleo de animais diabéticos de uma maneira
dependente da dose (de 0,01 a 100 uM) (HSU et al., 2003). Procianidinas obtidas da semente
da uva apresentaram a¢do anti-hiperglicémica e estimularam a capta¢do de glicose em
linhagens de células musculares (L6E9 miotubos) e adiposas (3T3-L1 adipécitos) (PINENT et
al., 2004). Da mesma forma, Jorge et al. (2004) estudaram o efeito da canferitrina na captagao
de [*C]DG no musculo séleo de ratos normais. Este flavondide que previamente havia
demonstrado efeito hipoglicemiante em ratos diabéticos, estimulou a captacdo basal de
glicose em 43 e 46% com as concentragdes de 52 ¢ 104 mM, respectivamente. Quando se
compara o efeito da canferitrina com o do canferol-3-neohesperidosideo, em termos
percentuais, a eficicia ¢ semelhante, mas com relagcdo a poténcia, o canferol-3-
neohesperidosideo mostrou uma poténcia muito maior (10° vezes) do que a canferitrina. Estes
resultados estdo de acordo com os obtidos nos ensaios para determinacdo da acdo
hipoglicemiante destes flavondides, onde o canferol-3-neohesperidosideo, tanto na forma livre

como complexada com o ion vanadio (IV), apresentou melhor efeito do que a canferitrina

(CAZAROLLI et al., 2006).

Outros flavonodides sdo conhecidos por estimular a captacdo de glicose no tecido
adiposo como ¢ o caso da miricetina que além de estimular a captagdo no tecido muscular
também aumentou o transporte de glicose no tecido adiposo através do aumento da velocidade
de captacdo (V) € sem alterar o K,, (ONG; KHOO, 1996). O cha verde, um cha bastante
consumido no oriente, rico em polifendis, demonstrou um estimulo significativo na captagao

de glicose em adipodcitos, sendo este estimulo atribuido ao flavonoide epigalocatequina galato

(WU et al., 2004; ZAVERI, 2006).
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Existem também aqueles flavonodides que atuam inibindo a captagao de glicose basal,
principalmente as agliconas (PARK, 1999). E a captacao estimulada por insulina como ¢ o
caso da naringenina que inibiu a captagio de ['*C]DG em adipocitos 3T3-L1 com as
concentragdes de 25, 50 e 100 uM (HARMON; PATEL, 2003) e da catequina-galato,
quercetina e miricetina que inibiram a captacdo de 2-metil-glicose estimulada por insulina em
adipdcitos isolados, com resultados indicando uma interagao direta com o GLUT 4
(STROBEL et al., 2005). Outro flavonoide que atua sobre o GLUT 4 ¢ a genisteina que inibe
a captacdo estimulada por insulina em adip6citos 3T3-L1 com uma Clsgy de 20 uM de
maneira independente da inibi¢do da tirosina cinase (BAZUINE et al., 2005). Além disso, a
genisteina apresenta efeito sobre o metabolismo lipidico do figado e tecido adiposo afetando
tanto a lipogénese como a lip6lise e inibe a captagdo de glicose no tecido muscular estimulada
pela proteina desacopladora 3 (UCP3) (HUPPERTZ et al, 2001; BHATHENA;
VELASQUEZ, 2002).

Ap6s ter sido verificado um significativo efeito hipoglicemiante do canferol-3-
neohesperidosideo, provavelmente por atuar na utilizacdo de glicose pelos tecidos periféricos,
como observado através do aumento na captagdo de glicose no musculo séleo, estudou-se a
influéncia deste flavonoide no conteido de glicogénio muscular em ratos normais,

hiperglicémicos e diabéticos.

5.3 Medida do conteudo do glicogénio muscular

Os tecidos periféricos, principalmente o tecido muscular e adiposo, sofrem agdo
direta da insulina através do controle do transporte de glicose, pelo estimulo da translocagao
dos transportadores de glicose (MOORE et al., 2003). O aumento nos niveis de glicose
sangiiinea estimula a secre¢@o de insulina a qual promove a captacdo de glicose nos tecidos e
sua conversdo a glicogénio (ROACH, 2002). O glicogénio ¢ a principal forma de
armazenamento intracelular de glicose e os depositos estdo presentes em varios tecidos,
principalmente figado e musculos (VATS et al., 2003). A insulina ¢ o hormo6nio que controla
a sintese do glicogénio aumentando a atividade da GS que ¢ a enzima-chave deste processo. A
insulina faz isso diminuindo a fosforilagcdo da GS através da fosforilagdo de GSK-3 que inibe

sua atividade (TAHA; KLIP, 1999; LIU, L. et al., 2006). As reservas de glicogénio sao
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importantes para manutencao da homeostasia da glicose do organismo e estdo marcadamente
reduzidas em pacientes diabéticos (JUNG et al., 2004). Sendo assim, foi estudada a influéncia

que o flavondide canferol-3-neohesperidosideo apresenta sobre o conteudo de glicogénio.

A figura 20 mostra que o conteudo de glicogénio no musculo soleo de ratos
hiperglicémicos tartados com insulina foi significativamente aumentado em relagdo ao grupo
controle normal tanto no estado alimentado quanto no jejum. Nos animais diabéticos ocorreu
uma significativa diminui¢do no conteudo de glicogénio, mas que foi aumentada cerca de
quatro vezes apos 24 h da administracao pela via oral do canferol-3-neohesperidosideo (100
mg/kg). Estes resultados corroboram os resultados obtidos na captagio de ['*C]DG no
musculo so6leo incubado com canferol-3-neohesperidosideo, demonstrando o potencial efeito
insulino-mimético deste flavondide que promove o aumento na captagdo de glicose no
musculo e esta provavelmente estaria servindo como substrato para a sintese do glicogénio

muscular.

vvvvv

o 1.00- #

‘= =1 Normal (jejum)

(gn — i o 1 Normal (alimentado)

= § ' - T EE Hiperglicémico (jejum)
(i § — T E Hiperglicémico + insulina
'2 g 0.507 ; B4 Diabético

SE — [0 Diabético + C-3N

< —

=4 —

S —

0.25+4 ’l‘
0.00 ’l‘

Figura 20. Conteudo de glicogénio no musculo séleo de ratos controles e ratos submetidos a
diferentes tratamentos. **P < 0,01 comparado com o controle normal (alimentado); normal
(jejum) e diabético. “P < 0,01 comparado com o controle normal (alimentado) e normal

(jejum). N = 4 para todos os grupos. Insulina = 0,5 UI; C-3N = 100 mg/kg (v.0.). Média +
S.EM.

Trabalhos tém mostrado a influéncia que alguns flavondides exercem sobre o
conteudo de glicogénio, tanto hepatico quanto muscular. O tratamento de ratos diabéticos por

dois dias com miricetina (3 mg a cada 12h) além de reduzir a hiperglicemia em 50%,



79

aumentou o conteudo de glicogénio e glicose-6-fosfato hepatico, no entanto, ndo alterou o
conteudo de glicogénio muscular. Esse tratamento restaurou o conteido de glicogénio dos
animais diabéticos em aproximadamente 37% e de glicose-6-fosfato em 36% sem apresentar
efeitos em animais normais (ONG; KHOO, 2000). Da mesma forma, hesperidina e naringina
demonstraram um efeito hipoglicémico em um modelo de camundongo diabético que foi
acompanhado do aumento das reservas de glicogénio hepatico (JUNG et al., 2004). Um outro
estudo utilizando a puerarina e a dadzeina demonstrou que o tratamento de camundongos
obesos (C57BL-ob/ob) com a dadzeina pelas vias oral e intraperitoneal resultou no aumento
da captacio de ['*C]DG em muitos tecidos, com excegdo do coragdo e musculo esquelético, e
da incorporagao no glicogénio (MEEZAN et al., 2005). Estudos prévios demonstraram que o
tratamento de animais diabéticos com puerarina pela via intravenosa resultou numa
diminui¢do da glicemia e aumento na captagdo, in vitro, de ['*CIDG no musculo s6leo destes
animais diabéticos. Todos esses resultados reforgam a hipotese de que o canferol-3-
neohesperidosideo apresenta uma acao insulino-mimética onde o efeito hipoglicemiante seria
decorrente do aumento da captagdo de glicose pelos tecidos periféricos, principalmente

musculos, e a conseqiiente utilizacdo da glicose como substrato para sintese de glicogénio.

5.4 Estudo do mecanismo de acio do canferol-3-neohesperidosideo na captacao de'C-

Deoxi-D-Glicose no musculo soleo de ratos normais

Apo6s observado o efeito estimulatério do canferol-3-neohesperidosideo na captagdo
de glicose e no contetdo de glicogénio no musculo, foi estudado o mecanismo de acdo pelo
qual este composto estimula a captacio de ['*C]DG. Para tanto, foram utilizados inibidores de
algumas proteinas cinases que estdo envolvidas no processo de transdug¢do de sinal da

insulina, uma vez que os efeitos do flavonodide se assemelham aos da insulina.

A insulina aumenta o transporte de glicose no musculo através da translocagdo do
GLUT 4 de sitios intracelulares para a superficie celular. Este processo ¢ ativado através da
ligacdo ao receptor presente na membrana de células alvo. Apos a ligacdo, o receptor sofre
autofosforilacdo resultando na ativacdo da cinase do receptor e conseqiiente fosforilacdo de
residuos tirosina da familia de substratos do receptor de insulina (IRS) os quais se ligam e
ativam PI-3K que, por sua vez, ativa proteinas efetoras como PKB e PKC atipica. Uma destas

proteinas ativadas pode estimular a translocagdo do GLUT 4 e consequentemente aumentar a



80

entrada de glicose na célula (TAHA; KLIP, 1999; SALTIEL; KAHN, 2001; LIU, L. et al.,
2006). Apoiado nestas informacgdes foram utilizados os inibidores da PI-3K, PKC, MEK e da

sintese protéica para determina¢do do mecanismo de acdo do canferol-3-neohesperidosideo.

5.4.1 Efeito do canferol-3-neohesperidosideo na ag¢do da fosfatidilinositol-3 cinase (PI-
3K)

A regulagdo dos niveis de glicose sanguinea ¢ uma das mais importantes funcoes
fisiologicas da insulina. O principal passo deste processo consiste na habilidade da insulina
em estimular a translocacdo do GLUT 4 para a superficie celular e aumentar a captacio de
glicose no musculo e adipocitos. Para isso ela ativa diferentes proteinas cinases entre elas PI-
3K, que catalisa a formagdo de PIP; um ativador alostérico de PDK. Alvos para PDK incluem
PKB e isoformas atipicas de PKC, as quais quando ativadas fosforilam e estimulam a
translocagdo do GLUT 4. Embora a contribuicdo de PKB e PKC para o transporte de glicose
permanecem controversas, estudos demonstram a necessidade de PI-3K no processo de
transporte de glicose estimulado por insulina (HARMON; PATEL, 2003). A producao de
metabolitos lipidicos pela classe 1 de PI-3K ¢ inibida por wortmannin (UI et al., 1995) e
LY294002 (VLAHOS et al., 1994), bloqueando os efeitos biologicos da PI-3K na sinaliza¢ao

da insulina e conseqiientemente inibindo a captacao de glicose.

Para determinar o mecanismo pelo qual o canferol-3-neohesperidosideo aumenta a
captagdo de glicose no musculo séleo em condigdes livres de insulina, foi realizado um ensaio
de captacdo utilizando 10 uM do LY294002, um inibidor especifico da PI-3K (VLAHOS et
al., 1994). A concentragdo de 10 uM foi escolhida em fungdo de estudos prévios que
resultaram na inibicdo da captacdo de glicose no musculo (SHEPHERD et al., 1997;
NISHITANI et al., 2002).

Para testar o efeito inibitorio do LY294002 na captacdo de glicose nas condicdes
experimentais até entdo aplicadas, foi utilizado como um controle positivo desta acgdo
estimulatéria na captagdo, a insulina. A figura 21 mostra o efeito de 10 uM do inibidor
LY294002 na captacdo de ['*C]DG basal e estimulada por insulina (1,0 UI) apos 1 h de

incubagdo. Os resultados monstraram que a concentragao de 10 uM de LY294002 nestas
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condicdes estudadas inibiu 90% da captagdo estimulada por insulina e nao alterou a captacdo
basal de glicose conforme demonstrado em outros trabalhos (SHEPHERD et al., 1997;
HUTCHINSON; BENGTSSON, 2005).

2_
@ Fxk I Controle
3 = 1 Insulina
o = .2
< (.?g HH 1LY 294002
T R ettt B LY 294002 + Insulina
R o= O 4] —
2E=!
= 3%
@) QI 2
U N’
=

Figura 21. Efeito da insulina 1,0 UI (7 nM) e do inibidor da PI-3K (LY294002; 10 uM) na
captagio de '*C-Deoxi-D-Glicose no musculo soleo de ratos normais. ***P < 0,001
comparado com o controle, “*p < 0,001 comparado & insulina. N = 6 para todos os grupos.

Meédia = S.E.M.

A figura 22 mostra que o efeito estimulatorio do canferol-3-neohesperidosideo na
captacdo de glicose foi completamente inibido apds prévia incubagdo dos musculos com o
inibidor da PI-3K (LY294002). Quando LY294002 foi adicionado na amostra controle
nenhuma alteracdo na captacdo basal de glicose foi observada. Através deste resultado, pode-
se concluir que o efeito estimulatério do canferol-3-neohesperidosideo na captagdo de glicose

no musculo ¢ dependente da ativacdo de PI-3K.
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Figura 22. Efeito do canferol-3 neohesperidosideo (C-3N; 1 nM) e do inibidor da PI-3K
(LY294002; 10 pM) na captacio de '*C-Deoxi-D-Glicose no musculo soleo de ratos normais.

##¥%p < 0,001 comparado com o controle, “p < 0,001 comparado ao canferol 3-

neohesperidosideo. N = 6 para todos os grupos. Média = S.E.M.

Outros flavonodides ja monstraram efeitos, tanto estimulatorios quanto inibitdrios,
sobre a agdo de PI-3K. Como relatado anteriormente, procianidinas isoladas de sementes de
uvas demonstraram um efeito estimulatério na captacdo de glicose em linhagens de células
musculares e adiposas e este efeito requer a atividade da PI-3K (PINENT et al., 2004). A
epigalocatequina galato, um constituinte do cha verde, monstrou efeito hipoglicemiante em
animais. Além disso, inibiu a produgdo de glicose hepatica através da diminuicdo da
expressdo de genes que controlam a gliconeogénese como das enzimas PEPCK e glicose-6-
fosfatase, sendo este processo dependente da PI-3K, ou seja, epigalocatequina galato exerce
efeito inibitorio sobre a gliconeogénese ativando PI-3K (WALTNER-LAW et al., 2002). A
fragdo enriquecida em homoisoflavonas da espécie Liriope platyphylla Wang et Tang
aumentou a captacdo de glicose estimulada por insulina, e este estimulo envolveu o aumento
do conteido de GLUT 4 na membrana via aumento da ligacdo de IRS1 e da subunidade

regulatoria p38 da PI-3K (CHOI et al., 2004).

O flavonodide naringenina ¢ conhecido por bloquear a atividade da PI-3K em
adipocitos e assim inibir a captacdo de glicose (HARMON; PATEL, 2003). Outros 14
flavonoides foram investigados com possivel agdo inibitéria sobre PI-3K, dentre eles, a
quercetina, luteolina, miricetina, apigenina e diosmetina demonstraram algum tipo de inibi¢ao

sobre a atividade da PI-3K (AGULLO et al., 1997).
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Os resultados do presente trabalho evidenciam a participagdo ativa da PI-3K no
processo estimulatorio do transporte de glicose promovido pelo canferol-3-neohesperidosideo.
No entanto, para que se confirme o modo pelo qual este flavonoide atua sobre PI-3K sado
necessarios estudos adicionais que demonstrem a expressdo e grau de fosforilagdo desta

enzima.

5.4.2 Efeito do canferol-3-neohesperidosideo na agdo da PKC

Diversas isoformas (a, BII, 6 e {) de PKCs sdo ativadas por insulina em diversos
tipos de células. Foi demonstrado que essas isoformas podem mimetizar ou modificar os
efeitos estimulatorios da insulina em um ou todos os tecidos sensiveis a esse hormonio

(SAMPSON; COOPER, 2006).

Considerando que o canferol-3-neohesperidosideo exerce um efeito estimulatério na
captagdo de glicose via PI-3K e sendo a PKB e as isoformas atipicas da PKC ({ e A) as
proteinas alvo conhecidas desta enzima (TAHA; KLIP, 1999; SALTIEL; KAHN, 2001), foi
estudado se o efeito do canferol-3-neohesperidosideo envolvia a ativagdo de algumas destas

proteinas alvo de PI-3K. Para tanto, foi utilizado o RO318220 como inibidor de PKC.

Tanto a ativagdo de PKCC quanto PKCA por insulina ¢ dependente de PI-3K (KAHN;
PESSIN, 2002). Estas isoformas de PKC sdo importantes no estimulo do transporte de glicose
(STANDAERT et al., 1999). Estudos recentes sugeriram que PKC{ além de fosforilar
VAMP2 e promover a translocacdo do GLUT 4 (BRAIMAN et al., 2001) também interage
com proteinas envolvidas na fusdo do GLUT 4 com a membrana plasmatica como o substrato
80K-H, munc 18c, V-SNARE e t-SNAREs (BRAIMAN et al., 2001; KAHN et al., 2001;
HODGKINSON et al, 2005) e estava associada ao remodelamento da actina (LIU, L. et al.,
2006).

Para determinar se o efeito estimulatorio do canferol-3-neohesperidosideo na
captagdo de glicose no musculo envolvia a ativacdo da PKC, foi utilizado como inibidor o
RO318220 (DAVIS et al., 1989; DAVIES et al., 2000; RODRIGUEZ et al., 2004). Embora os
trabalhos demonstrem que a Clso, do RO318220 seja 10 nM, em tecidos intactos como € o

caso do musculo séleo, sdo utilizadas concentracdes maiores deste inibidor (AVIGNON et al.,
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1996). Altas concentracoes do mesmo (40 uM) produzem uma diminui¢do significativa na
captacdo de glicose estimulada por insulina no musculo s6leo (RODRIGUEZ et al., 2004).
Estes resultados sugerem que o uso de uma alta concentrag@o do inibidor produz uma inibigao
completa de todas as isoformas de PKC (as quais variam em sensibilidade sendo a, § >> 9, ¢

>> () (AVIGNON et al., 1996).

A figura 23 mostra que quando o RO318220 (40 uM) foi utilizado durante a pré e
incubacdo do tecido ndo se observou mais o efeito estimulatorio do canferol-3-
neohesperidosideo no transporte de glicose. A captagdo na presenga de ambos, canferol-3-
neohesperidosideo e RO318220, foi similar a captagdo basal (inibi¢do de 75% do estimulo).
Estes resultados indicam que a ativacdo da PKC ¢ necessaria para o efeito estimulatdrio pleno

deste flavonoide na captacao de glicose no musculo.
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Figura 23. Efeito do canferol-3 neohesperidosideo (C-3N; 1 nM) e do inibidor da PKC
(RO318220; 40 uM) na captacio de '*C-Deoxi-D-Glicose no miisculo soleo de ratos normais.
*#*P < 0,001 comparado com o controle, #p < 0,05 e ##p < 0,01 comparado ao canferol 3-
neohesperidosideo. N = 6 para todos os grupos. Média = S.E.M.

Estes resultados revelam o envolvimento da PKC na a¢ao estimulatoria do canferol-
3-neohesperidosideo e evidenciam ainda mais a ligagcdo desta proteina cinase na captagdo de
glicose com o recrutamento de transportadores para a membrana, de acordo com o
demonstrado por LIU, L. et al (2006) e LIU, X. et al. (2006) que estudaram os efeitos da

insulina na captagdo de glicose envolvendo a PKC.



85

Também, de acordo com os resultados do presente trabalho, estudos prévios
evidenciaram o envolvimento de PKC na agdo estimulatéoria de compostos como o
aminoacido leucina, as sulfoniluréias e o flavonodide puerarina na captagdo de glicose. A
leucina estimulou a captacdo de glicose no musculo séleo via ativacdo de PI-3K e PKC
(NISHITANI et al., 2002). O flavono6ide puerarina também estimulou a captacdo de glicose
via ativagao de al-adrenoreceptores e este estimulo envolveu a ativacdo de PKC (HSU et al.,

2002).

5.4.3 Efeito do canferol-3-neohesperidosideo na via de MAPK

A insulina estimula a atividade da proteina cinase ativada por mitégeno (MAPK) via
proteina cinase cinase ativada por mitégeno (MEK). A ativacdo desta via leva a proliferacao e
diferenciagdo celular mas nao afeta as agdes metabolicas da insulina (LAZAR et al., 1995;
SALTIEL; KAHN, 2001). Dos quatro principais subgrupos de MAPK, ERK parece ser a
principal cinase envolvida no crescimento e diferenciacdo celular. JNK esta envolvida na
resisténcia a insulina e p38 MAPK esté relacionada com a regulacao do transporte de glicose
no musculo esquelético. Estes resultados sdo ainda controversos, uma vez que alguns
trabalhos relatam que p38 MAPK ¢ necessdria para os efeitos da insulina no transporte de
glicose enquanto outros sugerem que p38 MAPK ¢ um regulador negativo da captagdo de

glicose estimulada por insulina (HO et al., 2004).

Diversos investigadores relataram a existéncia de intera¢do na transducdo de sinais
intracelulares entre a via de PI-3K ¢ MAPK. Foi descrito que a inibigdo de PI-3K impede a
ativacdo completa de p44/p42 MAPK em diversos tipos de células, entre elas, os 3T3-L1
adipocitos e células humanas de hepatoma (SUGA et al.,, 1997; LIN; CHOU, 1998;
HARMON et al., 2004). A via da MAPK pode interagir com a via de PI-3K através de Ras,
contudo, ainda nao esta claro se PI-3K atua sobre proteinas que ativam ou que sdo ativadas

por Ras (TAHA; KLIP, 1999).

Para estudar se o efeito estimulatorio do canferol-3-neohesperidosideo na captagdo
de glicose envolve a via de MAPK e conseqliente regulaciao na expressao dos transportadores

de glicose foi utilizado PD98059, um inibidor de MEK. O uso de 50 uM do inibidor foi em
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func¢do de alguns trabalhos relatarem que nesta concentragdo ocorre uma completa inibi¢ao de

MEK (DAVIES et al., 2000; HARMON et al., 2004).

Na figura 24 observa-se que a captacdo de ['*C]DG basal e estimulada por canferol-

3-neohesperidosideo ndo foi alterada com o uso de 50 uM de PD98059.
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Figura 24. Efeito do canferol-3 neohesperidosideo (C-3N; 1 nM) e do inibidor da MEK
(PD98059; 50 uM) na captacdo de '*C-Deoxi-D-Glicose no misculo sdleo de ratos normais.
*P < 0,05 e **p < 0,01 comparado com o controle. N = 6 para todos os grupos. Média +
S.EM.

Estes resultados demonstram que o efeito estimulatério do canferol-3-
neohesperidosideo na captacdo de glicose ndo envolve diretamente a ativagdo de MAPK e
sugerem que este composto possa estar atuando aumentando a velocidade de translocagdo dos
transportadores para a membrana celular, j4 que ndo houve uma reducdo significativa no
efeito estimulatorio deste flavondide na presenca de PD98059. Este resultado estd de acordo
com Lazar et al. (1995) que demonstraram que a ativacdo de MAPK ndo ¢ requerida para a
captacao de glicose, sintese de glicogénio e lipogénese estimulada por insulina. Hutchinson e
Bengtsson (2005) utilizando a linhagem de células musculares L6 também observaram que a
captacdo de glicose estimulada por insulina ndo ¢ afetada com o uso de PD98059 (10 uM),
assim como Wojtaszewski e colaboradores (1999) ndo verificaram esse efeito no musculo
com 50 uM de PD98059. No entanto, Harmon e colaboradores (2004) utilizando o mesmo

inibidor (50 pM) demonstraram uma inibi¢do de aproximadamente 33% na captagdo de
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glicose estimulada por insulina em adipdcitos, mas este processo nao envolveu o aumento na
translocacdo e exocitose do GLUT 4 na membrana. Da mesma forma, a via de ERK ¢
cogitada como um possivel mediador que leva ao aumento da captagdo de glicose do musculo

durante o exercicio (CHEN et al., 2002).

O que se observa ¢ uma discordincia nos resultados em relacdo ao efeito do
PD98059 na captagdo de glicose. E possivel que isto ocorra em virtude do uso de diferentes
concentragdes do inibidor, concentragdes estas que podem ndo inibir completamente os
efeitos de MEK ou inibir outras proteinas cinases além de MEK. Além disso, o uso de
diferentes tecidos e células pode resultar na obtencdo de diferentes respostas para o0 mesmo

estimulo.

Embora estes resultados do presente trabalho demonstrem que a a¢ao do canferol-3-
neohesperidosideo ndo ¢ alterada com o uso do inibidor PD98059, ndo pode ser descartado,
completamente, o envolvimento da via MAPK nesta acdo, uma vez que p38 MAPK ¢ descrita
como um mediador das agdes da insulina na captacdo de glicose. Para determinarmos o
envolvimento desta via nas agdes do canferol-3-neohesperidosideo ¢ necessario o uso de um
inibidor especifico para esta proteina. Ou ainda, pode haver o envolvimento de MAPK em
outras acdes deste flavondide como mudangas nos niveis de RNAm e de proteinas, uma vez

que ERK ¢ conhecida por afetar a transcri¢ao génica.

5.4.4 Efeito do canferol-3-neohesperidosideo na captacio de "C_Deoxi-D-Glicose com a

sintese protéica bloqueada

A insulina estimula a captacdo de glicose em adipdcitos e no musculo esquelético
primeiramente via redistribuicdo ou recrutamento de transportadores para membrana
plasmatica, além de aumentar a atividade intrinseca destes transportadores. Ao contrario da
rapida resposta, o tratamento cronico com insulina estimula o transporte de glicose regulando

a sintese de novos transportadores (WALKER et al., 1990).

Neste trabalho, a cicloheximida, um potente inibidor da sintese de proteinas, foi
empregada para avaliar se o efeito do canferol-3-neohesperidosideo na captacdo de glicose

envolve a sintese de novos transportadores. A concentracdo de 0,35 mM utilizada foi baseada
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em outros trabalhos deste grupo (ZAMONER et al., 2005; MENEGAZ et al., 2006) que

demonstraram a inibi¢do completa da sintese de proteinas gerais por este inibidor.

A figura 25 mostra que a captagio de ['*C]DG estimulada por canferol-3-
neohesperidosideo nao foi modificada com a sintese protéica previamente inibida. Da mesma
forma, quando o musculo foi incubado apenas com cicloheximida ndo houve alteracdao

significativa na captagdo basal de ['“CIDG.

1.5
o . * N Controle
g_ = 1 E==1C-3N
<5 = 10- EEH Cicloheximida
(=] 1 :
g a8 % [1C-3N + Cicloheximida
S g
£ 38%
O A< 051
o
2
0.0

Figura 25. Efeito do canferol-3 neohesperidosideo (C-3N; 1 nM) e da cicloheximida (0,35
mM) na captacdo de '*C-Deoxi-D-Glicose no misculo soleo de ratos normais. *P < 0,05 e
*#p < 0,01 comparado com o controle. N = 6 para todos os grupos. Média + S.E.M.

Existem relatos na literatura mostrando que a incubagdo de adipdcitos com
cicloheximida reduz grandemente o numero de carreadores de hexose na membrana
plasmatica de células estimuladas com insulina, no entanto, a insulina ¢ ainda capaz de
estimular a captacdo de glicose, sugerindo uma dissociagdo entre os eventos de estimulo no
transporte de glicose e recrutamento de transportadores (BALY; HORUK, 1987; MATTHAEI
et al., 1988). Estes resultados sdo controversos, uma vez que outros grupos demonstraram que
a cicloheximida ndo afeta nem o transporte de glicose e nem a translocacdo dos
transportadores estimulado por insulina (KONO et al., 1981; JONES; CUSHMAN, 1989). O
que se pode concluir destes trabalhos ¢ que a inibicdo da sintese de proteinas por
cicloheximida ndo interfere no estimulo agudo da insulina (1 h) no transporte de glicose. No
entanto, este inibidor inibe completamente o transporte de glicose estimulado por insulina

apos tratamento cronico (24 h) (YOUNG et al., 1986; JONES; CUSHMAN, 1989).
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Jorge et al. (2004) demonstraram que o tratamento de ratos normais e diabéticos com
um flavondide que apresenta agdo hipoglicemiante, a canferitrina, ndo causou nenhuma
alteragéio na incorporagdo de '“C-Leucina em proteinas no musculo daqueles animais apos 2 h
do tratamento. Ao contrario do que foi observado com a canferitrina e canferol-3-
neohesperidosideo, outros trabalhos decreveram que a acdo estimulatéria de algumas
substancias na captagdo de glicose, entre elas, compostos fendlicos isolados de plantas ¢
dependente da sintese de novos transportadores. A cicloheximida incubada durante 16 h
juntamente com um dos extratos, ricos em polifendis, de Canna indica inibiu quase que
completamente a captagdo de glicose estimulada por estes extratos em cultura de células
musculares (PURINTRAPIBAN et al., 2006). Também houve um bloqueio completo do
estimulo na captagdo de glicose produzido pelo extrato metanolico das espécies Aegles

marmelos e Syzygium cumini ap6s 24h de incubacdo de L6 miotubos com ambos, inibidor e

extrato (ANANDHARAJAN et al., 20006).

Os resultados com o canferol-3-neohesperidosideo sugerem que a agdo aguda na
captagdo de glicose ndo depende da traducdo do RNAm em transportadores de glicose.
Contudo, nao se pode inferir que o numero de transportadores de glicose ndo seja alterado
com o tratamento com cicloheximida, nem que o canferol-3-neohesperidosideo ndo apresente
efeitos sobre a sintese de novos transportadores num tratamento mais longo. Para se
determinar isso seriam necessarios estudos adicionais de captacdo num periodo maior de
incubacdo além da determina¢dao do nimero de transportadores presentes na membrana e nas

vesiculas de estoques internos, tratados ou ndo com o flavondide.

5.4.5 Estudo do efeito do canferol-3-neohesperidosideo na captacio de " C-Deoxi-D-

Glicose estimulada por insulina

A captacdo de glicose no musculo esquelético pode ser estimulada tanto por insulina
quanto por uma ‘“via alternativa” que envolve o exercicio/contragdo muscular (ativando
AMPK e liberando Ca’") (WIJESEKARA et al., 2006). Para determinar se o canferol-3-
neohesperidosideo possui um efeito aditivo ou sensitizador da insulina na captacdo de
['*C]DG, os musculos foram pré-incubados e posteriormente incubados com o flavonoide e a

insulina juntos.
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Os resultados demonstram que o canferol-3-neohesperidosideo nao potencia os
efeitos da insulina uma vez que ndo se observou a soma dos efeitos do horménio e do
flavonodide, quando incubados juntos, na captacdo de glicose (Figura 26). Isso ¢ mais um
indicativo de que o canferol-3-neohesperidosideo atua, possivelmente, na mesma via de

sinaliza¢ao da insulina.
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Figura 26. Efeito da combinacdo do canferol-3-neohesperidosideo (C-3N; 1,0 nM) e da
insulina (1,0 Ul = 7 nM) na captagdo de "C-Deoxi-D-Glicose no musculo séleo de ratos
normais. *P < 0,05; **p < 0,01 comparado com o controle. N = 6 para todos os grupos. Média
+S.E.M.

Outros trabalhos tém demonstrado que algumas substancias com efeito estimulatério
na captacdo de glicose atuam pela mesma via da insulina como € o caso do bis-peroxivanadio-
1,10-fenantroleno (bpV(phen)) que foi tdo potente quanto a insulina e a contracdo muscular
juntas no estimulo da captagdo de glicose. No entanto, quando incubado juntamente com a
insulina o efeito ndo foi potencializado (NOLTE et al., 2003). Procianidinas, isoladas das
sementes das uvas, demonstraram um efeito adicional ao da insulina numa baixa concentragao
na captagao de glicose em adipocitos 3T3-L1, mas quando foram incubadas juntamente com
uma dose supra maxima de insulina este efeito aditivo ndo foi mais observado em células
musculares, e nos adipdcitos este efeito ndo foi maior do que a soma dos efeitos
independentes (PINENT et al., 2004). Outras substancias tém demonstrado atua¢do por uma

via diferente daquela estimulada por insulina como ¢ o caso dos medicamentos rosiglitazona e
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metformina que estimulam a captacao de glicose via ativagdo de AMPK (ZHOU et al., 2001;
FRYER et al., 2002).

Este resultado nos permite inferir que o canferol-3-neohesperidosideo estimula a
captacdo de glicose no musculo ativando proteinas cinases que fazem parte do processo de
sinalizagdo da insulina com conseqiiente aumento da translocagdo do GLUT 4 e que muito
provavelmente este ndo exerca a acdo estimulatdria no transporte de glicose ativando outra via

como, por exemplo, a da AMPK ou do calcio.

5.5 Estudo do efeito de outros flavondides na captacio de C-Deoxi-D-Glicose no
musculo soleo de ratos normais

5.5.1 Curva de dose-resposta da quercetina na captacio de "C-Deoxi-D-Glicose no

musculo soleo de ratos

A quercetina ¢ um flavonodide, relativamente abundante, encontrado em altas
concentragdes no cha verde, em macgas e cebolas e que também esta presente nas folhas da
Bauhinia forficata Link. Este flavonoide é conhecido por inibir a captacdo de glicose
estimulada por insulina em adipocitos e estes efeitos parecem ser decorrentes da agdo sobre as
fungdes do receptor de insulina, PI-3K e transportadores de glicose (GLUTs) (SHISHEVA;
SCHETER, 1992; AGULLO et al., 1997; WALKER et al., 2000; STROBEL et al., 2005).
Existem diversos trabalhos, que usaram cultura de células ou células isoladas do tecido
adiposo, demonstrando que a quercetina inibe as agdes da insulina no metabolismo da glicose
como, por exemplo, o transporte de glicose e a incorporacdo em lipidios. No entanto, ndo foi
encontrado nenhum relato da acdo da quercetina na captagdo de glicose, basal ou estimulada
por insulina, no musculo. Por isso, estudamos o efeito deste flavonoide, um dos componentes
da fracdo m-butandlica isolado das folhas da Bauhinia forficata, na captacao de glicose no

musculo séleo.

A figura 27 mostra o efeito da quercetina no musculo séleo de ratos normais quando
incubado com esse composto por 1h. A quercetina na concentragdo de 0,1 mM estimulou

significativamente a captacdo de glicose em aproximadamente 43%, contrariando trabalhos
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que dizem que a quercetina nesta concentragdo ndo altera a captagdo basal de glicose em

adipocitos (SHISHEVA; SCHETER, 1992; STROBEL et al., 2005).
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Figura 27. Efeito da quercetina (aglicona) 0,1 e 1,0 mM na captacio de '“C-Deoxi-D-Glicose
no musculo soleo de ratos normais. *P < 0,05 comparado com o controle. N = 6 para todos os
grupos. Média + S.E.M.

O efeito estimulatorio, apresentado pela quercetina, no transporte de glicose pode ser
decorrente da ligagdo ao transportador de glicose (GLUT) presente na membrana da célula.
Existem estudos mostrando a interagao deste flavonoide com o GLUT num sitio denominado
QLS, mesmo sitio de interacdo da D-glicose (STROBEL et al., 2005; CUNNINGHAM et al.,
2006). Esta interacdo poderia aumentar a atividade do transportador e conseqiientemente a

entrada de glicose na célula, de uma maneira diferente da estimulada por insulina.

Alguns autores demonstraram ainda que a quercetina exerce diversos efeitos no
metabolismo da glicose quando administrada pela via oral em animais diabéticos num
tratamento subcronico. Efeitos como a diminuicdo dos niveis glicémicos, aumento da
atividade da hexocinase e glicocinase hepaticas e normalizacdo da curva de tolerancia a
glicose além do aumento do nimero de ilhotas pancredticas. Os autores atribuiram esses
efeitos ao potencial anti-oxidante que a quercetina possui € como conseqiiéncia disso ela
estaria regenerando as células pancreaticas e aumentando a secrecdo de insulina, portanto,
essas agoes no metabolismo da glicose seriam decorrentes do aumento da secrecao de insulina

(VESSAL et al., 2003).
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Park (1999) quando avaliou o efeito de diferentes flavonodides na captacao basal de
glicose em células U937 observou que a quercetina na concentragdo de 0,1 mM inibe o
transporte de glicose em aproximadamente 80%. Martin e colaboradores (2003) também
demonstraram que a quercetina inibe o transporte de glicose em eritrocitos humanos, e que
este efeito depende do pH do meio. No trabalho de Cermak e colaboradores (2004) foi
observado o efeito inibitorio na captagdao de glicose em vesiculas do jejuno de porcos, mas
com as formas glicosiladas da quercetina (quercetina-3-O-glicosideo e quercetina-4-O-
glicosideo) na concentracdo de 0,6 mM. Quando foi avaliado o efeito da quercetina aglicona,
na mesma concentragdo, no transporte de glicose através desta membrana o efeito inibitdrio
nao foi verificado, da mesma forma que nao observamos no musculo. Esta divergéncia entre
os resultados pode ser decorrente das diferentes condi¢cdes experimentais bem como das
respostas que diferentes tipos e formas de tecidos podem apresentar (tecido inteiro, parte de
tecido, célula isolada, cultura de célula). Sao necessarios mais estudos para determinar o
mecanismo pelo qual a quercetina na concentragdo de 0,1 mM estimula a captagcdo de glicose

no musculo.

A figura 28 mostra a agdo da quercetina na captagdo de glicose estimulada por
insulina (1,0 UI) no musculo soleo de ratos normais. A quercetina na concentragao de 0,1 mM
que anteriormente foi demonstrado ter agdo estimulatoria na captagdo de glicose, quando
incubada juntamente com a insulina ndo alterou o efeito estimulatério deste hormonio; nao
inibiu, nem potencializou sua agdo. Contudo, a concentragdo de 1,0 mM demonstrou um leve

efeito inibitorio (34%) da acdo da insulina no transporte e glicose, mas que ndo foi

significativo.
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Figura 28. Efeito da quercetina (aglicona) 0,1 ¢ 1,0 mM na captacio de '*C-Deoxi-D-Glicose
estimulada por insulina (1,0 Ul = 7 nM) no musculo soleo de ratos normais. *P < 0,05
comparado com o controle. N = 6 para todos os grupos. Média = S.E.M.
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Novamente estes resultados sdo contrarios aos demonstrados nos estudos em células
adiposas onde foi comprovado o efeito inibitorio da quercetina na captagdo de glicose
estimulada por insulina (SHISHEVA; SCHETER, 1992; STROBEL et al., 2005). Este
pequeno efeito inibitorio, porém, ndo significativo, demonstrado pela quercetina pode ser
decorrente da competicdo com a glicose pela ligagio no GLUT 4, uma vez que foi
demonstrado que este flavondide inibe o transporte de glicose via GLUT 1,-2, -3, -4 (PARK;
LEVINE, 2000; SONG et al., 2002; NAFTALIN et al., 2003; STROBEL et al., 2005). Outro
fator que deve ser levado em consideracdo ¢ que a quercetina em concentragdes superiores a

0,1 mM pode levar a morte celular (SHIH et al., 2004).

5.5.2 Efeito do canferol (aglicona) na captagdo de " C_Deoxi-D-Glicose no misculo séleo

de ratos

A figura 29 mostra o efeito do canferol na captacdo de glicose no musculo séleo de
animais normais. Como esperado, este flavondide ndo exibiu nenhuma agdo no transporte de
glicose no musculo, uma vez que ele também nao foi eficaz em diminuir os niveis de glicose
sanguinea quando administrado pela via oral em animais diabéticos (CAZAROLLI, 2005).
Também foi utilizado um controle do veiculo (DMSO), uma vez que s6 foi possivel a
solubilizacdo completa do canferol numa concentracdo relativamente alta de DMSO (10%).
Esta concentracdo segundo Da Violante e colaboradores (2002) ndo produz nenhum dano
celular significativo em células Caco2/TC7 e neste trabalho foi comprovado que 10% DMSO

nado altera o transporte de glicose no musculo.
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Figura 29. Efeito do canferol (1,0 mM) e de DMSO (10%) na capta¢io de '*C-Deoxi-D-
Glicose no musculo soleo de ratos normais. *P < 0,05 comparado com o controle. N = 6 para
todos os grupos. Média £ S.E.M.

Existem trabalhos mostrando que o canferol inibe o transporte de glicose em
eritrocitos humanos além de ser inibidor de proteinas tirosina cinase, como o receptor EGF, e
a PKC, mas nao de PI-3K (AKIYAMA et al., 1987; AGULLO et al., 1997; MARTIN et al.,
2003). Contudo, até agora, nenhum trabalho demonstrou o efeito estimulatorio na captagao de
glicose para esta forma aglicona. Jorge (2004) verificou que um glicosideo do canferol, o
canferol-3,7-O-(a)-diramnosideo possui efeito estimulatorio na captagdo de glicose no
musculo séleo de animais normais e, agora, constatamos o efeito de outro glicosideo na
captagdo de glicose. Estes resultados nos levam a sugerir que o efeito destes flavonodides
glicosilados, tanto na reducdo da glicemia, quanto na captagao de glicose necessitam da
presenca de agucares ligados ao niicleo fundamental flavonoidico, uma vez que a aglicona nao
demonstrou efeito na glicemia nem na captagdo de glicose. Provavelmente esses agucares
direcionem a molécula para o transportador de glicose iniciando assim uma a¢do insulino-

mimeética.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que:

O canferol-3-neohesperidosideo estimulou a captagdo de ['Y*C]DG no musculo séleo
de ratos normais com baixas concentracdes (100 e 1,0 nM) e este estimulo foi

percentualmente similar a eficcia e a poténcia da insulina na concentracao de 7,0 nM.

O efeito estimulatorio do canferol-3-neohesperidosideo na captacdo de ['*CIDG no

musculo soleo depende da atividade de PI-3K (via da translocagdo do GLUT 4).

O efeito estimulatério do canferol-3-neohesperidosideo na captacdo de ['*C]DG no

musculo soleo envolve, pelo menos, em parte, a ativacdo de PKC.

A via de MAPK e a transcricdo génica ndo estdo diretamente relacionadas com o
efeito estimulatério do canferol-3-neohesperidosideo na captagio de ["*C]DG no

musculo so6leo, neste periodo estudado.

O efeito estimulatério do canferol-3-neohesperidosideo na captacdo de ['*C]DG no

musculo soleo nao envolve a sintese de novos transportadores.

O canferol-3-neohesperidosideo ndo potencia o efeito estimulatério da insulina na
~ 14 ’ ’ . ~ .
captagdo de [ 'C]DG no musculo séleo, sugerindo uma agdo na mesma via de

transduc¢ao de sinais da insulina.
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7. O canferol-3-neohesperidosideo aumentou significativamente o conteido de

glicogénio muscular de ratos diabéticos no tempo de tratamento estudado.

8. A quercetina estimulou a captagdo de ['*C]DG no musculo séleo com a concentragio
de 100 uM de forma semelhante a insulina, no entanto, ndo potencializou nem inibiu o

efeito deste horménio na captacdo de ['*C]DG no musculo séleo de ratos normais.

9. O canferol (aglicona) nio apresentou efeito na captacio de ['*C]DG no musculo soleo

de ratos normais.

10. O canferol 3-O-B-L-ramnopiranosil-B-D-glicopiranosideo-7-O-o-L-ramnopiranosideo
ndo foi capaz de reduzir a glicemia de animais diabéticos tratados com diferentes

doses pelas vias oral e intraperitoneal em nenhum dos tempos estudados.
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7 PERSPECTIVAS

Considerando que o canferol-3-neohesperidosideo foi efetivo como agente insulino-
mimético e apresentou acdo num tecido-alvo da insulina; aumentando a captagdo de glicose e
o conteudo de glicogénio no musculo; as perspectivas deste grupo sdo determinar os
parametros cinéticos K,, € V. deste composto na captacao de glicose no musculo; a sintese
de glicogénio, bem como, a atividade de enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos

(glicogénio sintase, hexocinase, glicocinase).
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