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RESUMO

INFLUENCIA DE CHALCONAS ANALOGAS, XANTONAS E
MONOSSACARIDEOS NA GLICEMIA EM MODELO EXPERIMENTAL ANIMAL

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito de chalconas analogas (derivadas do 3,4-
metilenodidxi-benzaldeido, 2-naftaldeido ou xantoxilina), monossacarideos (4acido gliconico e
tartarico), extrato bruto etanolico da Polygala paniculata, fracdo acetato de etila (AcEt) da
Polygala cyparissias (que contém xantonas), na glicemia de ratos normoglicémicos,
hiperglicémicos e diabéticos induzidos com aloxano. Para a compara¢do da curva de
tolerancia a glicose dos compostos testados, foi realizada a curva de substancias com efeito
hipoglicemiante conhecido (insulina e tolbutamida). As glicemias foram determinadas pelo
método da glicose-oxidase. As chalconas analogas foram administradas na dosagem de 5, 10 e
15 mg/kg em ratos hiperglicémicos. As coletas de sangue foram realizadas nos tempos zero,
15, 30, 60, 120 e 180 minutos (curva de tolerancia a glicose). Trés séries de chalconas foram
testadas, sendo que as chalconas derivadas do 3,4-metilenodidxi-benzaldeido (compostos 03,
04, 05, 07, 09 e 10) e naftaldeido (compostos 12, 13 e 14), apresentaram atividade
hipoglicemiante, enquanto que as chalconas derivadas da xantoxilina ndo demonstraram
qualquer efeito na glicemia, sugerindo assim, que substituintes na posi¢ao 3’e/ou 4’ sdo
essenciais para a atividade hipoglicémica destes compostos. Os substituintes no anel A e B do
nucleo das chalconas determina a poténcia e a eficiéncia na atividade hipoglicemiante destes
novos compostos, quando comparados a insulina e a tolbutamida. O 4cido gliconico foi
administrado via oral nas dosagens de 25, 50, 100, 200, 400 e 800 mg/kg de peso corporal em
ratos normoglicémicos; hiperglicémicos e diabéticos, via oral ou intraperitoneal. O acido
tartarico foi administrado nas dosagens de 100 mg/kg e 400 mg/kg via oral, em ratos
normoglicémicos e ratos hiperglicémicos. As coletas de sangue de animais normoglicémicos e
diabéticos foram realizadas nos tempos zero, 1, 2 e 3 horas para o estudo da curva de dose-
resposta em fun¢do do tempo e nos tempos de zero, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos para o
estudo da curva de tolerancia a glicose nos ratos hiperglicémicos. Nao houve mudanca
significativa nas glicemias de ratos normoglicémicos tratados com acido gliconico e acido
tartarico quando comparados com o tempo zero. Na curva de tolerdncia a glicose ocorreu
aumento significativo na glicemia de animais tratados com 4acido gliconico (400 mg/kg) nos
tempos 15, 30, 60 e 120 minutos, ¢ animais tratados com acido tartarico (400 mg/kg) nos
tempos 120 e 180 minutos. O 4cido gliconico ndo alterou a glicemia de ratos diabéticos
induzidos com aloxano. Estes resultados sugerem que o acido gliconico e o tartarico nao
atuam como secretagogo de insulina e ndo possuem agdo insulinomimética. O EBEtOH da P.
paniculata foi administrado nas dosagens de 400, 800 ¢ 1200 mg/kg em ratos diabéticos e
hiperglicémicos. A fracdo AcEt da P. cyparissias foi administrada na dosagem de 800 mg/kg
em ratos diabéticos e hiperglicémicos. A P. paniculata (EBEtOH) ndo alterou
significativamente a glicemia de ratos diabéticos induzidos com aloxano e também a curva de
tolerancia a glicose nas dosagens testadas. A P. cyparissias (AcEt) ndo reduziu a glicemia de
ratos diabéticos, mas promoveu diminui¢do significativa da glicemia nos tempos de 15 e 30
minutos, quando comparados ao controle hiperglicémico. Assim, a fragdo rica em xantonas da
P. cyparissias demonstrou potencial atividade hipoglicemiante, enquanto que a P. paniculata
(EBEtOH) nao demonstrou nenhuma agdo anti-hiperglicémica, anti-diabética ou
insulinomimética nestes testes realizados.

Palavras-chave: diabetes, acido gliconico, acido tatarico, Polygala paniculata, Polygala
cyparissias, xantonas e chalconas.



ABSTRACT

INFLUENCE OF CHALCONE ANALOGUES, XANTHONES AND
MONOSACCHARIDES ON GLYCEMIA IN AN EXPERIMENTAL ANIMAL
MODEL

The objective of this investigation was to study the effect of chalcone analogues (derived
from 3,4-methylenedioxy-benzaldehyde, 2-naphthaldehyde or xanthoxylin), monosaccharides
(gluconic and tartaric acids), the crude ethanolic extract of Polygala paniculata, and the ethyl
acetate fraction (EtAc) of Polygala cyparissias (that contains xanthones) on glycemia in
normoglycemic rats, hyperglycaemic rats, and in alloxan-induced diabetic rats. The glucose
tolerance curve of the compounds being tested was compared with a curve obtained using
substances with a known hypoglycaemic effect (insulin and tolbutamida). Glycemia was
determined by the glucose-oxidase method. The chalcone analogues were administered at
doses of 5, 10 and 15 mg/kg in hyperglycaemic rats. Blood was collected at time zero and at
15, 30, 60, 120 and 180 minutes (glucose tolerance curve). Three series of chalcones were
tested, those derived from 3,4-methylenedioxy-benzaldehyde (compounds 03, 04, 05, 07, 09
and 10) and naphthaldehyde (compounds 12, 13 and 14) that presented hypoglycaemic
activity, and chalcones derived from xanthoxylin, which did not present any effect on
glycemia, suggesting that substituents in the 3’ and/or 4’ positions are essential for the
hypoglycaemic activity of these compounds. Substituents in the A and B ring of the nucleus
of the chalcones determine the potency and efficiency in hypoglycaemic activity of these new
compounds compared to insulin and tolbutamide. Gluconic acid was administered by oral
route at doses of 25, 50, 100, 200, 400 and 800 mg/kg body weight in normoglycemic rats,
and via oral or intraperitoneal route in hyperglycaemic and diabetic rats. Tartaric acid was
administered at doses of 100 mg/kg and 400 mg/kg via oral route in normoglycemic and
hyperglycaemic rats. Blood was collected from normal and diabetic animals at time zero, and
then at 1, 2 and 3 hours to construct a dose-response curve as a function of time, and at time
zero, then at 15, 30, 60, 120 and 180 minutes to produce a glucose tolerance curve in
hyperglycaemic rats. There was no significant change in the glycemia of normoglycemic rats
treated with gluconic acid and tartaric acid compared to time zero. In the glucose tolerance
curve for animals treated with gluconic acid (400 mg/kg) there was a significant increase in
glycemia at 15, 30, 60 and 120 minutes, while in animals treated with tartaric acid (400
mg/kg) this was present at 120 and 180 minutes. Gluconic acid did not change the glycemia in
alloxan-induced diabetic rats. These results suggest that gluconic and tartaric acids do not act
as insulin secretagogues and do not possess an insulinomimetic action. The EBEtOH of P.
paniculata was administered at doses of 400, 800 and 1200 mg/kg in diabetic and
hyperglycaemic rats. The EtAc fraction of P. cyparissias was administered at a dose of 800
mg/kg in diabetic and hyperglycaemic rats. P. paniculata (EBEtOH) did not significantly alter
glycemia in alloxan-induced diabetic rats nor did it affect the glucose tolerance curve at the
doses tested. P. cyparissias (EtAc) did not reduce glycemia in diabetic rats, although it did
cause a significant decrease in glycemia at 15 and 30 minutes when compared to the
hyperglycaemic control. In summary, the xanthones-rich fraction of P. cyparissias exhibited
potential hypoglycaemic activity, while P. paniculata (EBEtOH) did not present any anti-
hyperglycaemic, anti-diabetic or insulinomimetic action in the tests.

Key words: diabetes, gluconic acid, tartaric acid, Polygala paniculata, Polygala cyparissias,
xanthones and chalcones.
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1 INTRODUCAO

1.1 Diabetes Melito

Diabetes Melito (DM) ¢ um dos mais importantes problemas de saude mundial. Dados
epidemiologicos demonstram que a prevaléncia mundial estimada para o ano de 2030 ¢ de
4,4% da populagdo. O nimero total de pessoas com diabetes aumentara, do ano de 2000 a
2030, de 171 milhdes para 366 milhdes. No continente americano, estima-se que, no mesmo
periodo, a prevaléncia de diabetes duplicara, concentrando nesta regido em torno de 66
milhdes de pessoas, sendo que no Brasil havera 11 milhdes de individuos diabéticos (WILD

et al., 2004; WHO, 2006).

Define-se o DM como um grupo de desordens metabolicas caracterizada pela
hiperglicemia resultante dos defeitos da secrecdo e/ou ag¢do da insulina, levando a um
distirbio no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos (ISLAS-ANDRADE et al.,
2000; PERFETTI, 2000; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2006).

Clinicamente, existem duas classificagdes gerais para o diabetes: Tipo 1, ou insulino-
dependente (DMID) e o Tipo 2 ou ndo insulino-dependente (DMNID). O diabetes Tipo 1 ¢
resultante da destrui¢do auto-imune das células  pancreaticas e ocorre em apenas 5-10% dos
pacientes. Nestes individuos, a amplitude de destruicdo das células B ¢ muito variavel,
podendo ser répida (principalmente em criangas) ou mais lenta (preferencialmente em
adultos), sendo o uso de insulina exdgena o tratamento indicado neste tipo de diabetes
(CONCANNON et al., 2005). Ja o Tipo 2 ocorre em 90-95% dos pacientes com diabetes,
sendo que a maioria desses individuos sao obesos (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2006). A resisténcia a insulina, ou seja, a redu¢do da habilidade da insulina
de realizar suas fungdes ¢ a caracteristica chave do Tipo 2, sendo a obesidade a principal
situagdo clinica associada. Outras condi¢des incluem sindrome de cushing, cirrose e

acromegalia (PROIETTO, 2005).

O DM, como ja mencionado, apresenta como caracteristica uma marcante
hiperglicemia. Os sintomas da hiperglicemia incluem poliuria, polidpsia, perda de peso,
polifagia e perturbagdes visuais. AS complicagdes a longo prazo incluem retinopatia com

potencial perda da visdo, neuropatia com conseqiiente faléncia renal, neuropatia periférica
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com risco de amputagdes e neuropatia autondmica causando sintomas cardiovasculares,

gastrointestinais, genituitarios e disfuncao erétil (BALL; BARBER, 2003).

1.2 Insulina

A insulina ¢ um hormonio peptidico sintetizado pelas células B pancreaticas das ilhotas
de Langerhans a partir de um precursor de 110 aminoacidos, a pré-pro-insulina, que
posteriormente, ¢ clivada no reticulo endoplasmatico dando origem a pré-insulina. Esta €
transportada ao complexo de Golgi onde ¢ convertida a insulina. O produto final ¢ composto
por duas cadeias peptidicas (A e B) unidas por duas pontes dissulfeto. A cadeia A (a) ¢
formada por 21 residuos de aminoécidos e a cadeia B (B) possui 30 residuos (LE FLEM et al.,

2002).

A secrecdo de insulina pelas células B inicia-se, basicamente, em funcdo da
hiperglicemia. No pancreas, a glicose ¢ transportada para dentro da célula através de
transportadores de glicose tipo 2 (GLUT 2). Dentro da célula existem canais compostos de
quatro subunidades K'jr 6.2 (canal de potassio com retificagdo interna), formando o poro do
canal, e quatro subunidades SUR 1 (receptor de sulfoniluréia 1) que é requerida para ativagao
e regulagdo. A ligagdo intracelular de ATP ao K'g 6.2 fecha o canal, enquanto a abertura da-
se pela ligagdo de MgADP ao SURI. O primeiro passo para o metabolismo da glicose ¢ a
fosforilagdo pela enzima glicoquinase, formando glicose-6-fosfato, consequentemente
produzindo ATP. O aumento da razdo ATP/MgADP resultante do metabolismo da glicose
fecha o canal, levando a um aumento de carga positiva dentro da célula B, e a conseqiiente
despolarizagio da membrana, abrindo canais de calcio (Ca®") dependentes de voltagem. O
aumento de calcio intracelular desencadeia a secrecdo do horménio (GRIBBLE; REIMANN,
2003; DEAN, 2004; HENQUIN, 2004). A figura 01 mostra o mecanismo de secrecdo de

insulina.
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Figura 01. Mecanismo de secrecao de insulina. Adaptado de DEAN, 2004.

A insulina, uma vez secretada, promove a captacdo, armazenamento e rapida
utilizagdo da glicose pelos tecidos corporais, principalmente o figado, musculo e tecido
adiposo. Em relagdo ao metabolismo dos carboidratos, altos niveis de insulina estimulam a
glicolise para liberacao de energia; a glicose que ndo ¢ imediatamente utilizada ¢ captada pelo
figado e musculo, onde ¢ convertido em glicogénio. No figado, a insulina estimula a produ¢ao
de glicogénio através da estimulagdo da glicogénio sintetase, inibicdo da glicogénio
fosforilase e inibicdo da gliconeogénese. No musculo, a insulina aumenta a sintese de
glicogénio, estimula a glicdlise e a captagdo de glicose por aumentar o nimero de
transportadores de glicose (GLUT-4) na membrana plasmatica. No tecido adiposo, a insulina
estimula a captagdo de glicose semelhante ao musculo e promove a lipogénese, aumentando a
atividade da lipoproteina lipase, que libera acidos graxos para a sintese de triglicerideos e
inibe a lipase hormonio-sensivel, enzima responsavel pela quebra dos estoques de gordura.
Com relagdo ao metabolismo protéico, a insulina também possui um efeito anabodlico,
promovendo a entrada de aminoacidos nas células e estimulando a sintese protéica (TAHA;
KLIP, 1999; BEARDSALL et al, 2003; MOORE et al., 2003). A tabela 01 representa as agdes

da insulina no figado, musculo e tecido adiposo.
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Tipo de Células hepaticas Tecido adiposo Miusculo
metabolismo
. . - A~ - . + - :
Metabolismo de  + gliconeogénese captacdo de glicose 7 captagdo de glicose
carboidratos
. - A - - A PR
+ glicogenolise sintese de glicerol glicolise
A e e A . .
glicolise glicogénese
A~ . N
glicogénese
. A g - M,
Metabolismo de lipogénese sintesede  =emee-
lipidios triglicerideos
+ lipdlise
o~ - P
sintese de acidos
2Iax0s
. - EN -
Metabolismo de  + degradacdiodas = -—-——-- captacdo de
proteinas proteinas aminoacidos

A, .
sintese de protemas

Onde T significa aumento e 4 significa diminuicéo.

Tabela 1. Resumo dos efeitos da insulina sobre o metabolismo de carboidratos, lipidios e
proteinas no figado, musculo e tecido adiposo.

Durante o jejum, os niveis de insulina na circula¢do sangiiinea diminuem, enquanto o
glucagon e outros hormonios contra-regulatérios aumentam. O glucagon, hormonio produzido
pelas células o pancreaticas, € um antagonista dos efeitos da insulina, tendo como prioridade
fundamental o aumento da glicemia estimulando a quebra de glicogénio e a gliconeogénese.
O figado ¢ o 6rgdo primdrio responsavel pela gliconeogénese, mas apds um jejum prolongado
(ser humano, 18 h para deplecdo total do glicogénio hepatico), o rim também pode contribuir
para a producdo de glicose. Embora os niveis de glicose plasmatica sejam inicialmente
mantidos pela glicogendlise hepdatica, o glicogénio estocado esgota-se e a contribui¢do da
gliconeogénese a partir de glicerol, lactato e aminoéacidos aumenta progressivamente (TAHA;

KLIP, 1999; BEARDSALL et al., 2003; MOORE et al., 2003).

A insulina é o hormdnio mais importante que regula o metabolismo energético. Uma
deficiéncia relativa ou absoluta, como no caso do diabetes, leva a severas disfuncdes nos

principais o6rgaos-alvos da insulina, isto ¢, figado, tecido adiposo e musculo (HEI, 1998).
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Quando ausente, entre outros efeitos, a falta de insulina leva ao aumento dos niveis
glicémicos, diminuicao da captacao de glicose pelos tecidos periféricos e redugdo da sintese
protéica, devido a diminuicdo do transporte de aminoacidos para o musculo. Além disso, os
aminoacidos sdo utilizados como substrato para a gliconeogénese. A agdo lipogénica ¢
perdida, elevando os niveis plasmaticos de acidos graxos (MOORE et al., 2003; RODEN;
BERNROIDER, 2003).

1.3 Terapia com Insulina

O tratamento intensivo com insulina pode reduzir a morbidade e a mortalidade
associada com as complicacdes do diabetes melito tipo 1 e tipo 2. Este tipo de tratamento ¢
mais comumente utilizado em pacientes com diabetes do tipo 1, mas também em pacientes
com diabetes melito tipo 2 que ndo conseguiram atingir um bom controle glicémico com
dieta, exercicios e hipoglicemiantes orais. A terapia intensiva com insulina mimetiza o padrao
normal de secrecdo de insulina incluindo inje¢des subcutaneas de insulina de acao ultra-rapida
ou de acdo curta antes das refei¢des, € uma ou multiplas administracdes de insulina de ag¢do
intermediaria, de longa duragdo, ou utilizagdo do sistema de infusdo continua para manter a
normoglicemia entre as refei¢des e prevenir a hiperglicemia noturna. Entretanto, na utilizacao
exdgena ndo ocorre a liberacdo da insulina na circulagdo porta e sim na periférica, o que
elimina o efeito preferencial da insulina nos processos metabolicos hepaticos (GERICH,

2002; LINDHOLM, 2002).

Quanto a origem, as preparacdes insulinicas sdo classificadas como bovina, suina ou
humana. As diferengas entre clas s3o minimas atendo-se a alteragdes em 1 (suina) ou 3
(bovina) aminoacidos da cadeia em relagdo a insulina humana. A insulina humana ¢
amplamente utilizada em fun¢do do desenvolvimento de técnicas de DNA recombinante.
Quanto ao tipo de insulina, elas sdo classificadas de acordo com o inicio de agdo e o pico
maximo de atividade. Assim, as insulinas de acdo ultra-rapida, dentre elas incluem-se a lispro
e aspart, apresentam inicio de acdo aproximadamente em 15 minutos, pico maximo de
atividade entre 30 minutos ¢ 2 horas, ¢ duracdo de, no maximo, 4 horas. Ja as insulinas de
acdo curta, como a regular, o inicio de acdo ocorre entre 30 minutos e 1 hora, pico maximo de
atividade entre 2 e 3 horas e duracdo total de efeito entre 6 e 8 horas. As insulinas de ag¢do
intermediaria apresentam um periodo mais longo de agdo (entre 16 e 24 horas), incluindo-se

neste grupo a NPH (insulina com protamina de Hagedorn) e insulina lenta; o pico de agao
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dessas insulinas ¢ muito variavel, podendo ocorrer entre 4 ¢ 10 horas no caso da NPH, e entre
7 e 15 horas com relagdo a lenta. Ha também insulinas de a¢do longa (20 a 30 horas), mas que
no entanto, ndo apresentam pico de atividade, reduzindo assim, os riscos de hipoglicemia.

Dentre elas estdo a insulina glargina e a insulina detemir (OIKNINE; MOORADIAN, 2003).

1.4 Hipoglicemiantes Orais
1.4.1 Sulfoniluréias e Guinidas

O receptor de sulfoniluréia 1 (SUR-1), localizado na membrana plasmatica das células
B pancreaticas, possui dois sitios de ligacdo: sitio A e sitio B. A ligagdo de compostos nestes
dois sitios produzem o mesmo efeito final, ou seja, fechamento de canais de potéssio
dependentes de ATP com subseqiiente despolarizacdo da membrana plasmatica e aumento do
influxo de célcio. O aumento do célcio intracelular, por sua vez, sinaliza a secre¢do de
insulina. As sulfoniluréias, como a tolbutamida e a glibenclamida, ligam-se ao sitio A do
SUR-1. J4 as glinidas, como a repaglinida, exercem a a¢ao através de ligagdo ao sitio B do

SUR-1 e a nateglinida ao sitio A (HENQUIN, 2004).

As primeiras sulfoniluréias a serem utilizadas clinicamente foram a tolbutamida e a
clorpropamida, que apresentam inicio de acdo demorado e efeito de longa duragdo, sendo o
principal efeito colateral a hipoglicemia. Os farmacos mais recentes, como glibenclamida,
glizipida e glicazida apresentam poténcia aumentada e menor tempo de acdo, como também

menores efeitos colaterais (PERFETTI, 2000).

1.4.2 Inibidores da a-glicosidase

As oa-glicosidases sdo enzimas responsaveis pelo processamento de carboidratos
complexos, glicoproteinas e glicolipideos. Os inibidores de a-glicosidase inibem a captagao
de carboidratos da dieta (amido, dextrinas e dissacarideos) através da inibi¢ao competitiva das
a-glicosidases da orla ciliada intestinal, suprimindo, desta maneira, a hiperglicemia pos-
prandial (ROSAK, 2002; SEO et al., 2005). Esta classe de medicamentos ¢ utilizada em
pacientes com diabete tipo 2, que ndo sdo controlados pela dieta, com ou sem outros agentes.
Entre os medicamentos desta classe terap€utica estd a ascarbose, sendo os efeitos adversos
mais comuns relacionados ao mecanismo de agdo, consistindo em flatuléncia, fezes moles ou

diarréia e dor ou distengdes abdominais (RANG et al., 2000).
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1.4.3 Biguanidas

As biguanidas sdo agentes hipoglicemiantes que ndo necessitam de células
pancreaticas funcionantes para alterar o metabolismo da glicose. A metformina ¢ a principal
representante desta classe de farmacos, sendo amplamente utilizada na clinica. Nao estimula o
apetite e, por conseguinte, mostra-se util na maioria dos pacientes com diabetes tipo 2 que sdo
obesos ¢ ndo respondem eficientemente ao tratamento apenas com dieta. O mecanismo de
acdo consiste em diminuir a produ¢ao de glicose hepatica, reduzindo a gliconeogénese e
melhorar a resisténcia a insulina, aumentando a captagdo de glicose no figado e musculo.
Possui agdes metabolicas adicionais como redugdo da concentracdo plasmatica de
lipoproteinas de baixa densidade e lipoproteinas de densidade muito baixa. O principal efeito
indesejavel consiste em distirbios intestinais transitérios, nauseas e diarréias (CHAN et al.,

2006).

1.4.4 Tiazolidinadionas

As tiazolidinadionas (TZDs) melhoram a sensibilidade a insulina em pacientes com
diabetes tipo 2. Os efeitos desses agentes da-se pelo aumento da disponibilidade da glicose
nos tecidos periféricos e a supressao da producao de glicose pelo figado. Estes agentes
também diminuem o nivel de triglicerideos e 4cidos graxos livres e aumentam a concentracao
de lipoproteinas de alta densidade (HDL). Em pacientes diabéticos, a resisténcia a insulina, a
secrecdo de insulina insuficiente e o aumento da producdo de glicose hepatica, sdo as trés
maiores desordens que levam a hiperglicemia (FUJIWARA; HORIKOSHI, 2000;
PETERSEN, 2006). Os medicamentos desta classe utilizados clinicamente sao a pioglitazona

e rosiglitazona.

1.4.5 Outros secretagogos de insulina

Na literatura ¢ descrito que os €steres de hexoses podem afetar a liberagdo de insulina
de ilhotas pancredticas através de dois modos de agdo. Os ésteres de monossacarideos
metabolizaveis como a a-D-glicose pentaacetato, exercem uma acao insulinotrofica através
do catabolismo da molécula de carboidrato. Entretanto, os €steres de agucares que nao sao
nutrientes, tal como os B-L-glicose pentaacetato, estimulam a secrecdo de insulina através do
sistema de receptor (MERCAN et al., 1999). Dessa forma, os monossacarideos analogos a

glicose, podem representar uma boa ferramenta para estimular a liberagao de insulina, ativar o
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receptor desse horménio ou prevenir a secrecdo hormonal excessiva em situagdes de
hiperinsulinemia. Apoiados em demonstragdes recentes de que o complexo D-Gluconato-
oxovanadio exibiu um efeito hipoglicemiante agudo apds a primeira hora de tratamento pela
via intraperitoneal em ratos diabéticos induzidos com aloxano (GUIOTOKU, 2002), e em
dados da literatura que demonstram, de forma ainda ndo elucidativa, a agdo de
monossacarideos como potenciais agentes hipoglicemiantes, neste trabalho foram
selecionados dois monossacarideos, acido gliconico e acido tartirico, como objetivo de

estudo.

1.5 Plantas Medicinais

As plantas medicinais foram durante muito tempo a base da terapéutica e, atualmente,
cerca de 25% dos farmacos utilizados sdo de origem vegetal, enquanto 50% sdo sintéticos,
cujos prototipos tém origem nos principios isolados de plantas medicinais (UGAZ, 1994;
CECHINEL FILHO, 1998). Devido a grande diversidade da flora e a dificuldade de recursos
financeiros em alguns paises, a Organizacdo Mundial de Satide (OMS) tem incentivado a
utilizagdo de plantas como recurso para o tratamento de doencas, como o diabetes. Acredita-
se que esta alternativa, bem mais econdmica, possa beneficiar 80% da populagdo mundial que

utiliza-se de plantas como primeiro recurso terapéutico (YAMADA, 1998).

Muitas espécies de plantas sdo conhecidas na medicina popular de diferentes culturas
pelas propriedades hipoglicemiantes e pelo uso crescente no tratamento do diabetes (ABDEL-
BARRY et al., 1997). Apoiado no conhecimento e uso popular, a pesquisa e a comprovacao
dos efeitos e dos constituintes dessas plantas tornam esta area cientificamente atrativa. Este
crescimento deve-se ao fato de que as substancias encontradas nestas plantas possam servir
como agentes hipoglicemiantes que mimetizam o efeito da insulina. Dessa forma, estas
substancias poderiam substituir as dolorosas injecdes de insulina, propocionar alivio na vida
dos diabéticos do tipo I, minimizar os efeitos colaterais dos agentes hipoglicemiantes orais no
caso dos diabéticos do tipo II, e também diminuir os elevados custos do tratamento para

pessoas de baixa renda.

1.5.1 Flavonoides
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Os flavonoides constituem uma importante classe de polifendis de ocorréncia natural,
encontrados em raizes, frutas, caule, folhas, sementes e casca de diversas plantas, frutas e
vegetais. Estruturalmente, possuem um nucleo fundamental com 15 4tomos de carbono,
formado por dois anéis aromaticos ligados entre si por uma cadeia de trés atomos de carbono
(C6-C3-C6). A Figura 02 mostra o nucleo fundamental dos flavonoides e a numeragdo dos

atomos de carbono com a denominagdo de cada anel (SIMOES et al., 2001).

Figura 02. Nucleo fundamental dos flavonoides

De um modo geral, estes compostos diferem entre si pelo nimero e pela posi¢ao dos
grupos substituintes nos anéis A, B e C, além da presenca ou ndo da dupla ligacdo e da
carbonila no anel C. Além disso, podem ser encontrados derivados glicosilados, metilados,
acetilados ou sulfatados. Os flavonoides sdo formados a partir de duas rotas biossintéticas
distintas (figura 03): a do 4cido chiquimico o qual originara a fenilalanina, o precursor do
acido cinamico e a do acetato, via acido maldnico. Entdo, a rota biossintética dos flavonoides
se da a partir de trés moléculas de malonil-CoA e uma molécula de cinamoil-CoA. Este
ultimo ¢é responsavel pela formacdo do anel B e pela ponte de trés carbonos, enquanto que o

malonil-CoA ¢ responsavel pelo anel A da flavona (SIMOES et al., 2001).
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Figura 03. Esquema da rota biossintética das chalconas e flavondides

Os animais obtém bioflavondides através da dieta, ja que ndo possuem a capacidade de
sintetiza-los. H& grande interesse nas aplicag¢des terapéuticas de flavonodides para o tratamento
e prevencao de doengas, sendo que uma variedade de atividades bioldgicas ja foram relatadas,

incluindo a capacidade antioxidante, antiinflamatoéria e antitumoral (HARBORNE;
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WILLIAMS, 2000). Em estudos realizados por nosso grupo, demonstrou-se que a fragdao n-
butanolica das folhas da espécie vegetal Bauhinia forficata foi efetiva em diminuir os niveis
de glicose sanguinea em animais normoglicémicos e diabéticos induzidos com aloxano
(SILVA et al., 2002). Dando continuidade a este estudo, verificou-se que o canferitrim,
flavonodide isolado das folhas da Bauhinia forficata, promoveu a captagao de glicose em
musculo soleo de ratos como também demonstrou efeito hipoglicemiante em animais
diabéticos induzidos com aloxano, tanto o composto isolado quanto complexado com o
vanadio. Outro flavonodide estudado na glicemia de ratos diabéticos foi o canferol-3-
neohesperidosideo, isolado do caule da Cyathea phalerata, onde também encontrou-se efeito
hipoglicemiante e, quando complexado com vanadio, houve aumento da atividade insulino-
mimética deste composto e extensdo do periodo hipoglicemiante quando comparado a

insulina (DE SOUSA et al., 2004; JORGE et al., 2004; CAZAROLLI et al., 2006).

1.5.2 Chalconas

Nas plantas, as chalconas sdo precursoras dos flavonodides. Estruturalmente, possuem
como nucleo fundamental o 1,3-diarilpropano, modificado pela presenga de uma ligagao
olefinica, grupamento cetona e/ou hidroxila. Sdo caracterizadas pela abertura do anel
oxigenado, levando a formag¢ao de uma ligacdo dupla com os carbonos denominados o e B em
funcdo da carbonila. Contrariamente a maioria dos outros flavonoides, o nucleo A das
chalconas ¢ identificado com numeros ordinarios seguidos de uma linha ( *) e o nucleo B

somente com niimeros ordindrios (figura 04) (ZUANAZZI, 2001).

Figura 04: Nucleo fundamental das chalconas (1,3-difenil-2-propenona)

As chalconas sdo de grande interesse quimico e farmacologico, por apresentarem
diversas atividades bioldgicas, as quais variam conforme os diferentes substituintes destas

moléculas. Na literatura, sdo referenciados efeitos antibacteriano (SATO et al., 1996;
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NIELSEN et al., 2004), incluindo atividade contra Mycobacterium tuberculosis (LALL;
HUSSEIN; MEYER, 2006), antifungico (BATOVSKA et al., 2006), antiviral (KIAT et al.,
2005), inclusive com atividade anti-HIV (CHEENPRACHA et al., 2006), antimalarico
(KARTHIKEYAN; HOLLA; KUMARI, 2006; VALLA et al.,, 2006), antiinflamatorio
(DESHPANDE, et al., 1999; HERENCIA et al., 2001; AHMAD et al., 2006; ISRAF et al.,
2007), anti-agregante plaquetario (ZHAO, et al., 2005) e anticarcinogénico (JUNG, et al.,
2005; DEMULLE, et al., 2006; LIU; GO, 2006; LAWRENCE et al, 2006;
MODZELEWSKA et al., 2006).

Com relagdo a atividade anti-hiperglicémica, estudos demonstram que chalconas
isoladas das raizes da Broussonetia papyrifera exercem atividade inibitoria sobre as proteinas
tirosina fosfatases (PTP 1B), enzima responsavel pela desfoforilagdo, e conseqiiente
inativacdo do receptor de insulina. A atividade inibitoria desses compostos ¢ diretamente
proporcional a quantidade de substituintes apolares (CHEN et al., 2002). Também, em outro
estudo, demonstrou-se que chalconas derivadas de ariloxipropanolaminas apresentam potente
atividade anti-hiperglicémica, quando administradas em ratos hiperglicémicos, e em ratos
diabéticos induzidos e com streptozotocina (SATYANARAYANA, et al., 2003). Kamei e
colaboradores (2003), em estudos realizados em adipocitos, identificaram derivados de
chalconas que estimulam a capta¢do de glicose e também potenciam a captacdo de glicose
estimulada por insulina nestas células. Assim, considerando os estudos promissores com
relagdo a atividade hipoglicemiante das chalconas e também o fato destas serem precursoras
dos flavonoides, as chalconas e seus derivados tornam-se interessante fonte de estudo para o

desenvolvimento de novos fairmacos para o tratamento do diabetes.

1.5.3 Xantonas

As xantonas s30 compostos naturais biologicamente ativos ¢ amplamente distribuidos
em plantas da familia Polygalaceae (CRISTIANO et al., 2003). O género Polygala é um dos
13 géneros da familia Polygalaceae e estd representado por aproximadamente 600 espécies
distribuidas em todo o mundo, com excecio da Nova Zelandia e regides Articas
(ZOMLEFER, 1994). No estado de Santa Catarina sdo 19 espécies catalogadas na Flora
Ilustrada Catarinense (WURDACK et al., 1971), das quais as mais estudadas sdao Polygala

sabulosa, Polygala cyparissias e Polygala paniculata.
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As investigagdes quimicas do género Polygala apresentam a ocorréncia de varias
classes de compostos, entre as quais, além das xantonas (CAMPOS et al., 1997; PINHEIRO
et al., 1998; LI et al., 1999; JIANG, 2002; CRISTIANO et al., 2003), destacam-se cumarinas
(PIZZOLATTI et al., 2002; HAMBURGER et al., 1985), estirilpironas (PIZZOLATTI et al.,
2000; 2004), saponinas (HADDAD et al, 2003; YABE et al, 2003) e flavondides
(CERVELATTI et al., 2004).

A P. paniculata (Figura 05) ¢ conhecida popularmente como barba-de-sdao-jodo,
barba-de-sdo-pedro, bromil, arrozinho, alecrim-de-santa-catarina ou vassourinha. E uma erva
ereta, de aparéncia delicada, bastante ramificada, de 25-40 cm de altura, com ramos finos,
distribuida em regides subtropical e tropical do continente americano (HAMBURGER et al.,
1985). Folhas simples e flores pequenas, de cor branca, reunidas em paniculas terminais. As
raizes, assim como as de outras espécies do mesmo género, possuem forte aroma de salicilato

de metila (PINHEIRO et al., 1998; PIZZOLATTI et al., 2000; LORENZI; MATOS, 2002).

Figura 05. Espécie vegetal Polygala paniculata

Duas xantonas provenientes da P. paniculata ja foram isoladas, como 1,5-diidroxi-2,3-
dimetéxixantona (Figura 06) e 1-hidroxi-5-metoxi-2,3-metilenodioxixantona (Figura 07).
Além disso, também foram identificadas como constituintes quimicos desta planta as

cumarinas, como febalosina e a murrangatina (CRISTIANO et al., 2003).
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Figura 07. 1-hidroxi-5-metdxi-2,3-metilenodioxixantona (R1=0OH; R2= OMe; R3=H;
R4=H).

Estudos anteriores desta planta apresentaram atividade moluscicida, antifiingica
(HAMBURGER et al., 1985) e neuroprotetora (FARINA et al., 2005). Na medicina natural
brasileira ¢ utilizada como antiblenorragica, vomitiva, purgativa e diurética (LORENZI,
MATOS, 2002). Entretanto, ainda ndo foi relatada atividade antidiabética de compostos

provenientes desta planta.

As Xantonas, como j& mencionado anteriormente, também sdo constituintes
fitoquimicos da Polygala cyparissias (CAMPOS et al., 1997), popularmente conhecida como
“pinheirinho-da-praia”, “avenca-da-praia” ou “timutu”. E uma planta pequena, que cresce na
costa sul do Brasil como uma tipica vegetacdo de dunas. Investiga¢des fitoquimicas
identificaram seis xantonas presentes no extrato acetato de etila desta planta, dentre elas, 1,3-
diidroxi-7-metoxixantona; 1,7-diidroxi-2,3-dimetoxixantona; 1,3,6,8-tetraidroxi-2,7-
dimetoxixantona; 1,3,7-triidroxi-2-metoxixantona; 1,3,6-triidroxi-2,7-dimetoxixantona (figura
08) e 1,7-diidroxi-2,3-metilenodioxixantona (figura 09). Além disso, ja foram identificadas

como constituintes fitoquimicos desta planta as cumarinas, as saponinas, as lignanas e os

flavonoides (PINHEIRO et al., 1998).
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Figura 08. Derivados da metoxixantona. 1,3-diidroxi-7-metoxixantona (R;= H; R, = OH; R;
= H; R4= OMe; Rs = H); 1,7-diidroxi-2,3-dimetoxixantona (R;= OMe; R, = OMe; R; = H; R4
= OH; Rs = H); 1,3,6,8-tetraidroxi-2,7-dimetoxixantona (R;= OMe; R, = OH; R; = OH; Ry =
OMe; Rs = OH); 1,3,7-triidroxi-2-metoxixantona (R;= OMe; R, = OH; R; = H; R4= OH; Rs =
H); 1,3,6- triidréxi-2,7-dimetoxixantona (R;= OMe; R, = OH; R3; = OH; R4= OMe; Rs = H)

0O OH

Figura 09. 1,7-diidroxi-2,3-metilenodioxixantona

Esta espécie ¢ utilizada na medicina popular como anestésico de uso topico devido a
alta concentracdo de salicilato de metila (PINHEIRO et al., 1998). Trabalhos anteriores
demonstraram a agdo anti-nociceptiva da P. cyparissias, tanto pela via oral como
intraperitoneal. Este efeito foi tanto contra a nocicep¢ao inflamatéria como a neurogénica e,
também, este extrato preveniu a hiperalgesia induzida pela substancia P e pela bradicinina
(CAMPOS et al., 1997). Entretanto, assim como a P. paniculata, ainda ndo foi relatada

atividade antidiabética desta planta.

Além das plantas da familia Polygalaceae, outras espécies também possuem como
constituintes fitoquimicos as xantonas, como a Anemarrhena asphodeloides (MIURA et al.,
2001), a Mangifera indica (MURUGANANDAN et al., 2005), a Swertia chirayita (SAXENA
et al., 1993) e a Swertia japonica (BASNET et al., 1995). Recentemente, foi demonstrado que
a mangeferina, xantona glicosidica isolada das folhas da M. indica e do rizoma da A.
asphodeloides, possui um significativo efeito anti-hiperglicémico e anti-aterogénico
(MURUGANANDAN et al., 2005). Este composto foi também indicado como um forte
agente anti-hiperinsulémico (MIURA et al., 2001). Em estudos anteriores, constatou-se que
swerchirina, xantona isolada da S. chirayita, aumentou a captagdo de glicose e sintese de
glicogénio no musculo in vitro e elevou a liberagdo de insulina estimulada por glicose em

ilhotas isoladas. (SAXENA et al., 1993) e, além disso, também diminui os niveis sanguineos
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de glicose em ratos diabéticos induzidos com estreptozotocina (SAXENA, et al., 1991). Outro
potente agente hipoglicemiante ¢ a belidifolina, isolada da S. chirayita, sendo esta propriedade
demonstrada tanto em ratos normoglicémicos como em diabéticos induzidos com
estreptozotocina. Entretanto, embora alguns dados sejam citados na literatura sobre os efeitos
das xantonas na glicemia de ratos normoglicémicos e/ou diabéticos, o efeito destes compostos
e/ou fracdes ricas em xantonas, bem como o mecanismo de a¢do das xantonas nao estdo

esclarecidos.
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2 JUSTIFICATIVA

O diabetes melito ¢ o nome dado a um grupo de desordens com diferentes etiologias
(OBRIEN; GRANNER, 1996). E uma patologia que requer cuidados rigorosos,
principalmente com a alimentacdo, a pratica de atividades fisicas e o uso de medicacdo
especifica. No caso do diabetes tipo 1, esta ¢ feita a base de insulina, enquanto que no

diabetes tipo 2 incluem o uso de hipoglicemiantes orais.

Ainda que na maioria das vezes sem comprovagdo cientifica, o uso de produtos
naturais de origem vegetal, animal e mineral sdo a principal base da terap€utica. Alternativas
como a utilizacdo de plantas tornou-se uma pratica cada vez mais difundida em funcao do
baixo custo e facil obtengdo. Porém, devido a falta de comprovagao cientifica, o tratamento
pode tornar-se prejudicial ao paciente, devido ao uso inadequado de determinadas espécies

vegetais.

As chalconas, precursores dos flavonoides e isoflavondides, sdo originalmente
isoladas de fontes naturais, como as plantas. Muitos trabalhos tém mostrado uma variedade de
propriedades biologicas, incluindo anti-inflamatoérias, anti-oxidantes, anti-bacterianas, e anti-
carcinogénicas (DIMMOCK et al., 1999). Uma ampla séric de efeitos bioldgicos das
chalconas e derivados de chalconas foi descrita na literatura, tanto em estudo de modelos
experimentais in Vivo quanto in vitro, no entanto, pouco esta claro quanto ao efeito desta
classe de compostos no diabetes melito (KAMEI et al., 2003; SEO et al., 2005). O principal
interesse no estudo das chalconas ndo reside somente pelo fato destas substincias terem um
possivel efeito hipoglicemiante, mas por serem moléculas precursoras na via de biossintese
dos flavondides amplamente encontrado em plantas e de corrente estudo neste laboratorio
(SILVA et al., 2002; DE SOUSA et al., 2004; JORGE et al., 2004; CAZAROLLI et al., 2006;
ZANATTA et al., 2007). Conforme demonstrado por Kamei e colaboradores (2003), o
derivado 2’-benziloxichalcona estimulou a captagao de glicose em linhagem de células do
tecido adiposo, a 3T3-L1, através de um mecanismo envolvendo a regulacdo da fosfatidil
inositol 3-quinase (PI3K). Para os estudos com derivados de chalconas contendo grupos
sulfonamidas, inibiram especificamente a atividade das alfa-glicosidades apontando um
possivel papel na regulagdo da glicemia através desta via (SEO et al., 2005). No presente

trabalho, o estudo das chalconas andlogas teve como objetivo caracterizar novos compostos
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com acdao hipoglicemiante, principalmente focalizado num modelo experimental
(hiperglicemia induzida em animais normoglicémicos), que permitiu avaliar a acao

secretagoga de diferentes compostos sintéticos e naturais.
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3 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia de chalconas andlogas, xantonas e

monossacarideos na glicemia em ratos normoglicémicos, hiperglicémicos e diabéticos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizar o modelo diabético experimental utilizando o aloxano como agente

diabetogénico.

» Estudar a glicemia em fun¢do do tempo de acdo da tolbutamida, insulina lispro e

insulina regular em ratos hiperglicémicos.

» Estudar a glicemia em fun¢do do tempo de agdo de chalconas derivadas do 3.,4-
metilenodidxi-benzaldeido, 2-naftaldeido e xantoxilina na glicemia de ratos

hiperglicémicos.

» Comparar os efeitos hipoglicemiantes das chalconas derivadas do 3,4-metilenodioxi-
benzaldeido, 2-naftaldeido e xantoxilina com a agao hipoglicemiante da insulina, e da

tolbutamida em ratos hiperglicémicos.

» Estudar o efeito do 4cido gliconico e tartarico na glicemia de ratos normoglicémicos ¢

hiperglicémicos.
» Estudar o efeito do acido gliconico e tartarico na glicemia de ratos diabéticos

» Determinar a curva dose-resposta do extrato bruto etanélico (EBEtOH) da Polygala
paniculata e da fragdo acetato de etila (AcEt) da Polygala cyparissias, na glicemia de

ratos hiperglicémicos.

» Determinar a curva de dose-resposta do EBEtOH da P. paniculata e da fragdo AcEt da

P. cyparissias na glicemia de ratos diabéticos.
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4 METODOLOGIA

4.1. Reagentes

Glicose PP — Kit utilizado para dosagem da glicemia pelo método enzimadtico da

glicose oxidase da Gold Analisa Diagnostica LTDA, Belo Horizonte, MG, Brasil.

Aloxano - Monohidrato de aloxano; Sulfato de vanadio foram obtidos da Aldrich

Chemical Company, Milwaukee, USA.

Insulina — Insulina Lispro (Humalog®), laboratério Eli Lilly e insulina Regular (R)

(Biohulin®), laboratorio Biobras.
Acido gliconico (sal potassico) — Sigma e Aldrich.
Acido L (+) tartarico — Vetec Quimica Fina LTDA.

D (+) glicose anidra (dextrose) — Vetec Quimica Fina LTDA.

4.2 Solucoes

Aloxano - Monohidrato de aloxano, 98%, utilizada na concentragdo de 50 mg/kg de

peso corporal em solugdo fisiologica (NaCl 0,9%).

4.3 Preparacao das chalconas analogas

A preparagdo das chalconas andlogas foi de responsabilidade do Prof. Dr. Rosendo A.

Yunes, do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina.

4.3.1 Procedimento geral para a preparacido das chalconas derivadas do 3,4-

metilenodioxi-benzaldeido.

Em um baldo de 100 ml, foi colocado o 3,4-metilenodidxi-benzaldeido (1,5g; 10

mmol), a acetofenona (10 mmol) e metanol (30 ml). Os reagentes foram dissolvidos sob
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agitacdo magnética e em seguida KOH 50% v/v (10 ml) foi adicionado. Deixou-se a reacdo
sob agitagdo magnética, a temperatura ambiente, por 24 horas. Apos este periodo, agua
destilada foi adicionada a reagdo, sendo a mesma acidificada com 4cido cloridrico 10%, o que
provocou a precipitacdo dos compostos. Filtrou-se em funil de Biichner; a pureza foi
verificada por cromatografia de camada delgada (CCD) e, quando necessario, as chalconas
foram recristalizadas em hexano e diclorometano ou purificadas por coluna cromatografica.

o 0

© H R-FRCOCH,; P 0
< KOHMeOH, ta, 241 g >
o 0

1E:H

2R 2-CH
3IR:3-0OCH:-4CH
4 R: 4 OCH;
SR:3,40CH:
6F:3,450CH:
TR: 4Br

8RR 2,5 0CHs
OR: 404

10 R 3-H g

Figura 10. Procedimento geral para a preparacdo das chalconas derivadas do 3,4-
metilenodidxi-benzaldeido.

4.3.2 Procedimento geral para a preparacio das chalconas derivadas do 2-naftaldeido

Em um baldo de 100 ml, foi colocado 2-naftaldeido (0,78g; 5 mmol), a acetofenona (5
mmol) e metanol (30 ml). Os reagentes foram dissolvidos sob agitacdo magnética e, em
seguida, foi adicionado KOH 50% v/v (10 ml). Deixou-se a rea¢do sob agitagdo magnética, a
temperatura ambiente, por 24 horas. Apos este periodo dgua destilada foi adicionada a reacao
e a mesma foi acidificada com acido cloridrico 10%, o que provocou a precipitagdo dos
compostos. Filtrou-se em funil de Biichner, sendo a pureza verificada por CCD e, quando
necessario, as chalconas foram recristalizadas em hexano e diclorometano ou purificadas por

coluna cromatografica.
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o 0

H R-FhCOCH; -
KOHMeOH, ta,24h g
11 R: 4.0CH;
12 R: 4-H0;
13R: 3-H0;
14 R: 3-0CH;-4-0H
15F: 3,4,5-0CH;

Figura 11. Procedimento geral para a preparagdo das chalconas derivadas do 2-naftaldeido.

4.3.3 Procedimento geral para a preparaciao das chalconas derivadas do 2,4,6-trimetoxi-

acetofenona

Em um baldo de 50 ml, foi colocado o 2,4,6-trimetoxi-acetofenona (0,25g; 1,2 mmol),
o aldeido (1,2 mmol) e metanol (20 ml). Os reagentes foram dissolvidos sob agitagdo
magnética e, em seguida, KOH 50% v/v (5 ml) foi adicionado. A reagdo ficou sob agitacao
magnética, a temperatura ambiente, por 24 horas. ApoOs este periodo, adicionou-se agua
destilada a reagdo, e a mesma foi acidificada com acido cloridrico 10%, o que provocou a
precipitagdo dos compostos. Filtrou-se em funil de Biichner, foi verificada a pureza por CCD
e, quando necessario, as chalconas foram recristalizadas em hexano e diclorometano ou

purificadas por coluna cromatografica.

OH ] OH 0
CH- R-FRCOH =
KOH/MeOH, ta, 24h
HCO DCH; HiCO OCH; R
16 F: 3-C1
17 F: 3-H 04

Figura 12. Procedimento geral para a preparagao das chalconas derivadas do 2,4,6-trimetoxi-

acetofenona
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4.4 Coleta, identificacio e preparacao dos extratos da Polygala paniculata e

Polygala cyparissias

4.4.1 Coleta

A coleta, a identificacdo da planta e a obtengdo do extrato bruto etandlico proveniente
da P. paniculata contendo xantonas, foram de responsabilidade do Prof. Dr. Moacir G.

Pizzolatti, do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina.

A espécie vegetal P. paniculata (planta inteira) foi coletada no més de margo de 2004
na praia Daniela em Florianopolis, SC, e identificada pelo Professor Olavo Aratjo Guimaraes,

do Departamento de Botanica da UFPR, e a exsicata depositada sob o registro UPCNB 26027.

A coleta da Polygala cyparissias foi realizada entre a vegeta¢do das ante-dunas nas
praias da Daniela e Jureré em Florianopolis no estado de Santa Catarina. O material botanico
foi identificado pela Profa Leila da Graga Amaral, do Departamento de Botanica da UFSC,
Florian6polis, Brasil. A exsicata desta planta estd depositada no herbario FLOR-22744, no

Departamento de Boténica da Universidade Federal de Santa Catarina.

4.4.2 Preparacio do extrato bruto etanolico (EBEtOH) da Polygala paniculata

A planta inteira (folha, caule, raiz e flores) foi seca e extraida primeiramente com
hexano 97% (para evitar a formagdo de artefatos cumarinicos), durante 24 horas, a
temperatura ambiente (25 °C). Com a evaporagao do solvente, obteve-se a cera edicuticular
hexanica (CEH). O material vegetal foi macerado exaustivamente com EtOH:H,O aquoso
(80:20), a temperatura ambiente (25 °C) por 15 dias em recipiente fechado. Apos a fase de
maceragdo, o extrato foi filtrado em papel filtro e o solvente foi evaporado a pressdo reduzida
(50 °C) em evaporador rotativo, obtendo-se assim, 300 g do extrato bruto etandlico
(EBEtOH) (PINHEIRO et al.,, 1998; LORENZI et al., 2002). A figura 13 representa
esquematicamente os procedimentos experimentais para obtencdo do EBEtOH da P.

paniculata.
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Polygala paniculata

Coleta
(Planta inteira)
Secagem
Extracao
Hexano
97%
Evaporagao do Solvente
Cera Edicuticular Hexanica
(CEH)
Maceracao

EtOH.H,0 80:20, 25 °C, 15 dias

Filtragao/ Evaporacao
(Pressdo Reduzida 50 °C)

Extrato BrutoEtandlico

Figura 13. - Representagdo esquematica da preparacdo do extrato bruto etanélico (EBEtOH)
da Polygala paniculata.

4.4.3 Preparacio da fracao acetato de etila (EAcEt) da Polygala cyparissias

Ap6s a coleta, o material vegetal foi colocado para secar em estufa (de secagem) com
circulagdo de ar, a temperatura média de 40 °C. Apos seco, foi finamente triturado e colocado
em maceracao com solucdo hidroalcodlica (alcool 90 %) por 14 dias. O extrato obtido foi
concentrado sob pressdo reduzida em evaporador rotatorio até reduzir o volume para
aproximadamente Y4. O extrato concentrado foi mantido sob refrigeragao (4 °C) por 48 horas e
entdo filtrado para a remocgdo das ceras e graxas. O extrato filtrado foi submetido a uma

extracdo por particionamento liquido-liquido com hexano, para extrair os constituintes
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apolares. Na seqiiéncia, foi feito o extrato acetato de etila, por particionamento liquido-liquido
com acetato de etila, obtendo-se assim, a fragao rica em xantonas (CAMPOS et al., 1997).
A figura 14 representa esquematicamente os procedimentos experimentais para

obtencdo da fragdo acetato de etila (AcEt) da Polygala cyparissias.

Polygala Cyparissias
Coleta
Estufa 40 °C
Maceragao Trituragao
Alcool 90 °C 14 dias
Extrato
Concentragao até Y4
Extrato
concentrado
4°C, 48h
Filtragao
Parc. Lig/Liq Hexano

Extrato livre de constituintes
apolares

Parc. Lig/liq Acetato de Etila

Fracio rica em xantonas

Figura 14. Representagdo esquematica da preparagdo da fragdo acetato de etila (AcEt) da P.
cyparissias
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4.5 Animais e tratamentos

O estudo da bioatividade do extrato bruto etanolico da P. panicualta, extrato acetato
de etila da P. cyparissias, monossacarideos, derivados de chalconas, insulina e tolbutamida
foram realizados no Laboratorio de Hormodnios & Transdugdo de Sinais, sob a
responsabilidade da Prof'. Dr”. Fatima Regina Mena Barreto Silva, orientadora desta

dissertagao.

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos entre 50—54 dias de idade (180-250g),
mantidos em gaiolas plasticas com alimento e agua a vontade até o inicio dos tratamentos. A
temperatura da sala foi mantida entre 21 + 2 °C e com ciclo de 12 horas claro/12 horas escuro.
Animais, descritos como jejum, foram privados de comida por 16 horas, mas com acesso livre
a agua. Os animais foram mantidos em concordancia com as recomendacdes do Conselho
Brasileiro de Medicina Veterindria ¢ do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal,
Protocolo PP 0001/CEUA, parecer favordvel numero 23080.008941/2005-67/UFSC,
aprovado na reunido de 06/05/2005/ CEUA.

4.5.1 Animais diabéticos induzidos com aloxano

O diabetes foi induzido através de uma Unica inje¢do intravenosa de monohidrato de
aloxano (Sigma) 5% em soro fisioldgico, na dose de 50 mg/kg de peso corporal, em animais
sob anestesia etérea. Esta solugdo foi sempre preparada imediatamente antes do uso. Trés dias
depois, foram coletadas amostras de sangue e os niveis de glicose foram determinados para
confirmar o desenvolvimento do diabetes. Foram considerados diabéticos apenas ratos que
apresentavam glicemia entre 350-450 mg/dL (DE SOUSA, et al., 2004; CAZAROLLI et al.,
2006).
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Figura 15. Inducao do diabetes através da inje¢ao intravenosa de aloxano na veia dorsal

peniana.

4.5.2 Administracio de monossacarideos (acido gliconico e acido tartarico) em animais

normoglicémicos

Ratos em jejum foram divididos em dois grupos. Grupo I; controle nio tratado e
Grupo II; tratado. Os animais receberam diferentes doses de acido gliconico (25, 50, 100, 200,
400 e 800 mg/kg de peso corporal) ou de acido tartarico (100 e 400 mg/kg de peso corporal)
via oral. Os monossacarideos foram diluidos em solucdo fisioldégica (NaCl 0,9%) antes da
administracdo. As coletas de sangue foram realizadas nos tempos zero, 1, 2 e 3 horas, apos o

tratamento para a determinac¢do da glicemia.

4.5.3 Administracio de chalconas, monossacarideos (acido gliconico e acido tartarico),
extrato da Polygala paniculata, fracao da Polygala cyparissias ou tolbutamida por via

oral e tratamento com insulina via intraperitoneal em animais hiperglicémicos

Ratos em jejum foram divididos em cinco grupos. Grupo I, controle ndo tratado;
Grupo I, hiperglicémico, recebeu somente glicose (4 g/kg de peso corporal); Grupo III,
tratado, recebeu glicose (4g/kg de peso corporal) juntamente com as dosagens de 400 mg/kg
de peso corporal do acido gliconico ou, do acido tartarico ou 800 mg/kg de peso corporal do
extrato bruto etandlico da P. paniculata ou da frag@o acetato de etila da Polygala cyparissias,
ou dosagem de 10 mg/kg de peso corporal do nicleo fundamental das chalconas, chalconas

derivadas do 3,4-metilenodioxi-benzaldeido (compostos 01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09 e
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10), chalconas derivadas do 2-naftaldeido (compostos, 11, 12, 13, 14 e 15) ou chalconas
derivadas da xantoxilina (compostos 16 e 17). Grupo IV recebeu glicose (4 g/kg de peso
corporal) e 100 mg/kg de peso corporal de tolbutamida; grupo V recebeu glicose (4 g/kg de
peso corporal) e insulina lispro 0,05 Ul ou insulina regular 0,5 UL. As amostras de sangue

foram coletadas nos tempos conforme demonstrados nas respectivas figuras.

4.5.4 Administracdo via oral e intraperitoneal do acido gliconico e via oral do extrato
bruto etanélico da Polygala paniculata, e extrato acetato de etila da Polygala cyparissias,

em animais diabéticos induzidos com aloxano

Ratos em jejum foram divididos em trés grupos. Grupo I, diabético, ndo tratado; grupo
I1, tratado, recebeu dose de 50 mg/kg de peso corporal do &cido gliconico ou diferentes doses
(400, 800 e 1200 mg/kg de peso corporal) do extrato bruto etandlico da P. paniculata; dose de
800 mg/kg de peso corporal do extrato acetato de etila (EAcEt) da P. cyparissias, via oral.
Grupo 111, tratado, recebeu dose de 100 mg/kg de peso corporal do acido gliconico via
intraperitoneal. Os niveis de glicose no plasma foram verificados nos tempos zero, 1, 2 e 3

horas apds o tratamento.

4.6 Coleta de sangue e determinacao da glicemia

Todos os animais estavam em jejum de 16 h antes da coleta de sangue. O sangue foi
coletado por capilaridade pelo plexo retro-orbital em tubos de eppendorf. As amostras foram
centrifugadas e imediatamente o soro foi separado. Aliquotas de 10 ul do soro (em duplicata)
foram utilizados para dosar a glicose pelo método enzimatico da glicose oxidase (GLICOSE
PP da Gold Analisa Diagnostica). As amostras foram incubadas por 10 minutos a temperatura
ambiente (25 °C) e as absorbancias foram lidas em um espectrofotometro da marca GBC
Scientific Equipment Pty LTDA, em 500 nm. Os resultados foram expressos em mg/dL de
glicose. Para confirmacao do estado diabético, nos animais tratados com aloxano, foi utilizado
glicosimetro (Optium-MEDSENSE), sendo a coleta de sangue realizada pela cauda do rato.
Todos os animais foram previamente anestesiados em camera de éter antes da coleta de

sangue. Apds o término do experimento, os mesmos foram eutanasiados por decapitagdo em
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guilhotina e as carcagas foram mantidas em refrigerador at¢é o momento do descarte no lixo

hospitalar.

4.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média £+ E.P.M. O nimero de animais
utilizados para cada grupo ¢ descrito nas respectivas legendas. As comparagdes estatisticas
foram realizadas através da andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo pos-teste
de Bonferroni pelo programa INSTAT versdo 3.0. As diferencas encontradas foram

consideradas estatisticamente significativas para um “p” igual ou menor que 0,05. Para a

analise comparativa entre dois grupos foi utilizado o teste “t” de Student.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao do Diabetes Experimental com Aloxano

Grupo Peso Corporal (g)* Glicemia (mg/dL)"
Normal 216,0 + 5,95 94,91+ 4,59
Aloxano (50mg/kg) 186,16 + 5,57 384,60 + 16,50°

*Valores sdo expressos como média + E.P.M, n=9 para cada grupo.
bSigniﬁcante para p< 0,01.
‘Significante para p< 0,0001

Tabela 2. Efeito do aloxano no peso corporal e glicemia apods trés dias de indugdo do
diabetes”

A Tabela 2 apresenta os parametros analisados para a caracterizagdo do diabetes
experimental, como a glicemia e o peso corporal. Observa-se perda de peso corporal
estatisticamente significativa apds os trés dias da inducdo do diabetes com aloxano, assim
como elevacdo significativa na glicemia dos ratos tratados. Estes resultados comprovam o
diabetes experimental neste modelo. Apoiados nestes parametros, todos os grupos
normoglicémicos e diabéticos, foram mantidos com estas caracteristicas, considerando os

erros experimentais permitidos (p<0,05).

5.2 Efeito da tolbutamida na curva de tolerancia a glicose

CHy

CHz
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Figura 16. A) Estrutura quimica da tolbutamida. B) Efeito agudo da administracdo da
tolbutamida via oral na curva de tolerancia a glicose. Os resultados sdao a média + E.P.M. de
experimentos realizados em duplicata (n=6). Significante para = p<0,001 em rela¢io ao
tempo zero. Significativo para “p<0,05 em relagdo ao respectivo controle hiperglicémico.

Na figura 16 B observa-se que em animais hiperglicémicos, ap6s 15 minutos da
administracao oral de glicose (4 g/kg), a glicemia aumentou significativamente. Os niveis
hiperglicémicos foram mantidos altos até os 60 minutos em relacdo ao tempo zero, € voltaram
aos niveis basais aos 180 minutos. Este perfil caracterizou de maneira reproduzivel a curva de

tolerancia a glicose neste modelo experimental.

A eficacia de agdo da tolbutamida administrado pela via oral foi demonstrada
utilizando-se a dosagem de 100 mg/kg de peso corporal. As sulfoniluréias, incluindo a
tolbutamida (figura 16 A), produzem hipoglicemia em animais normoglicémicos através da
estimulagdo das células B pancreaticas, com conseqiliente liberacdo de insulina. Entretanto,
esses farmacos ndo sdo habeis em diminuir a glicemia de animais diabéticos tratados com
aloxano (DE SOUSA, 2004). A tolbutamida diminuiu o pico de hiperglicemia em 60 minutos
(figura 15 B). Como a tolbutamida ¢ um secretagogo de insulina, estes resultados sdo uteis
para a comparacao do efeito hipoglicemiante de substincias com agdes desconhecidas,

quando for o caso.
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5.3 Efeito da insulina lispro e insulina regular na curva de tolerancia a

glicose

250+

— Normoglicémico

—/— Hiperglicémico

—4&— Hiperglicémico + Insulina Regular 0,5 Ul
—@— Hiperglicémico + Insulina Lispro 0,5 Ul
—l— Hiperglicémico + Insulina Lispro 0,05 UI

Glicemia (mg/dL)

T T T
0 15 30 60 120 180

Tempo (min)

Figura 17. Efeito agudo da administragdo de insulina lispro e insulina regular via
intraperitoneal na curva de tolerancia a glicose. Os resultados sdo a média + E.P.M. de
experimentos realizados em duplicatas (n=6). Significante para ***pS0,00l em relacdo ao
tempo zero. Significativo para *p<0,05 em relagdo ao respectivo controle hiperglicémico.

A eficacia de acdo de diferentes insulinas administradas pela via intraperitoneal foi
demonstrada utilizando-se dosagens de 0,5 UI de insulina regular e 0,05 e 0,5 UI de insulina
lispro. Tanto a insulina regular como a insulina lispro diminuiram o pico da glicemia,
caracteristico neste modelo experimental, j4 aos 15 minutos, ap6s a administracdo do
hormonio em todas as dosagens testadas. A insulina regular e a insulina lispro, nas dosagens
de 0,5 Ul mantiveram a glicemia significativamente abaixo dos niveis glicémicos basais
comparados ao grupo dos animais normoglicémicos. J4 com a insulina lispro na dosagem de
0,05 UI apos impedir o pico hiperglicémico aos 15, 30 e 60 minutos, caracteristico deste
modelo experimental, manteve a normoglicemia até o término do experimento. Estes
resultados, além de tracarem um perfil do efeito imediato e efetivo méximo da agdo da
insulina neste modelo, também podem ser utilizados como padrdo para possivel comparagao
do efeito hipoglicemiante dos compostos testados. Em termos percentuais foram obtidos uma
queda hipoglicémica de 33 % para a insulina regular humana e 45,6 % e 25 % para a insulina
lispro nas doses de 0,5 Ul e 0,05 UI, respectivamente, aos 15 minutos, quando comparadas ao

controle hiperglicémico.



5.4 ESTUDO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DE
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5.4.1 NUCLEO FUNDAMENTAL DAS CHALCONAS

52
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5.4.1 Efeito agudo da administracio oral de chalcona (nucleo fundamental) na curva de

tolerancia a glicose

Chalcona
{micleo fundamental)

(A)
230+

—{F Normoglicémico

—/%— Hiperglicémico
=) —\/— Hiperglicémico + veiculo
%0 180 —&— Hiperglicémico + nucleo fundamental
E‘/ chalcona 10 mg/kg
o 130

T T T T
0 15 30 60 120 180

Tempo (min)

(B)

Figura 18. A) Nucleo fundamental das chalconas. B) Efeito agudo de chalcona (ntcleo
fundamental) na curva de tolerancia a glicose. Os resultados sdo a média + E.P.M. de
experimentos realizados em duplicatas (n=11). Significativo para ***p<0,001 em relagcdo ao
tempo zero. Significativo para “p<0,05 em relag¢do ao controle hiperglicémico. Significativo
para °p<0,05 em relagdo ao controle hiperglicémico + veiculo.

Em estudos in vivo realizados com chalconas analogas, verifica-se uma ampla
diversidade de dosagens para as varias atividades biologicas deste composto, desde 4 mg/kg
at¢ 1000 mg/kg, por diferentes vias de administragdo. Entretanto, o maior nimero de
trabalhos realizados encontra-se na faixa de 4-25 mg/kg (DOMINGUEZ et al., 2001,
MONOSTORY et al., 2002; NOOKANDEN et al., 2004; ROJAS et al., 2003 PINERO et al.,
2006; SHUUKLA et al., 2006). Assim, escolhemos uma dose intermediaria (10 mg/kg) para a
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realizagao dos experimentos. As curvas de dose-resposta foram realizadas somente para

alguns compostos selecionados em fun¢do da resposta obtida na curva de tolerancia a glicose.

A figura 18 B demonstra o efeito do nticleo fundamental das chalconas na curva de
tolerancia a glicose, quando administrado na dosagem de 10 mg/kg de peso corporal, via oral.
J& em 15 minutos houve redugdo significativa da glicemia, quando comparado ao controle
hiperglicémico (21,8%) e ao controle hiperglicémico com veiculo (13,43%). No tempo de 30
minutos também ocorreu reducdo significativa da glicemia de 19,4 % e 18,32%, quando
comparado ao controle hiperglicémico e ao controle hiperglicémico com veiculo,
respectivamente. Em 60 minutos, ocorreu reducdo significativa de 15,36% quando comparado

ao controle hiperglicémico.

E importante salientar que a estrutura do niicleo fundamental das chalconas é pequena,
planar e, sendo assim, talvez atue em qualquer sitio ativo ou receptor, conferindo a este
composto ampla diversidade de efeitos bioldgicos, como, por exemplo, além do efeito
hipoglicemiante aqui demonstrado, a acdo anticarcinogénica (HSU et al., 2005). Também,
outra caracteristica importante do nucleo fundamental das chalconas, ¢ o fato deste ser apolar
e, devido a solubilidade na membrana, o efeito pode ser inespecifico. Isto ¢ verdadeiro pois,
quando fizemos a curva de dose para os compostos que apresentaram bom efeito, ndo houve
diferenga entre as doses. No entanto, nos dois compostos que apresentaram efeito
hipoglicemiante significativamente menor em relagdo ao nucleo fundamental, um deles
demonstrou diferenca na curva de dose-resposta, o que aponta um efeito especifico. Para o
desenvolvimento de novos farmacos, ¢ interessante que este tenha como caracteristica a
especificidade de agdo. Assim, diferentes substituintes em diferentes posi¢des no ntcleo
fundamental das chalconas conferem a esses compostos uma variada atividade bioldgica,
como: atividade anticarcinogénica (substituintes trimetoxi nas posicoes 3°,4’ ¢ 5’ do anel A)
(LAWRENCE et al., 2006); inibidores da a-glicosidase (chalcona sulfonamidas) (SEO et al.,
2005); inibidores da aldose redutase (SEVERI et al., 1998); antihiperglicémica
(ariloxipropanolaminas) (SATYNARAYANA et al., 2003; NOZAWA, 2005); antiviral e
antituberculose (prenilchalconas) (LALL; HUSSEIN; MEYER, 2006).

Portanto, um dos objetivos deste trabalho foi avaliar o efeito de uma nova série de
chalconas, derivadas do 3,4-metilenodioxi-benzaldeido, 2-naftaldeido e xantoxilina na

glicemia de ratos hiperglicémico, e verificar uma possivel atividade hipoglicemiante entre os
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diferentes compostos, bem como comparar esta atividade com a tolbutamida (hipoglicemiante

oral exdgeno) e com a insulina (a terapia mais efetiva no combate a hiperglicemia).



5.4.2 CHALCONAS DERIVADAS DO

3,4-METILENODIOXI-BENZALDEIDO
(PIPERONAL OU 1,3-BENZODIOXOL-S-CARBOXALDEiDO)

56
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5.4.2.1 Efeito agudo da administrac¢ao oral do composto (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-
IL)-1-FENIL-2-PROPEN-1-ONA (composto 01) na curva de tolerancia a glicose

Saaes

A)
230+

—F Normoglicémico

—/x— Hiperglicémico
g —\V/ Hiperglicémico + veiculo
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Figura 19. A) Estrutura quimica do composto (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-IL)-1-FENIL-
2-PROPEN-1-ONA (composto 01). B) Efeito agudo do composto 01 na curva de tolerancia a
glicose. Os resultados sdo a média = E.P.M. de experimentos realizados em duplicata (n=4).
Significativo para p<0,05 e ***p<0,001 em relagdo ao tempo zero.

A figura 19 B representa o efeito desta chalcona derivada do 3,4-metilenodioxi-
benzaldeido, a qual apresenta um grupamento benzodioxol no anel B e ndo apresenta
substituintes no anel A, na curva de tolerancia a glicose. O composto foi administrado pela via
oral, em uma dosagem de 10 mg/kg de peso corporal. Como se observa no grafico, ndo houve
diminui¢ao significativa da glicemia em nenhum dos tempos estudados quando comparado ao

controle hiperglicémico ou controle hiperglicémico com veiculo.
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5.4.2.2 Efeito agudo da administrac¢ao oral do composto (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-
IL)-1-(2’-HIDROXI-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 02) na curva de tolerancia a

glicose
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Figura 20. A) Estrutura quimica do composto (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-IL)-1-(2’-
HIDROXI-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 02). B) Efeito agudo do composto 02 na
curva de tolerancia a glicose. Os resultados sdo a média + E.P.M. de experimentos realizados
em duplicata (n=4). Significativo para ***p<0,001 em relagao ao tempo zero.

O resultado do experimento mostrado na figura 20 B teve como objetivo estudar o
efeito do substituinte hidroxi (OH) no anel A (posicdo 2’) desta chalcona derivada do 3,4-
metilenodidxi-benzaldeido, quando administrado via oral (10 mg/kg de peso corporal) na
curva de tolerancia a glicose. Como se observa no grafico, nao houve diminui¢ao significativa
da glicemia em nenhum dos tempos estudado quando comparado ao controle hiperglicémico

ou controle hiperglicémico com veiculo.
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5.4.2.3 Efeito agudo da administrac¢ao oral do composto (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-
IL)-1-(3°’-METOXI-4 -HIDROXI-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 03) na curva

de tolerancia a glicose
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Figura 21. A) Estrutura quimica do composto (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-IL)-1-(3’-
METOXI-4-HIDROXI-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 03). B) Efeito agudo do
composto 03 na curva de tolerancia a glicose. Os resultados sdo a média = E.P.M. de
experimentos realizados em duplicata (n=8). Significativo para p<0,05 ou ***p<0,001 em
relagdo ao tempo zero. Significativo para *p<0,05 em relagdo ao controle hiperglicémico.
Significativo para °p<0,05 em relagio ao controle hiperglicémico + veiculo.

A figura 21 B demonstra o efeito desta chalcona derivada do 3,4-metilenodioxi-
benzaldeido, quando esta apresenta como substituintes no anel A os grupamentos metoxi e
hidréxi (posicao 3’ e 47, respectivamente), na curva de tolerancia a glicose. Este composto foi
administrado via oral na dosagem de 10 mg/kg de peso corporal. Como se observa no grafico,
houve uma diminuicdo significativa da glicemia em 60 minutos, quando comparado ao
controle hiperglicémico (27,2%) e ao controle hiperglicémico com veiculo (25,4%). E
importante notar que neste periodo o efeito hipoglicemiante diminuiu a glicemia a niveis

basais e manteve-se até o final do periodo estudado.
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5.4.2.4 Curva de dose-resposta do composto (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-IL)-1-(3’-
METOXI-4 -HIDROXI-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 03) na glicemia
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Figura 22. Curva de dose-resposta do composto 03 na glicemia apos 1 hora de tratamento. Os
resultados sdo a média + E.P.M. de experimentos realizados em duplicata (n=6). Significativo
para “p<0,05 em relagdo ao controle hiperglicémico.

A figura 22 demonstra a curva de dose-resposta do composto 03 na curva de tolerancia
a glicose em 1 hora. Foram administradas doses de 5, 10 e 15 mg/kg, via oral. Como pode-se
observar no grafico, as trés doses diminuiram significativamente a glicemia em relacdo ao
controle hiperglicémico. A melhor resposta hipoglicemiante foi observada com 10 mg/kg, em
torno de 27 %. Com relagdo ao controle normal, o composto 03 inibiu o aumento da glicemia

em 99% com a dosagem de 10 mg/kg e em torno de 82% com as dosagens de 5 e 15 mg/kg.
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5.4.2.5 Efeito agudo da administra¢ao oral do composto (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-
IL)-1-(4-METOXI-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 04) na curva de tolerancia a

glicose
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Figura 23. A) Estrutura quimica do composto (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-IL)-1-(4’-
METOXI-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 04). B) Efeito agudo do composto 04 na
curva de tolerancia a glicose. Os resultados sdo a média + E.P.M. de experimentos realizados
em duplicata (n=9). Significativo para ***p<0,001 em relagdo ao tempo zero. Significativo
para “p<0,05 em relagio ao controle hiperglicémico. Significativo para "p<0,05 em relagdo ao
controle hiperglicémico + veiculo.

Na figura 23 B observa-se o efeito agudo da administra¢ao oral de 10 mg/kg de peso
corporal desta chalcona derivada do 3,4-metilenodidxi-benzaldeido, quando esta apresenta
como substituinte o grupamento metoxi na posi¢ao 4’ do anel A (composto 04) na curva de
tolerancia a glicose. Como se observa no grafico, o grupamento metoxi nesta posi¢ao acarreta
reducado significativa da glicemia, quando comparado ao controle hiperglicémico (17,6%) e ao
controle hiperglicémico com veiculo (16,6%). Como pode ser observado, este grupamento na
posicdo 4’ afeta a glicemia em fun¢do do tempo, uma vez que teve um efeito hipoglicemiante

em 30 minutos.
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5.4.2.6 Efeito agudo da administra¢ao oral do composto (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-
IL)-1-(3’,4-DIMETOXI-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 05) na curva de

tolerancia a glicose
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Figura 24 A) Estrutura quimica do (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-IL)-1-(3",4’-
DIMETOXI-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 05). B) Efeito agudo do composto 05 na
curva de tolerancia a glicose. Os resultados sdo a média += E.P.M. de experimentos realizados
em duplicata (n=8). Significativo para ***p<0,001 em relagdo ao tempo zero. Significativo
para *p<0,05 em relagdo ao controle hiperglicémico. Significativo para °p<0,05 em relacio ao
controle hiperglicémico + veiculo.

A figura 24 B demonstra o efeito dos substituintes metoxi nas posicoes 3’ € 4’ do anel
A desta chalcona derivada do 3.,4-metilenodioxi-benzaldeido na curva de tolerancia a glicose,
quando administrado na dosagem de 10 mg/kg de peso corporal, via oral. No tempo de 30
minutos, houve redugdo significativa da glicemia, quando comparado ao controle
hiperglicémico (25,7%) e controle hiperglicémico com veiculo (24,7%). Em 60 minutos, o
composto testado reduziu significativamente a glicemia de 24% e 22%, quando comparado ao
controle hiperglicémico e ao controle hiperglicémico com veiculo, respectivamente. Vale a

pena salientar que este substituinte influenciou positivamente na agdo hipoglicemiante, foi
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rapido, reduziu o pico hiperglicémico em torno de 25%, reverteu a glicemia aos valores basais

aos 60 minutos e manteve neste nivel glicémico até as trés horas estudadas.

5.4.2.7 Curva de dose-resposta do composto (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-1L)-1-(3’,4’-
DIMET()XI-FENIL)-Z-PROPEN-1-ONA (composto 05) na glicemia
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Figura 25. A) Curva de dose-resposta do composto 05 na glicemia ap6s 30 minutos de
tratamento. B). Curva de dose-resposta do composto 05 na glicemia ap6s 1 hora de
tratamento. Os resultados sdo a média + E.P.M. de experimentos realizados em duplicatas
(n=8). Significativo para *p<0,05 em relag¢do ao controle hiperglicémico.

A figura 25 A representa a curva de dose-resposta do composto 05 na glicemia de

ratos hiperglicémicos ap6s 30 minutos de tratamento. Foram administradas doses de 5, 10 e
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15 mg, via oral. Como se pode observar no grafico, todas as dosagens testadas apresentaram
reducgdo significativa da glicemia, quando comparadas ao controle hiperglicémico A dose de
melhor efeito foi a de 10 mg/kg, com reducdo de 25,7%, seguida da dose de 5 mg/ kg (22,63
%) e 15 mg/kg (21,54%), quando comparadas ao respectivo controle. A curva de dose-
resposta do composto 05, administrado nas doses de 5, 10 e 15 mg/kg, na curva de tolerancia
a glicose em 1 hora estd demonstrada na figura 25 B. As doses de 5 e 10 mg/kg reduziram
significativamente a glicemia quando comparadas ao controle hiperglicémico (18,22% e 24%,
respectivamente). Ja a dose de 15 mg/kg diminui significativamente a glicemia em relagdo ao
controle hiperglicémico em torno de 15,91%. Quando comparadas ao controle normal, as
dosagens de 5 e 15 mg/kg impediram o aumento da glicemia apds 30 minutos de tratamento
em torno de 75% e a dose de 10 mg/kg, 81%. Apos 1 hora de tratamento, a dose de 10 mg/kg
foi a que mais se aproximou dos valores normais, inibindo em 95% o aumento da glicemia.

Para as doses de 5 mg/kg e 15 mg/kg, esta inibigdo foi de 87% e 81%, respectivamente.
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5.4.2.8 Efeito agudo da administrac¢ao oral do composto (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-
IL)-1-(3’,4,5-TRIMETOXI-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 06) na curva de

tolerancia a glicose
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Figura 26. A) Estrutura quimica do (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-IL)-1-(3",4°,5’-
TRIMETOXI-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 06). B) Efeito agudo do composto 06
na curva de tolerancia a glicose. Os resultados sao a média = E.P.M. de experimentos
realizados em duplicatas (n=4). Significativo para ***p<0,001 em relacdo ao tempo zero.

O estudo do efeito agudo dos substituintes metoxi nas posicoes 3°, 4” ¢ 5 do anel A
desta chalcona, na curva de tolerancia a glicose, quando administrado na dosagem de 10
mg/kg de peso corporal, via oral, estd demonstrado na figura 26B. Como se observa no
grafico, ndo houve reducao significativa da glicemia nos tempos testados, quando comparado

ao controle hiperglicémico e ao controle hiperglicémico com veiculo.
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5.4.2.9 Efeito agudo da administra¢io oral do composto (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-
IL)-1-(4’-BROMO-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 07) na curva de tolerancia a

glicose
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Figura 27. A) Estrutura quimica do composto (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-IL)-1-(4’-
BROMO-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 07). B) Efeito agudo do composto 07 na
curva de tolerancia a glicose. Os resultados sdo a média + E.P.M. de experimentos realizados
em duplicata (n=7). Significativo para p<0,05 e ***p<0,001 em relagdo ao tempo zero.
Significativo para “p<0,05 em relagdo ao controle hiperglicémico. Significativo para "p<0,05
em relagdo ao controle hiperglicémico + veiculo.

A figura 27 B mostra o efeito agudo da administracdo oral de 10 mg/kg da
chalcona derivada do 3,4-metilenodioxi-benzaldeido, a qual possui um atomo de bromo como
substituinte na posicdo 4’ do anel A (composto 07) na curva de tolerdncia a glicose. O
composto 07 reduziu a glicemia significativamente (23%) em 30 minutos apds tratamento,
quando comparado ao controle hiperglicémico e ao controle hiperglicémico mais o veiculo

(22%).
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5.4.2.10 Efeito agudo da administraciao oral do composto (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-
5-1L)-1-(2°,5’-DIMETOXI-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 08) na curva de

tolerancia a glicose
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Figura 28. A) Estrutura quimica do composto (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-1L)-1-(2°,5’-
DIMETOXI-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 08). B) Efeito agudo do composto 08 na
curva de tolerancia a glicose. Os resultados sdo a média + E.P.M. de experimentos realizados
em duplicata (n=7). Significativo para ***p<0,001 em rela¢do ao tempo zero.

O estudo do efeito agudo dos substituintes metoxi nas posi¢des 2’ € 5° do anel A desta
chalcona derivada do 3,4-metilenodioxi-benzaldeido na curva de tolerancia a glicose, quando
administrado na dosagem de 10 mg/kg de peso corporal, via oral, esta demonstrado na figura
28 B. Como observa-se no grafico, ndo houve redugdo significativa da glicemia nos tempos
testados, quando comparado ao controle hiperglicémico e ao controle hiperglicémico com

veiculo.
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Este composto com os substituintes nas posicoes 2’ ¢ 5’ reforca a importancia das
posigdes 3’ e/ou 4’ observado para estes mesmos substituintes (composto 05) na acdo

hipoglicemiante.

5.4.2.11 Efeito agudo da administraciao oral do composto (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-
5-1L)-1-(4’-NITRO-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 09) na curva de tolerancia a

glicose
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Figura 29. A) Estrutura quimica do composto (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-IL)-1-(4’-
NITRO-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 09). B) Efeito agudo do composto 09 na
curva de tolerancia a glicose. Os resultados sdo a média = E.P.M. de experimentos realizados
em duplicata (n=7). Significativo para p<0,05, "p<0,01 e ***p<0,001 em relagio ao tempo
zero. Significativo para *p<0,05 em relagdo ao controle hiperglicémico. Significativo para
®p<0,05 em relagdo ao controle hiperglicémico + veiculo.

A figura 29 B demonstra o efeito desta chalcona derivada do 3,4-metilenodioxi-
benzaldeido, quando esta apresenta como substituinte do anel A o grupo nitro na posi¢ao 4,
na curva de tolerancia a glicose. Este composto foi administrado na dosagem de 10 mg/kg de

peso corporal. Como observa-se no grafico, houve redugdo significativa de 18,6% ¢ 9,7 %
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quando comparado ao controle hiperglicémico e ao controle hiperglicémico com veiculo ja
aos 15 minutos apds o tratamento. Aos 30 minutos o composto também diminuiu a glicemia
de maneira significativa em relagdo ao controle hiperglicémico e ao controle hiperglicémico

com veiculo (24,5 % e 235 %), respectivamente.

5.4.2.12 Efeito agudo da administragdo oral do composto (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-
5-1L)-1-(3’-NITRO-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 10) na curva de tolerancia a

glicose
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Figura 30. A) Estrutura quimica do composto (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-IL)-1-(3’-
NITRO-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 10). B) Efeito agudo do composto 10 na
curva de tolerancia a glicose. Os resultados sdo a média + E.P.M. de experimentos realizados
em duplicata (n=7). Significativo para ***p<0,001 em relacdo ao tempo zero. Significativo
para *p<0,05 em relagio ao controle hiperglicémico. Significativo para *p<0,05 em relagio ao
controle hiperglicémico + veiculo.

O efeito agudo do substituinte nitro na posi¢do 3’ do anel A desta chalcona derivada

do 3,4-metilenodidxi-benzaldeido (composto 10) na curva de tolerancia a glicose, estd



70

representado na figura 30 B. Este composto foi administrado na dosagem de 10 mg/kg de
peso corporal, via oral. Como observa-se o grafico, j& em 15 minutos, houve reducao
significativa da glicemia quando se compara estes valores ao controle hiperglicémico (24,4%)
e ao controle hiperglicémico com veiculo (16,2%), sendo que esta redu¢do permaneceu aos 30
minutos (28,5% e 27,5%, respectivamente, em relacdo aos controles anteriormente citados).
Em 60 minutos, também ocorreu redugdo da glicemia em relagdo ao controle hiperglicémico e

ao controle hiperglicémico com veiculo (18,2% e 16,2%, respectivamente).

O 3,4-metilenodioxi-benzaldeido (piperonal ou 1,3-benzodioxol-5-carboxaldeido) ¢
um aldeido derivado do safrol, substancia natural ativa utilizada como matéria prima de novos
farmacos, como analogos de agentes antiinflamatorios ndo esteroidais, prototipos de farmacos
anti-tromboéticos (os quais agem diminuindo a agregagdo plaquetaria) e analgésicos
(BARREIRO; FRAGA; DE ARAUJO JR, 2001; BARREIRO, 2001). Com relagdo as
chalconas derivadas do piperonal, a presenca ou auséncia deste substituinte na molécula pode
determinar a atividade bioldgica. Por exemplo, Batovska et al. (2006) verificaram que a
introdu¢do do grupamento 3.,4-metileno-didoxido no anel B de chalconas ndo hidroxiladas
tornava este composto inativo contra Candida albicans. Além disso, Satyanarayana et al.
(2003) demonstraram que chalconas com o grupamento piperonal localizados no anel B foram
capazes de diminuir a glicemia em ratos diabéticos induzidos com estreptozotocina (STZ), e
também em ratos hiperglicémicos, sendo que a eficacia destes compostos variou conforme os

diferentes substituintes no anel A.

No presente estudo observou-se que somente a presenca do substituinte 3,4-
metilenodidxi-benzaldeido no anel B (figura 19 B) ndo confere as chalconas atividade
hipoglicemiante. Por outro lado, a presenca do substituinte nitro nesta estrutura conferiu a
molécula uma atividade biologica. Estes resultados estdo igualmente de acordo com
Satyanarayana et al. (2003) com relagdo a atividade biologica, devido a presenca de

substituintes no anel A.

Observando-se os resultados encontrados para estas chalconas, ¢ importante salientar
que todos os compostos com potencial atividade hipoglicemiante apresentam substituicdes
nas posicdes 3’ e/ou 4’ (compostos 03, 04, 05, 07 e 10), sendo que os compostos com

substitui¢des em posicdes diferentes ndo demonstraram este efeito (compostos 02, 06 e 08).
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Chalconas com substituintes metoxi nas posi¢oes 3°, 4’ e 5° no anel A sdo potenciais
agentes anticarcinogénicos, ja que esta estrutura ¢ caracteristica de muitos agentes de ligagao
a tubulina, como a colchicina (LAWRENCE et al., 2006). Entretanto, com relagdo ao
composto 06, a caracteristica estrutural devido a distribui¢ao dos substituintes nas posi¢des 3°,
4> e 5’ parece ter provocado um impedimento estérico na obtencdo da hipoglicemia, quando
comparado a eficacia do composto 05 como agente hipoglicemiante.

Com relagdo aos substituintes, verifica-se que tanto os doadores de elétrons (metoxi e
hidroxi) quanto os retiradores de elétrons (nitro € bromo), quando localizados nas posi¢odes 3’
e/ou 4°, demonstraram potencial atividade hipoglicemiante. Disto, pode-se pensar que, além
da natureza do substituinte, o posicionamento destes ¢ determinante para a atividade
hipoglicemiante de chalconas derivadas do 3,4-metilenodioxi-benzaldeido. Ainda que a
estrutura das chalconas estudadas seja diferente das utilizadas neste trabalho, Kamei et al.
(2003) mostraram que o grupo nitro no anel B foi fundamental para conferir aquela molécula,
uma relevante atividade biologica capaz de estimular a captacdo de glicose, bem como

potenciar a acdo da insulina na captacdo de glicose em adipocitos.



5.4.3 CHALCONAS DERIVADAS DO
2-NAFTALDEIDO
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5.4.3.1 Efeito agudo da administracio oral do (2E)-3-(2-NAFTALENIL)-1-(4’-
METOXI-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 11) na curva de tolerincia a glicose

o
- .g } .‘ “
CH, 0

Composto 11

A

—{F Normoglicémico

—/X— Hiperglicémico

—\/— Hiperglicémico + veiculo

—&— Hiperglicémico + composto 11
10 mg/kg

230+

Glicemia (mg/dL)

T T
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Tempo (min)
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Figura 31. A) Estrutura quimica (2E)-3-(2-NAFTALENIL)-1-(4’-METOXI-FENIL)-2-
PROPEN-1-ONA (composto 11). B) Efeito agudo do composto 11 na curva de tolerancia a
glicose. Os resultados sdo a média + E.P.M. de experimentos realizados em duplicata (n=4).
Significativo para "~ p<0,01 ou ***p<0,001 em relagdo ao tempo zero.

Na figura 31 B observa-se o efeito agudo da administracdo oral de 10 mg/kg de peso
corporal do 2-naftaldeido, quando este apresenta como substituinte um Unico grupamento
metoxi na posi¢do 4’ do anel A (composto 11) na curva de tolerancia a glicose. No grafico,
observa-se que o perfil glicémico deste composto ndo demonstrou reducdo significativa,

quando comparado ao controle hiperglicémico e ao controle hiperglicémico com veiculo.
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5.4.3.2 Efeito agudo da administracio oral do (2E)-3-(2-NAFTALENIL)-1-(4’-NITRO-
FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 12) na curva de tolerancia a glicose

]
o[

Composto 12
(A)
230 — Normoglicémico
—/%— Hiperglicémico
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Figura 32. A) Estrutura quimica (2E)-3-(2-NAFTALENIL)-1-(4’-NITRO-FENIL)-2-
PROPEN-1-ONA (composto 12). B) Efeito agudo do composto 12 na curva de tolerancia a
glicose. Os resultados sdo a média + E.P.M. de experimentos realizados em duplicata (n=8).
Significativo para **pS0,0l ou ***p<0,001 em relacdo ao tempo zero. Significativo para
*p<0,05 em relagdo ao controle hiperglicémico. Significativo para bp§0,05 em relagdo ao
controle hiperglicémico + veiculo.

O efeito agudo do substituinte nitro na posi¢do 4’ do anel A desta chalcona derivada
do 2-naftaldeido (composto 12), administrada via oral na dosagem de 10 mg/kg de peso
corporal na curva de tolerancia a glicose, esta representado na figura 32 B. Em 15 minutos,
houve reducdo significativa da glicemia quando se compara estes valores ao controle
hiperglicémico (22,3%) e ao controle hiperglicémico com veiculo (14%), sendo que esta
reducdo permaneceu em 30 minutos (25% e 24%, respectivamente em relagdo aos controles

citados). Em 60 minutos, também ocorreu reducdo da glicemia em relagdo ao controle
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hiperglicémico e hiperglicémico com veiculo (19,4% e 17,4%, respectivamente). A presenga
do grupamento nitro caracterizou um efeito rapido e duradouro, sendo efetivo durante todo o

periodo estudado.

5.4.3.3 Curva de dose-resposta do composto (2E)-3-(2-NAFTALENIL)-1-(4’-NITRO-
FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 12) na glicemia

250+
1 Normoglicémico
—~ 200+ T E== Hiperglicémico
S a B 5 mg
B a ——
£ 1504 2 — 10 mg
.\5 — C—15mg
g
o 1004
O
50
0

Figura 33. Curva de dose-resposta do composto 12 na glicemia ap6s 30 minutos de
tratamento. Os resultados sdo a média £+ E.P.M. de experimentos realizados em duplicata
(n=8). Significativo para *p<0,05 em relagdo ao controle hiperglicémico.

O efeito da administragdo oral do composto 12 nas doses de 5, 10 e 15 mg/kg na
glicemia de ratos hiperglicémicos ap6s 30 minutos de tratamento esta representado na figura
33. O tempo de 30 minutos foi escolhido devido a melhor eficidcia do composto na curva de
tolerancia a glicose neste periodo (figura 32). Observando-se o grafico acima, todas as
dosagens reduziram significativamente a glicemia, quando comparadas ao controle
hiperglicémico (21,68 %, 25,13% e 18,62% para as doses de 5, 10 e 15 mg/kg,
respectivamente). Este experimento refor¢a que a dose de 10 mg/kg é uma dose intermediaria
adequada aos estudos de efeito agudo neste modelo experimental. Com relagdo ao controle
normal, a dose de 10 mg/kg foi a que mais se aproximou dos niveis basais, inibindo o

aumento da glicemia em 80%, seguido da dose de 5 mg/kg (74%) e 15 mg/kg (70%).
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5.4.3.4 Efeito agudo da administracio oral do (2E)-3-(2-NAFTALENIL)-1-(3’-NITRO-
FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 13) na curva de tolerancia a glicose
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—/x— Hiperglicémico
—V— Hiperglicémico + veiculo
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Figura 34. A) Estrutura quimica (2E)-3-(2-NAFTALENIL)-1-(3’-NITRO-FENIL)-2-
PROPEN-1-ONA (composto 13). B) Efeito agudo do composto 13 na curva de tolerancia a
glicose. Os resultados sdo a média + E.P.M. de experimentos realizados em duplicata (n=7).
Significativo para ***p<0,001 em relagdo ao tempo zero. Significativo para “p<0,05 em
relagdo ao controle hiperglicémico. Significativo para °p<0,05 em relagio ao controle
hiperglicémico + veiculo.

Na figura 34 B, observa-se o efeito agudo da chalcona derivada do 2-naftaldeido com
substituinte nitro na posi¢ao 3’ do anel A (composto 13), administrada via oral na dosagem de
10 mg/kg de peso corporal na curva de tolerancia a glicose. Em 15 minutos, houve reducgao
significativa da glicemia, quando se compara estes valores ao controle hiperglicémico
(24,5%) e ao controle hiperglicémico com veiculo (16,4%); também, em 30 minutos houve
reducdo da glicemia quando comparada aos controles anteriormente citados (25% e 24%,
respectivamente). J4& em 60 minutos, houve redugdo significativa de 14,6%, quando
comparada ao controle hiperglicémico. Como ¢ observado nesta figura, a alteracdo do grupo

nitro da posi¢do 4’ para 3’ do anel A nesta chalcona otimizou o efeito hipoglicemiante, o que



77

reforga a referéncia de que, além do grupo quimico, também ¢ importante a posicdo do

substituinte na molécula.

5.4.3.5 Curva de dose-resposta do composto 2E)-3-(2-NAFTALENIL)-1-(3’-NITRO-
FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 13) na glicemia
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Figura 35. Curva de dose-resposta do composto 13 na glicemia apds 15 minutos de
tratamento. Os resultados sdo a média £+ E.P.M. de experimentos realizados em duplicata
(n=6). Significativo para *p<0,05 em relag¢do ao controle hiperglicémico.

Os resultados apresentados no grafico da figura 35 demonstram o efeito de diferentes
doses (5, 10 e 15 mg/kg) do composto 10 na glicemia de ratos hiperglicémicos apo6s 15
minutos de tratamento via oral. O tempo de 15 minutos foi escolhido devido a melhor eficacia
do composto na curva de tolerancia a glicose neste periodo (figura 34 B). No grafico observa-
se que as doses de 10 e 15 mg/kg diminuiram significativamente a glicemia, quando
comparados ao controle hiperglicémico (24,48 % e 23,14 %, respectivamente), e também
apresentando diferenga significativa com relagdo a dose de 5 mg/kg, apontado uma
especificidade de agdo. Quando comparadas ao controle normal, as doses de 10 e 15 mg/kg

inibiram o aumento da glicemia em torno de 71% e 69%, respectivamente.
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5.4.3.6 Efeito agudo da administracio oral do (2E)-3-(2-NAFTALENIL)-1-(3’-
METOXI-4-HIDROXI-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 14) na curva de

tolerancia a glicose
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Figura 36. A) Estrutura quimica (2E)-3-(2-NAFTALENIL)-1-(3’-METOXI-4’-HIDROXI-
FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 14). B) Efeito agudo do composto 14 na curva de
tolerancia a glicose. Os resultados sao a média + E.P.M. de experimentos realizados em
duplicata (n=7). Significativo para = p<0,01 e ***p<0,001 em relagio ao tempo zero.
Significativo para *p<0,05 em relacdo ao controle hiperglicémico. Significativo para "p<0,05
em relacdo ao controle hiperglicémico + veiculo.

A figura 36 B representa o efeito dos substituintes metoxi e hidroxi, quando inseridos
nas posi¢des 3’ e 4’ do anel A desta chalcona derivada do naftaldeido na curva de tolerancia a
glicose. Este composto foi administrado na dosagem de 10 mg/kg de peso corporal, via oral.
Como se observa no grafico, o composto reduziu significativamente a glicemia nos tempos 30
e 60 minutos, quando comparado ao controle hiperglicémico (13.8% e 17,09 %
respectivamente), e ao controle hiperglicémico com veiculo (12,62% e 15,01%,

respectivamente).



79

5.4.3.7 Efeito agudo da administracdo oral do composto (2E)-3-(2-NAFTALENIL)-1-
(3°,4’,5-TRIMETOXI-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA  (composto 15) na curva de

tolerancia a glicose
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Figura 37. A) Estrutura quimica do (2E)-3-(2-NAFTALENIL)-1-(3’,4’,5-TRIMETOXI-
FENIL)-2-PROPEN-1-ONA (composto 15). B) Efeito agudo do composto 15 na curva de
tolerancia a glicose. Os resultados sdo a média + E.P.M. de experimentos realizados em
duplicata (n=4). Significativo para "p<0,05 ou ***p<0,001 em relagio ao tempo zero.

A figura 37 B representa o efeito agudo da administracdo oral de 10 mg/kg de peso
corporal da chalcona derivada do 2-naftaldeido, a qual possui como substituintes grupamentos
metoxi nas posi¢des 3°,4” e 5’ do anel A (composto 15) na curva de tolerancia a glicose.
Como observa-se no grafico, ndo houve redugdo significativa da glicemia nos tempos
testados, quando comparado ao controle hiperglicémico e ao controle hiperglicémico com

veiculo.

O 2-naftaldeido foi identificado como componente volatil dos rizomas da planta

Dioscorea japonica (MIYAZAWA; SHIMAMURA; KAMEOKA, 1997), ¢ como um dos
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constituintes das ostras (CHUNG; YUNG; KIM, 2001). Varias atividades bioldgicas foram
descritas para chalconas derivadas do 2-naftaldeido. Por exemplo, Gutteridge et al. (2006)
demonstrou atividade contra Plasmodium falsiparum in vitro, sendo que analogos tri-
metoxilados foram mais efetivos que os mono-metoxi. Também foi constatada a capacidade
desses derivados como potente anti-inflamatorio (DESHPANDE et al, 1999), e também agao
antiamastigota, demonstrando atividade variada dependente dos diferentes substituintes no
anel A (CHIARADIA, 2006). E importante salientar que uma vantagem dos compostos
heterociclicos, ¢ reduzir a lipofilicidade, ja que a baixa solubilidade das chalconas em agua
pode ser um obstaculo para o futuro desenvolvimento de fairmacos (GUTTERIDGE et al.,

2006).

Com relagdo a atividade hipoglicemiante, neste estudo as chalconas apresentaram
como substituintes o 2-naftaldeido no anel B e diferentes substituintes no anel A. Novamente,
como observado para os derivados do piperonal, as chalconas derivadas do 2-naftaldeido com
potencial atividade hipoglicemiante também possui substituintes nas posi¢cdes 3’e/ou 4’
(compostos 12, 13 e 14), com excecdo do composto 11, que possui como substituinte o
grupamento metoxi na posicado 4°. Comparando o composto 11 com seu correspondente
piperonal (composto 04), percebe-se que a introdugdo do grupamento 2-naftaldéido, neste
caso, inativou o composto, sugerindo, portanto que, além dos substituintes no anel A, a

substitui¢do no anel B também contribuiu para a atividade hipoglicemiante.

Da mesma maneira que ocorreu com o correspondente piperonal (composto 06), o
composto 15, com substituintes metdxi nas posigoes 3°,4°,5° foi inativo, sugerindo-se,
novamente, que poderia estar ocorrendo impedimento estérico, ndo conferindo a este

composto o potencial efeito hipoglicemiante.

Com relagdo aos substituintes, verifica-se novamente que, tanto os doadores de
elétrons (metoxi e hidréxi), quanto os retiradores de elétrons (nitro), quando localizados nas
posicdes 3° e/ou 4°, demonstraram potencial atividade hipoglicemiante. Entretanto, para esta
série de compostos, quando hd uma uUnica substituicdo no anel A com grupamento metoxi
(composto 11), ndo se observa eficacia, enquanto que a presenga do grupamento nitro
(compostos 12 e 13), o composto demonstra eficacia em 15, 30 e 60 minutos. Sugere-se,
portanto, que para chalconas derivadas do 2-naftaldeido, além do posicionamento dos
substituintes, a natureza destes ¢ determinante para uma possivel atividade hipoglicemiante,

ao menos em derivados mono substituidos.
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5.4.4 CHALCONAS DERIVADAS DA XANTOXILINA
(2-HIDROXI-4,6-DIMETOXI-ACETOFENONA)
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5.4.4.1 Efeito agudo da administracio oral do (2E)-1-(2’-HIDR()XI-4’,6’-
DIMETOXIFENIL)-3-{3-CLOROFENIL}-2-PROPEN-1-ONA (composto 16) na curva

de tolerancia a glicose
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Figura 38. A) Estrutura quimica (2E)-1-(2’-HIDROXI-4’,6’-DIMETOXIFENIL)-3-{3-
CLOROFENIL}-2-PROPEN-1-ONA (composto 16). B) Efeito agudo do composto 16 na
curva de tolerancia a glicose. Os resultados sdo a média + E.P.M. de experimentos realizados
em duplicata (n=5). Significativo para *p<0,05, **p<0,01 ou ***p<0,001 em relacdo ao
tempo zero.

Os resultados de experimentos realizados com o composto 16 estdo representados na
figura 38 B. Como ¢ possivel observar no grafico, esta chalcona derivada da xantoxilina, a
qual apresenta como substituinte um atomo de cloro na posi¢ao 3 do anel B, ndo alterou a
curva de tolerancia a glicose nos tempos caracteristicos de pico hiperglicémico (15, 30 e 60

minutos).
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5.4.4.2 Efeito agudo da administracio oral do (2E)-1-(2’-HIDROXI-4’,6’-
DIMETOXIFENIL)-3-{3-NITROFENIL}-2-PROPEN-1-ONA (composto 17) na curva

de tolerancia a glicose
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Figura 39. A) Estrutura quimica (2E)-1-(2’-HIDROXI-4’,6’-DIMETOXIFENIL)-3-{3-
NITROFENIL}-2-PROPEN-1-ONA (composto 17). B). Efeito agudo do composto 17 na
curva de tolerancia a glicose. Os resultados sdo a média + E.P.M. de experimentos realizados
em duplicata (n=5). Significativo para **p<0,01 ou ***p<0,001 em relagao ao tempo zero.

A figura 39 B mostra o efeito agudo da chalcona derivada da xantoxilina (2-hidroxi-
4,6-dimetoxifenil), a qual possui como substituinte o grupamento nitro na posi¢ao 3 do anel B
na curva de tolerancia a glicose, quando administrada via oral em uma dosagem de 10 mg/kg
de peso corporal. O perfil glicémico deste composto ndo demonstrou redu¢do significativa da
glicemia, quando comparado ao controle hiperglicémico e ao controle hiperglicémico com

veiculo em nenhum dos tempos testados.
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A xantoxilina (2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona) pode ser obtida de diferentes
plantas, como Sebastiania schottiana (CALIXTO et al., 1986), Sapium sebiferum (KOUNO et
al., 1983) e Euphorbia fidjiana (CAMBIE et a., 1991). Esta acetofenona apresenta diversas
atividades biologicas, como antiespasmodica (CALIXTO et al.,, 1986), bactericida (DE
GODOY; MIGUEL; MOREIRA, 1996) ¢ antioxidante (MATHIESEN; MALTERUD;
SUND, 1997).

Em estudos recentes, foi verificado que chalconas derivadas da xantoxilina
apresentaram potencial efeito anti-amastigota e antiinflamatorio (CHIARADIA, 2006). E
importante citar, também que algumas dessas chalconas derivadas da xantoxilina, como
flavokavain A, B e C, foram capazes de inibir a atividade de diversas proteinas cinases, dentre
elas a glicogénio sintase quinase-3 (GSK3) (FOLMER et al., 2006), exercendo, assim, agdes
insulinomiméticas. Entretanto, com relagdo a atividade hipoglicémica, nenhum dos compostos
testados demonstrou eficdcia. Nas estruturas dos compostos 16 e 17, verifica-se que os
substituintes distribuem-se nas posi¢des 2°,4° ¢ 6’ do anel A, sugerindo, assim, que esta

conformacdo caracterize um impedimento estérico, semelhante aos compostos 06 ¢ 15.
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5.4.5 EFEITO COMPARATIVO DE CHALCONAS
DERIVADAS DO 3,4-METILENODIOXI-
BENZALDEIDO E 2-NALFTADEIDO; INSULINAS
LISPRO E REGULAR E TOLBUTAMIDA NA
GLICEMIA DE RATOS HIPERGLICEMICOS
EM DIFERENTES TEMPOS
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5.4.5.1 Efeito comparativo das chalconas derivadas do 3,4-metilenodioxi-benzaldeido e
2-naftaldeido, insulina lispro, insulina regular e tolbutamida, na glicemia de ratos

hiperglicémicos.

Chalconas Derivadas do 3,4-metilenodioxi-benzaldeido
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Figura 40. A) Chalconas com potencial atividade hipoglicemiante. B) Efeito comparativo de
chalconas derivadas do 3,4-metilenodidxi-benzaldeido (compostos 01, 09 e 10) e do
naftaldeido (compostos 12 e 13), insulina lispro e regular na glicemia de ratos hiperglicémicos
apds 15 minutos de tratamento C) Efeito comparativo de chalconas derivadas do 3,4-
metilenodidxi-benzaldeido (compostos 01, 04,05, 07 09 e 10) e do naftaldeido (compostos 12,
13 e 14), insulina lispro e regular na glicemia de ratos hiperglicémicos apds 30 minutos de
tratamento D) Efeito comparativo de chalconas derivadas do 3,4-metilenodioxi-benzaldeido
(compostos 01, 03, 05 e 10) e do naftaldeido (compostos 12, 13 e 14), insulina lispro e regular
e tolbutamida, na glicemia de ratos hiperglicémicos apdés 1h de tratamento via oral. Os
resultados sdo a média + E.P.M. de experimentos realizados em duplicata (n=8). Significativo
*p<0,05 em relagdo ao controle hiperglicémico.

O efeito comparativo das chalconas derivadas do 3,4-metilenodidxi-benzaldeido
(compostos 01, 09 e 10) e do naftaldeido (compostos 12, 13), administrados na dosagem de
10 mg/kg, via oral; insulinas exogenas lispro (0,05 UI) e regular (0,5 UI) via intraperitoneal,
na glicemia de ratos hiperglicémicos apds 15 minutos de tratamento, estd representado na
figura 40 B. Como pode-se observar no grafico, todos os compostos reduziram
significativamente a glicemia quando comparados ao controle hiperglicémico, sendo que a
insulina lispro demonstrou aproximadamente 25% de redug@o na glicemia e a insulina regular
33% naquele tempo. O composto 01, chalcona derivada do 3,4-metilenodioxi-benzaldeido (o
unico anéalogo desta séire que ndo apresenta substituintes no anel A (figura 19 A)), ndo alterou
de modo significativo a curva de tolerancia a glicose. Maior eficacia foi observada em torno
de 24,6% > 24,4% > 22,3% >18,6% para os compostos 13, 10, 11 e 09, respectivamente,

quando comparados ao controle hiperglicémico. No entanto, os compostos 09 ¢ 10 ndo
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apresentaram diferenca significativa quando comparados ao analogo 0l. E importante
destacar que, com excecdo do composto 09, todos os compostos nao diferiram
significativamente com relacdo ao efeito hipoglicemiante da insulina lispro e regular,
demonstrando, serem, portanto, tdo efetivos quanto este medicamento, muito utilizado na
terapia do diabetes. Dessa forma, estes compostos mostraram uma agao potencial e temporal
semelhante a insulina. Estruturalmente, os compostos que apresentaram efeito
hipoglicemiante aos 15 minutos, tanto os derivados do 3,4-metilenodidxi-benzaldeido
(compostos 09 e 10) quanto os derivados do 2-naftaldeido (compostos 12 e 13), apresentam
como substituinte o grupo nitro (retirador de elétrons) nas posi¢des 3’ou 4’ no anel A. Sugere-
se, portanto, que além da importincia do posicionamento dos substituintes no efeito
hipoglicemiante destes compostos, o substituinte nitro influenciou na rapidez da resposta
assemelhando-se muito a resposta da insulina lispro, o que pode estar associado a uma rapida

absorg¢do deste composto.

A figura 40 C apresenta o efeito comparativo de chalconas derivadas do 3,4-
metilenodidxi-benzaldeido (composto 01, 04, 05, 07, 09 e 10) e do naftaldeido (compostos 12,
13 e 14), administradas na dosagem de 10 mg/kg, via oral; insulinas exdgenas lispro (0,05 UI)
e regular (0,5 UI) via intraperitoneal, na glicemia de ratos hiperglicémicos ap6s 30 minutos de
tratamento. Como mostra o grafico, todos os compostos reduziram significativamente a
glicemia quando comparados ao controle hiperglicémico, com exce¢do do composto 01, que
nao alterou a curva de tolerancia a glicose. Os compostos derivados do 3,4-metilenodioxi-
benzaldeido 10, 05 e 09 demonstraram efeito hipoglicemiante de maneira significativa quando
comparado ao composto 01 (23,34%, 21,02% e 19, 21%). De maneira geral, as chalconas de
melhor eficacia (em ordem decrescente), quando comparados ao controle hiperglicémico, sdo
os compostos 10, 05, 12, 09 (sendo que estes compostos ndo se diferiram quanto ao efeito
hipoglicemiante); 13, 07, 04 e 14. O composto 10, de melhor eficicia, também demonstrou
reducdo na glicemia significativamente maior que a outros compostos testados (04, 13 e 14),
quando comparados ao controle hiperglicémico. E importante salientar que, com excec¢do do
composto 14, todas as outras chalconas ndo demonstraram diferenga significante na redugdo
da glicemia, quando comparados a insulina lispro, mostrando que estes compostos apresentam
a mesma eficicia que o medicamento hipoglicemiante, com a vantagem de serem
administrados por via oral. Estruturalmente, o composto de maior eficacia no periodo de 30
minutos, ¢ uma chalcona derivada do 3,4-metilenodioxi-benzaldeido que apresenta como

substituinte o grupo nitro na posi¢ao 3’ do anel A (composto 10). Mais uma vez, ressalta-se a
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importancia deste grupo e também o posicionamento no anel A para promogdo do efeito
hipoglicemiante. Entretanto, o correspondente naftaldeido (composto 13) apresentou eficacia
significantemente menor; ja com relacdo aos compostos 09 e 12 (apresentam grupo nitro na
posicdo 4’ do anel A), os quais sdo derivados do 3,4-metilenodidxi-benzaldeido e 2-
naftaldeido, respectivamente, observou-se reducdes semelhantes na glicemia. Também ¢
importante discutir que, quando se tem outro grupamento seqiiestrador de elétrons como
substituinte na posi¢do 4’ do anel A, como o composto 07, o qual apresenta um atomo de
bromo nesta posicdo, a eficdcia do composto em reduzir a glicemia ¢ menor. Sugere-se,
portanto, que, além dos substituintes e do posicionamento destes no anel A, substituigdes no
anel B também podem influenciar na acao hipoglicemiante destes compostos. Com relagao ao
composto 05, este apresenta como substituintes grupamentos metoxi (doadores de elétrons)
nas posi¢des 3’ e 4’ do anel A e mostrou-se bastante efetivo em reduzir a glicemia, diferente
de quando ha somente um grupamento metoxi na posi¢ao 4’ (composto 04), onde a eficacia
do composto ¢ menor. Entretanto, a chalcona derivada do 2-naftaldeido com substituintes
metoxi e hidroxi nas posigdes 3’ e 4° do anel A, respectivamente (composto 14), também
demonstrou baixa eficécia. Sugere-se, portanto que, em se tratando de substituintes doadores
de elétrons, também se observou que, além dos substituintes ¢ do posicionamento destes no
anel A, substituicdes no anel B também podem influenciar na acdo hipoglicemiante destes

compostos no periodo de 30 minutos.

Para comparar a poténcia e eficiéncia na reducao dos niveis séricos de glicose sob a
acdo das chalconas derivadas do 3,4-metilenodidxi-benzaldeido (10 mg/kg) e 2-naftaldeido
(10 mg/kg) administradas por via oral em ratos hiperglicémicos apds 1 hora de tratamento,
foram utilizados medicamentos hipoglicemiantes, como as insulinas exdgenas lipro (0,05 UI)
e regular (0,5 Ul) pela via intraperitoneal e a tolbutamida (100 mg/kg) pela via oral. Como
mostra a figura 40 D, todos os compostos apresentaram reducdo significativa da glicemia,
quando comparados ao controle hiperglicémico, com exce¢do do composto 01 (figura 19). A
insulina lispro demonstrou 30 % de redugdo na glicemia, insulina regular 65 %, tolbutamida
18 %. Os compostos apresentaram, em média, 20 % de reducdo da glicemia, sendo o
composto 03 o mais efetivo, seguido do composto 05, quando comparados ao controle
hiperglicémico (27% e 24%, respectivamente) e ao composto 01 (22% e 19%,
respectivamente). Entretanto, essas duas chalconas derivadas do 3,4-metilenodioxi-
benzaldeido ndo diferiram significativamente quanto ao efeito hipoglicemiante. Por outro

lado, os compostos 03 e 05 demonstraram reducdo significativamente maior a outros
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compostos testados (compostos 12, 13 e 14). E importante salientar, também, que os
compostos 03 e 05 foram os nicos a proporcionar reducao significativa da glicemia, muito
semelhante aos medicamentos testados, tolbutamida e insulina lispro. Isto demonstra a
importancia dos substituintes no anel A e B das chalconas, que elevam a poténcia desses
compostos apos 1 hora de tratamento, ao nivel dos medicamentos testados. O composto 10
apresentou eficacia semelhante a tolbutamida (18,2 %) e ndo apresentou diferenga significante
ao composto 05, entretanto, ndo atingiu a poténcia dos compostos 03 e 05, j4 que a redugdo da
glicemia foi significantemente menor quando comparado a insulina lispro. Comparativamente
aos derivados do 2-naftaldeido, maior eficacia foi verificada com o composto 12 (19,4 %),
seguido do composto 14 (17,9 %) e 13 (14,6 %). No entanto, estes compostos ndo diferiram
quanto ao potencial hipoglicémico e ndo apresentaram diferenca significativa, quando
comparados a tolbutamida. Um aspecto relevante ¢ o fato de que as doses dos compostos
administrados s3o 10 vezes menores (10 mg/kg) do que a da tolbutamida (100 mg/kg),
demonstrando-se, assim, serem 10 vezes mais potente que o medicamento de referéncia.
Dessa forma, esses compostos destacam-se como potenciais agentes hipoglicemiantes, sendo

promissores para o desenvolvimento de novos farmacos.
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5.5 ESTUDO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DE
MONOSSACARIDEOS E XANTONAS NA GLICEMIA
EM MODELO EXPERIMENTAL ANIMAL
(PARTE II)



5.5.1 MONOSSACARIDEOS
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5.5.1.1 Efeito agudo do acido gliconico via oral na glicemia de ratos normoglicémicos
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Figura 41. A) Estrutura quimica da glicose. B) Estrutura quimica do é4cido gliconico. C)
Efeito agudo do acido gliconico na glicemia de ratos normoglicémicos nas dosagens de 25, 50
e 100 mg/kg de peso corporal. D) Efeito agudo do 4cido gliconico na glicemia de ratos
normoglicémicos nas dosagens de 200, 400 e 800 mg/kg de peso corporal. Os resultados sdo a
média = E.P.M. de experimentos realizados em duplicata (n=5).

As figuras 41C e 41D mostram as curvas de dose-resposta em func¢do do tempo de
tratamento do 4cido gliconico na glicemia de ratos normoglicémicos. Nenhuma das dosagens
administradas via oral apresentou variacdo significativa na glicemia em animais
normoglicémicos. Como pode ser observado neste modelo experimental, nem com as doses

de 200, 400 e 800 mg/kg houve qualquer efeito hipoglicémico significativo quando

comparadas ao tempo zero.
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5.5.1.2 Efeito agudo do acido gliconico na curva de tolerancia a glicose

350+
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Figura 42. Efeito agudo do 4cido gliconico na curva de tolerancia a glicose. Os resultados sao
a média + E.P.M. de experimentos realizados em duplicatas (n=4).  Significativo para

p<0,001 em relagdo ao tempo zero. “Significativo em relagdo ao controle hiperglicémico para
p<0,001.

Com o intuito de avaliar a capacidade como secretagogo de insulina na regulagdo da
glicemia através de uma carga de acido gliconico, foi estudado o efeito agudo do acido
gliconico na curva de tolerancia a glicose (figura 42). A dosagem utilizada para este estudo
foi a de 400 mg/kg, dose intermediaria utilizada no estudo anterior (Figura 41). Como pode-se
observar no grafico, ao contrario do esperado, ocorreu um aumento significativo na glicemia
do grupo tratado com o ac. gliconico nos tempos de 15, 30 e 60 minutos apos tratamento,

quando comparado com o controle hiperglicémico.

Estes resultados podem ser conseqiiéncia do metabolismo hepéatico do acido gliconico,
o qual ¢ convertido em glicose e liberado na corrente sanguinea (STETTEN; TOPPER, 1953).
No entanto, este acido ndo demonstrou capacidade como secretagogo de insulina antes de ser
convertido em glicose, demonstrando que o efeito hipoglicemiante obtido com o complexo

era devido ao efeito do vanadio (GUIOTOKU, 2002).
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5.5.1.3 Efeito agudo do acido gliconico via oral e intraperitoneal na glicemia de animais

diabéticos induzidos com aloxano

— 50 mg/kg v.o acido gliconico
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Figura 43 Efeito agudo da administracdo do acido gliconico via oral e intraperitonial na
glicemia de animais diabéticos induzidos com aloxano. Os resultados sdo a média + E.P.M. de
experimentos realizados em duplicata (n=4).

A figura 43 mostra a curva de dose resposta em funcdo do tempo de tratamento com o
acido gliconico, via oral (50 mg/kg) e via intraperitoneal (100 mg/kg), na glicemia de ratos
diabéticos. O acido gliconico ndo alterou a glicemia em nenhum dos tempos testados,

independente da dose e via de administragao.

Monossacarideos sdo uma classe interessante de compostos quimicos presentes como
parte de diversas moléculas biologicas, como acidos nucléicos, polissacarideos, antibidticos,
glicoproteinas e glicolipideos. A molécula de monossacarideo possui varios grupos hidroxil
funcionais que podem reagir como ligantes a metais de transi¢ao e produzir uma variedade de
complexos (GUIOTOKU et al., 2006). Em resultados anteriores deste laboratdrio
(GUIOTOKU, 2002), o acido gliconico complexado com o vanadio administrado por via
intraperitoneal em ratos diabéticos, apresentou diminuicao significativa da glicemia. Apoiado
nestes resultados e na semelhanga da estrutura da glicose (Figura 41 A e 41 B), dando
continuidade ao estudo com monossacarideos, verificamos o efeito agudo per se do acido
gliconico em animais normoglicémicos e hiperglicémicos, com o objetivo de avaliar um
possivel efeito como secretagogo da insulina. Este composto foi estudado também na glicemia

em ratos diabéticos, com o intuito de verificar um possivel efeito insulinomimético.



97

Entretanto, ainda que tenham sido utilizadas doses diferentes por diferentes vias,
usamos estes resultados para mostrar que nao houve nenhuma tendéncia hipoglicemiante apos
estes tratamentos, independente da via, da dose, do tempo, e da fisiologia do animal, uma vez
que estudamos ratos normoglicémicos, normais hiperglicémcios e diabéticos. Assim,
podemos concluir que, ainda que o acido gliconico comporte-se como um excelente ligante do
vanadio, o efeito hipoglicemiante ¢, provavelmente, exclusivo daquele metal (GUIOTOKU,
2002; GUIOTOKU et al., 2006), o que, em nosso entender, ndo justifica um estudo futuro

mais detalhado com este monossacarideo.

5.5.1.4 Efeito do acido tartarico na glicemia de animais normoglicémicos

CO|0H
H-— ¢c—on
H___ ¢ OH
COOH
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Tempo (h)
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Figura 44. A) Estrutura quimica do acido tartarico. B) Efeito agudo da administracdo do
acido tartarico administrado pela via oral na glicemia de animais normoglicémicos. Os
resultados sdo a média + E.P.M. de experimentos realizados em duplicata (n=5).
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A figura 44 B apresenta o efeito de duas diferentes doses do &cido tartarico na
glicemia de ratos normoglic€émicos. Nao foi observado resultado estatisticamente significativo

na diminui¢ao da glicemia com as dosagens testadas (100 e 400 mg/kg de peso corporal).

5.5.1.5 Efeito do acido tartarico na curva de tolerancia a glicose
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Figura 45. Efeito agudo do 4cido tartarico na curva de tolerancia a glicose. Os resultados sao
a média = E.P.M. de experimentos realizados em duplicata (n=4). Significativo para p<0,05

ou ***p<0,001 em rela¢do ao tempo zero. Significativo para *p<0,05 em relagdo ao controle
hiperglicémico.

Na figura 45 observa-se o efeito agudo do 4cido tartarico na curva de tolerancia a
glicose com uma dose de 400 mg/kg. Esta dosagem foi escolhida em fun¢do dos resultados
obtidos com o estudo agudo do acido tartarico em animais normoglicémicos. Escolhemos a
dose mais alta por ter demonstrado uma tendéncia em diminuir a glicemia em 1 hora ap6s o
tratamento. No entanto, ficou constatado um aumento significativo na glicemia no grupo
tratado com o 4acido tartarico nos tempos de 30, 60, 120 e 180 minutos comparado aos
respectivos grupos controles. Com base nos resultados acima, com relag¢do ao acido tartarico,
concluimos que este monossacarideo ndo atua possivelmente como secretagogo da insulina,

pelo menos neste protocolo experimental.



5.5.2 ESTUDO DE EXTRATOS E FRACOES COM
XANTONAS NA GLICEMIA DE RATOS
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5.5.2.1 Efeito da Polygala paniculata (EBEtOH) e da Polygala cyparissias (AcEt)

administrada pela via oral na glicemia de animais diabéticos induzidos com aloxano

Polygala paniculata
—@— 400 mg/kg
—l- 800 mg/kg
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Figura 46. A) Efeito da Polygala paniculata (EBEtOH) via oral na glicemia de animais
diabéticos induzidos com aloxano. Os resultados sdo a média = E.P.M. de experimentos
realizados em duplicata (n=4). B) Efeito da Polygala cyparissias (AcEt) via oral na glicemia
de animais diabéticos induzidos com aloxano. Os resultados sdo a média + E.P.M. de
experimentos realizados em duplicatas (n=4).

A figura 46 A mostra o comportamento da glicemia de ratos diabéticos no tratamento

via oral com diferentes doses (400, 800 e 1200 mg/kg) do extrato bruto etandlico da P.

paniculata. Como pode ser observado, mesmo em ratos diabéticos, ndo houve redugdo da
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glicemia em nenhum dos tempos estudados. A figura 46 B mostra o comportamento da
glicemia de ratos diabéticos no tratamento via oral na dosagem de 800 mg/kg do extrato
acetato de etila da P. cyparissias. Estes resultados mostram que diferentes polygalas e
diferentes fragdes que contém xantonas ndo foram hdbeis em diminuir a glicemia em ratos

diabéticos.

Em estudos com diferentes extratos e fragdes de plantas como Vitex megapotamica
(ZANATTA et al., 2007) e Bauhinia forficata (SILVA et al., 2002), ricas em diferentes
compostos, como esterdides e flavonodides, respectivamente, observou-se efeito
hipoglicemiante, quando administrados a ratos diabéticos induzidos com aloxano. Entretanto,
com relag@o ao presente estudo realizado com extrato e fracdo de diferentes polygalas, ainda
que estes contenham xantonas, ndo observamos efeito hipoglicemiante, como ja demonstrado

para outras fragdes etandlicas com este modelo experimental
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5.5.2.2 Efeito da Polygala paniculata (EBEtOH) e da Polygala cyparissias (AcEt) na

curva de tolerancia a glicose.
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Figura 47. A)Efeito agudo da P. paniculata (EBEtOH) na curva de tolerancia a glicose. Os
resultados sdo a média £ E.P.M. de experimentos realizados em duplicatas (n=4). B) Efeito
agudo da P. cyparissias (AcEt) na curva de tolerancia a glicose. Os resultados sdo a média +
E.P.M. de experimentos realizados em duplicata (n=7). Significativo para p<0,05, **p<0,01

ou ***p<0,001 em rela¢do ao tempo zero. Significativo para *p<0,05 em relagdo ao controle
hiperglicémico.

A figura 47 A mostra o efeito do extrato bruto etanolico da P. paniculata 800 mg/kg

na curva de tolerdncia a glicose. A administragdo desta fracdo pela via oral induziu um
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aumento significativo na glicemia do grupo tratado nos tempos de 60, 120 e 180 minutos ap6s

tratamento, quando comparado ao controle hiperglicémico.

Com relagdo a P. cyparissias (figura 47 B), a fragdo acetato de etila, rica em xantonas,
diminuiu a glicemia de maneira significante (30,70 %) ja aos 15 minutos apds tratamento via
oral, em rela¢do ao controle hiperglicémico, sendo que esta redu¢do permaneceu significativa

aos 30 minutos (17,78 %).

Com relagdo as xantonas, estudos anteriores demonstraram potencial capacidade
hipoglicemiante deste composto, como foi descrito para a Mangifera indica (rica em
xantonas), efeito anti-hiperglicémico, antilipidémico e anti-aterogénico
(MURUGANANDAN et al., 2005) e também para swerchirina, xantona isolada da S.
chirayita, que promoveu aumento da captagdo de glicose ¢ sintese de glicogénio no musculo
in vitro e elevou a liberagdo de insulina estimulada por glicose em ilhotas isoladas. (SAXENA
et al., 1993), e, além disso, também diminuiu os niveis sanguineos de glicose em ratos

diabéticos induzidos com estreptozotocina (SAXENA et al., 1991).

Ainda que dados na literatura demonstrem potencial atividade hipoglicemiante de
xantonas em ratos diabéticos, os estudos realizados com diferentes espécies de Polygalas nao
foram hébeis em diminuir a glicemia neste modelo experimental. Entretanto, em ratos
hiperglicémicos, a fragdo acetato de etila da P. cyparissias, rica em xantonas diminuiu a
glicemia de maneira significativa, sugerindo que compostos presentes nesta fracdo possam
atuar como potenciais agentes hipoglicemiantes, através da secrecdo de insulina. Assim, ¢
necessario o isolamento de compostos da fragdo acetato de etila da P. cyparissias, para
continuidade deste estudo, objetivando a descoberta de novas xantonas e estudo das possiveis

agoes antidiabéticas.
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6 CONCLUSOES

» O modelo experimental induzido com aloxano caracterizou o estado diabético.

» Foi caracterizada uma curva de tolerAncia a glicose oral tipica em ratos
normoglicémicos, na presenga ou ndo de medicamentos hipoglicemiante (insulina e
tolbutamida). A insulina administrada por via intraperitoneal foi efetiva em reduzir a
glicemia de animais hiperglicémicos neste modelo experimental (acdo rapida; 15
minutos). A tolbutamida administrada por via oral foi efetivo em reduzir a glicemia de

animais hiperglicémicos neste modelo experimental (a¢@o lenta; 60 minutos).

» Chalconas derivadas do 3,4-metilenodidxi-benzaldeido diminuiram significativamente
a glicemia em ratos hiperglicémicos, sendo que as substitui¢des nas posigoes 3’e/ou 4’
do anel A foram essenciais para a atividade hipoglicemiante desses compostos. Na
curva de dose-resposta do composto 03 a dose de 10 mg/kg demonstrou uma inibigao
maxima da glicemia em torno de 99% quando comparado ao grupo normoglicémico
apos 1 hora de tratamento. J4 o composto 05, impediu o aumento da glicemia desde os
30 minutos atingindo uma inibi¢do da glicemia em torno de 95% com a dose de 10
mg/kg apos 1 hora de tratamento. Chalconas derivadas do 2-naftaldeido diminuiram
significativamente a glicemia em ratos hiperglicémicos, sendo que as substituigdes nas
posigdes 3’e/ou 4 do anel A foram essenciais para a atividade hipoglicemiante desses
compostos. Com relagdo as curvas de dose-resposta dessa classe, o composto 12, na
dose de 10 mg/kg inibiu o aumento da glicemia em torno de 80% apds 30 minutos de
tratamento quando comparado ao grupo normoglicémico. Ja4 o composto 13, as doses
de 10 e 15 mg/kg inibiram o aumento da glicemia em 71% apds 15 minutos de
tratamento. Chalconas derivadas do 3,4-metilenodioxi-benzaldeido e do 2-naftaldeido
com substituintes nas posi¢des 2°,5’, e/ou 6’ ndo apresentam efeito hipoglicemiante,

bem como as chalconas derivadas da xantoxilina.

» Os compostos 10, 12 e 13 apresentaram ag@o hipoglicemiante muito semelhante a
insulina lispro (0,05 UI) em 15 minutos (a¢do rapida), sugerindo que os grupamentos
nitro no anel A otimizam a a¢ao desta. Os compostos 10, 12 e 05 apresentaram agao

hipoglicemiante muito semelhante a insulina lispro (0,05 UI) em 30 minutos (agao
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rapida), sugerindo que o grupamento nitro no anel A, bem como o substituinte metoxi
nas posi¢des 3’e 4’ tornam os compostos mais efetivos com relagdo a outros
compostos retiradores de elétrons no anel A (composto 07) ou mono-substiuicdes com
grupamentos metoxi neste mesmo anel. Os compostos que apresentaram maior
eficacia em 1 hora, 03 e 05, demonstraram redugdo significativamente maior que o
composto 01 e a outros compostos testados (12, 13 e 14) e proporcionaram reducdo
significativa da glicemia, muito semelhante a tolbutamida e insulina lispro. Isto
demonstra que substituintes doadores de elétrons no anel A, nas posi¢des 3’e 4’ das
chalconas eleva a poténcia desses compostos apds 1 hora de tratamento em nivel dos

medicamentos testados.

O 4cido gliconico ndo mostrou efeito hipoglicemiante “per se” na glicemia em ratos

normoglicémicos, hiperglicémicos e diabético

O 4cido tartarico ndo diminuiu a glicemia em ratos normoglicémicos, hiperglicémicos

e, possivelmente, ndo atue como secretagogo de insulina.

O extrato bruto etandlico da P. paniculata ndo reduziu os niveis glicémicos em

animais hiperglicémicos e diabéticos em nenhuma das doses e tempos estudados.

A fragdo acetato de etila da P. cyparissias, rica em xantonas, reduziu
significativamente a glicemia de ratos hiperglicémicos, mas ndo demonstrou efeito

hipoglicemiante em ratos diabéticos.
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