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Resumo

Inés Pereira Vieira (2010). Caracterizagdo de uma planta com propriedades
hipoglicemiantes — Cytisus multiflorus. Tese de mestrado (C.M. Antunes &
D.M.Teixeira, orientadores). Escola de Ciéncias e Tecnologia, Universidade de Evora,

Evora, Portugal.

A Cytisus multiflorus é reconhecida etnofarmacologicamente pelo seu efeito anti-
diabético, apresentando um elevado potencial de valorizagdo. Contudo, desconhece-
se a composicao fitoquimica desta planta.

Neste trabalho pretendeu-se analisar a composi¢cdo quimica do extracto aquoso
das flores de C. multiflorus e avaliar o efeito anti-diabético das mesmas.

O extracto fraccionou-se por SPE e analisaram-se as frac¢des por HPLC-DAD e
LC-MS. Determinaram-se o conteuddo em fendis e as actividades antioxidante e
hipoglicemiante.

Obtiveram-se onze fraccdes do extracto de C. multiflorus. Identificaram-se alguns
compostos, maioritariamente fendlicos, entre os quais a rutina, derivados da apigenina
e luteonina e os acidos ferrulico e vanilico. As frac¢des 60 e 80%MeOH apresentaram
0 contelido mais elevado em fendis e o efeito antioxidante maximo registou-se nas
fraccdes 50 e 60%MeOH. Nao se registou efeito hipoglicemiante das fraccbes 30 e
60%MeOH. Em suma, efectuou-se a caracterizacdo fitoquimica do extracto aquoso

das flores de C. multiflorus, com potencial efeito anti-diabético.
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Abstract

Inés Pereira Vieira (2010). Chemical composition and anti-diabetic
properties of Cytisus multiflorus. Masters’ thesis, (C.M. Antunes & D.M. Teixeira,

advisers). Sciences and Technology School, University of Evora, Evora, Portugal.

The white broom (Cytisus multiflorus) is known ethnopharmacologically for its
anti-diabetic effect, showing a high valorization potential.

This work aimed to evaluate the composition of the aqueous extract of C.
multiflorus flowers and its potential anti-diabetic properties.

The aqueous extract was fractionated by SPE followed by HPLC-DAD and LC-MS
analysis. Total phenol content, antioxidant and hypoglycemic activities were
determined.

Eleven fractions of the extract were obtained. Some compounds were identified,
mainly phenolics, such as rutin, apigenin and luteonin derivatives, as well as vanilic
and ferrulic acids. The fractions 60 and 80% MeOH showed the highest content in
phenol equivalents and the highest antioxidant effect was found in the 50 and 60%
MeOH fractions. The fractions 30 and 60% MeOH showed no hypoglycemic effect. In
conclusion, it was made a phytochemical characterization of the aqueous extract of C.

multiflorus flowers, with potential anti-diabetic effect.
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1.10 péancreas

O péncreas é um oOrgdo complexo que manifesta uma funcdo exoécrina e uma
funcdo enddcrina, desempenhando um papel fulcral no metabolismo dos gliucidos,
proteinas e lipidos. A fungé@o exdcrina reside nos acinos, constituintes maioritarios da
massa total do pancreas, que produzem os sucos digestivos constituidos por varias
enzimas tais como a amilase, lipase pancreatica e tripsina, e que sao libertados no
intestino delgado. Por sua vez, a funcdo enddcrina do pancreas reside nos ilhéus de
Langerhans, pequenos aglomerados -celulares dispersos pelo tecido exdcrino,
constituindo 1-3% da massa total pancreatica, responsaveis pela producéo e secrecao
de hormonas na corrente sanguinea. Os ilhéus pancredticos sao constituidos por
guatro tipos de células: células B produtoras de insulina, células a secretoras de
glucagina, células d produtoras de somatostatina e células PP produtoras do polipétido
pancreatico ( Frayn, 2003; Tan, 2005; McClenaghan, 2007).

1.2 Célula B pancreatica

A principal fungdo da célula B-pancreatica consiste na secre¢cdo apropriada de
guantidades bioactivas de insulina, em resposta aos nutrientes, hormonas e estimulos
nervosos, mantendo o0s niveis plasmaticos de glicose num intervalo fisiol6gico restrito,
de forma a assegurar o Optimo funcionamento de todos os tecidos. Este evento
assegura que a glicose é eficientemente captada, metabolizada e armazenada (na
forma de glicogénio ou triglicerideos) pelos tecidos periféricos (figado, musculo e
tecido adiposo). Porém, considerando a arquitectura anatomica do ilhéu, é provavel
que a célula B-pancreatica seja também responsavel pela modulacdo da funcéo das
células vizinhas através de interac¢Bes paracrinas/autocrinas (Rutter, 2001;Kulkarni,
2004).

A célula B é electricamente excitavel e utiliza as alteragdes que sucedem no
potencial de membrana, acopladas as variacdes da concentracdo sanguinea de

glicose, para estimular ou inibir a secrecéo de insulina (Renstrom & Rorsman, 2008).

1.3 Insulina

A insulina é essencial no controlo da homeostasia metabolica. E produzida pela
célula B do pancreas endécrino, a partir da clivagem enzimatica da sua precursora

proinsulina (figura 1), aumentando a captacdo e metabolizacdo da glicose, &cidos
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gordos e aminoacidos, através da actividade que exerce no figado, tecido adiposo e
musculo.

Esta hormona é constituida por 51 aminoacidos e consiste em duas cadeias
polipeptidicas (A e B) ligadas por duas pontes dissulfureto. A cadeia A tem ainda uma
ponte dissulfureto intracadeia. O mMRNA de insulina € transduzido numa Unica
sequéncia precursora designada de preproinsulina no reticulo endoplasmatico rugoso
das células B. E composto por 110 aminoacidos e encontra-se relativamente inactivo.
Em seguida, é convertida em proinsulina através da remocao do sinal peptidico (figura
1), que é depois convertida em insulina pela ac¢édo de duas enzimas conversoras de
pré-hormonas (PC1/3 e PC2), que ficam activadas na rede trans Golgi. Estas enzimas
sdo responsaveis pela excisdo de pares de bases dos aminoacidos que sao
subsequentemente removidas pela exoprotease carboxipeptidase E. Todo este
processo resulta na formagdo de uma molécula de insulina e do peptideo C, um

residuo de 31 aa (Brass et al., 2010).

Preproinsulina Proinsulina
Sinal péptidico Insulina
Sinal péptidico Cadeia B % Cadeia B Cadeia B
HaN HaN
S
Cadeia A ::> Cadeia A s
COCH
5—5
Cadeia C Cadeia C

Cadeia C

Figura 1: Conversédo da preproinsulina em insulina
Adaptado de Brass et al., 2010.

A concentracdo sanguinea de glicose é a principal responsavel pela regulacédo da
expressao de insulina nas células [ pancreaticas. A fosforilagdo da glicose pela
glucocinase, que exibe um elevado Sys para a glicose (=7mM), aparenta funcionar
como sensor da concentracdo de glicose extracelular, regulando o fluxo metabdlico a
partir da glicdlise. O metabolismo da glicose nas células B promove sinais
intracelulares que estimulam a secre¢do de insulina, a traducdo de mMRNA e a
transcricao genética da insulina (Steiner, 2008).

Esta hormona anabdlica é produzida na sua forma biologicamente activa e

armazenada, até a sua libertacdo, em granulos secretores. A sua libertagdo requer a
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fus@o destes granulos com a membrana plasmatica e a transicdo do conteudo granular

para o meio extracelular (Renstrom & Rorsman, 2008).

1.4 Regulacéo da secrecgéo de insulina

A célula B produz e segrega insulina, mantendo a concentracdo sanguinea de
glicose, restringindo-a a um intervalo de concentracéo fisioldgica, geralmente entre 4 e
7 mmol/L em humanos (van Haeften, 2002). A glicose constitui o principal secretagogo
de insulina, apesar de outros nutrientes, hormonas, neurotransmissores e farmacos
induzirem efou amplificarem a libertacdo desta hormona (McClenaghan,
2007;Marchetti et al., 2008).

Canal de K~
sensivel ao ATP

GLUTZ2 GK Glicélise - %

Glicose /'I-l" Glicose — > G6P ———= ATP =
/ » Oxidacao da
_;,./ glicose
K
[ &) o -+
| | ™ g
\ _,"_""kll"lsulina,' Canal de Ca?* E B
\\ // .____/r/--—'-\\ sensivel a g9
— ( ® voltagem g
S~ ca |
Vesiculas secretoras .\\ I !
. )| )
N~ v N
Ca'

Insulina

Figura 2: Secrec¢do de insulina na célula B pancreatica estimulada pela glicose.

Adaptado de Frayn, 2003.

De acordo com a hipétese actualmente aceite, a glicose induz a libertacdo de
insulina da seguinte forma: a glicose atravessa a membrana plasmatica por intermédio
de transportadores especificos de glicose (nomeadamente o GLUT1 e o GLUT2) e é
fosforilada pela glucocinase, determinando o fluxo metabdlico através da glicélise
(figura 2). Sao produzidos equivalentes redutores (NAD(P)H e FAD(H)) no mitocéndrio
através do ciclo dos acidos tricarboxilicos, a partir dos glicidos e lipidos, que séo
transferidos para a cadeia transportadora de electrées. A energia libertada pela cadeia
transportadora de electrdes é usada para bombear os protdes para o exterior da

membrana mitocondrial, criando o gradiente electroquimico transmembranar. Este
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gradiente é usado na producédo de ATP a partir do ADP e Pi. Estes eventos resultam
no aumento da razdo ATP/ADP no citoplasma, determinando o fecho dos canais de K*
sensiveis ao ATP (K-ATP). Isto, por sua vez, resulta na despolarizagdo da membrana

plasmatica, no influxo de Ca®" e activacéo da exocitose (Marchetti et al., 2008).

1.4.1 Secrecao bifasica dainsulina

A secrecao bifasica da insulina constitui uma resposta normal das células 8 ao
aumento rapido e continuo da concentracdo de glicose. A primeira fase corresponde a
um aumento rapido e acentuado da secrecao que ocorre 2 a 3 min apés aplicagao do
estimulo promovido pela glicose, mas que é transitéria, permanecendo durante 10 min,
aproximadamente (figura 3). A segunda fase, que varia de acordo com a espécie em
estudo, é caracterizada por um declinio no qual se observa o decaimento da secregéo
seguido de um aumento gradual para estabilizacdo num patamar (Henquin et al.,
2006;Renstrom & Rorsman, 2008).

Basal | Concentracdo estimulatoria de glicose

12 fase 23 fase

17 mM
glicose

Secrecdo de insulina

6 10 40
Tempo {min)

Figura 3: Esquema do perfil cinético da secre¢éo de insulina induzido por um estimulo de glicose

Adaptado de Renstrom & Rorsman, 2008

A primeira fase de secrecdo de insulina é importante para que se atinjam as
concentracdes intersticiais 6ptimas de insulina e para suprimir a producgéo hepatica de
glicose. O mecanismo subjacente a esta fase consiste num rapido aumento da
concentracdo citosdlica de Ca®" ([Ca®'].), dependente da actividade do canal K-ATP,
gue despoleta a exocitose das vesiculas secretoras de insulina. Por outro lado, a
segunda fase requer a producdo continua deste sinal — aumento da [Ca®]. — e a
amplificacdo da acc¢do do Ca®* na exocitose através de um mecanismo independente
da actividade do canal K-ATP (Henquin et al., 2006). Os mecanismos subjacentes ao

processo de amplificacdo encontram-se pouco definidos, existindo varias hipéteses
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gque o justificam. Alguns estudos apontam para factores de potenciacao,
nomeadamente segundos mensageiros, tais como o cAMP, o0 DAG, o IP3, as proteinas
cinases A e C, a fosfolipase C e a adenilato ciclase, que promovem a mobilizacédo de
vesiculas para a membrana plasmatica e sensibilizam a maquinaria exocitotica para o
célcio (Henquin, 2000). Existe ainda a hip6tese do reabastecimento do pool de
libertacdo imediata (RRP - readily releasable pool) através de modificacdes quimicas -

“priming” - dos granulos ou da sua translocagdo. (Renstrom & Rorsman, 2008).

1.4.2 Secrecdo pulsatil

O padréo de secrec¢do de insulina além de bifasico, no estado estacionario, é
ainda de caracter pulsétil. Esta libertacdo pulsatil exibe varios tipos de variacdes da
concentracdo de insulina no plasma, podendo tratar-se de oscilagdes rapidas, com
picos de secrecéo ao longo de 5-10 minutos ou de oscilagbes prolongadas durante 60-
120 minutos. Os mecanismos subjacentes a esta pulsatilidade ainda ndo se encontram
bem elucidados, porém sabe-se que estdo relacionados com a oscilagdo da
concentracao intracelular de Ca*" que regula a exocitose da insulina (Dahlgren et al.,
2005;Guillausseau et al., 2008). Alias, a secrecao pulsétil é mais eficiente na reducéo
dos niveis sanguineos de glicose do que uma dose constante de insulina,
demonstrando relevancia na manutencdo da homeostasia da glicose (Dahlgren et al.,
2005).

1.5 Accao dainsulina

A insulina é responsavel pelo controlo da captacédo e utilizacdo da glicose durante
os estados de jejum e poés-prandial. Regula a homeostasia da glicose actuando em
varios locais, restringindo a producdo hepética de glicose (através da reducédo da
gluconeogénese e da glicogendlise) e, aumentando a taxa de captagéo e utilizacdo de
glicose principalmente no musculo e tecido adiposo. Além disso, a insulina também
afecta o metabolismo lipidico, pois aumenta a sintese de lipidos no figado e adipécitos
e reduz a libertacdo de &cidos gordos do tecido adiposo (Sesti, 2006).

As accdes principais da insulina sdo mediadas através da sua ligacdo aos
receptores de insulina nos tecidos alvo, regulando a translocagédo para a membrana
plasméatica do GLUT4 e consequentemente a captacdo celular de glicose
(McClenaghan, 2005).

Todavia, distarbios nestes processos conduzem ao desenvolvimento de
transtornos metabdlicos. Alteracbes no metabolismo glicolitico favorecem a

desregulacao da célula B e podem conduzir ao desenvolvimento da diabetes tipo 2.
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1.6 Diabetes tipo 2 (DT2)

A diabetes consiste num conjunto de patologias metabdlicas que tém em comum a
hiperglicemia e a intoleréncia a glicose, resultante de uma deficiéncia relativa ou
absoluta de insulina e/ou uma reducdo da sua acgdo bioldgica. Apesar de ser uma
doenca conhecida ha bastante tempo, a etiologia e a patogénese da diabetes ainda
nao estdo completamente elucidadas (Laakso, 2008).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a DT2 define-se como o
resultado de anomalias quer na secrecdo de insulina, quer na sensibilidade & insulina
(Kahn, 2000;Virally et al., 2007). A fisiopatologia da DT2 envolve as células f3
pancreaticas, o figado e tecidos periféricos tais como o musculo-esquelético e o tecido
adiposo (Kahn, 2000;Henry, 2003), em que ocorre uma superproducdo hepatica de
glicose e o musculo-esquelético apresenta resisténcia a accdo da insulina (Henry,
2003). As disfuncbes descritas na célula B incluem anomalias quantitativas e
gualitativas da secrecdo de insulina, nomeadamente, deficiéncias na pulsatilidade e
cinética da secregao de insulina e reducdo da massa de célula B (Giorgino et al.,
2005;Virally et al., 2007).

1.6.1 Etiologia e prevaléncia da doenca

O desenvolvimento da DT2 resulta da interac¢do entre factores ambientais e
uma predisposicao genética apresentada pelos individuos que desenvolvem esta
patologia. Surge inicialmente a resisténcia a insulina, que na presenca de uma
determinada propensdo genética para a disfungéo da célula B, conduz a intolerancia a
glicose e consequentemente a DT2. Apesar de existir alguma desconformidade sobre
a contribuicdo relativa das alteragdes na sensibilidade a insulina versus funcao da
célula B no desenvolvimento da diabetes, tem-se tornado evidente que alteracdes em
ambos 0s processos ocorrem ao longo do desenvolvimento da hiperglicemia
(Chiasson & Rabasa-Lhoret, 2004).

A DT2 afecta actualmente cerca de 5% da populacdo dos paises
industrializados e a sua prevaléncia esta a aumentar rapidamente (Stumvoll et al.,
2008;Laakso, 2008). As ultimas décadas do século XX testemunharam um aumento
global desmedido desta desordem metabdlica. Alteracdes significativas no estilo de
vida e hébitos alimentares tém acompanhado a globalizacdo, e como resultado tem
sido evidente a obesidade e a diabetes, quer em paises desenvolvidos, quer em

paises em desenvolvimento. E estimado, a nivel mundial, que cerca de 190 milhdes de
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pessoas tém diabetes e que este numero ird aumentar para 324 milhbes em 2025
(Zimmet et al., 2001; Zimmet et al., 2005).

1.6.2 Alteracdes fisiopatoldgicas

A diabetes caracteriza-se por intolerancia a glicose e hiperglicemia mais ou
menos grave acompanhada de insulino-resisténcia.

A hiperglicemia em jejum advém da desregulagdo do nivel basal de glicose,
resultante da producdo excessiva de glicose pelo figado, inicialmente como
consequéncia da resisténcia dos hepatécitos a accao da insulina. Por outro lado, a
hiperglicemia pds-prandial resulta da deficiente secre¢do de insulina pelas células 3
em resposta aos nutrientes, da deficiéncia na inibicdo da producéo hepatica de glicose
e da captacao ineficiente da glicose pelos tecidos periféricos sensiveis a accdo da
insulina, especialmente o musculo-esquelético ( Giorgino et al., 2005; Campbell,
2009).
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Figura 4: AlteracOes fisiopatoldgicas caracteristicas da evolugdo do estado diabético

Adaptado de LeRoith, 2002.

A evolucdo deste estado de hiperglicemia resulta na hiperglicemia crénica, que
conduz a deficiéncias na cinética de secrecdo pela célula B e na sensibilidade dos
tecidos a insulina (figura 4), devido a multiplas anomalias nos mecanismos de
sinalizagdo da insulina. Incluem-se nestas anomalias niveis reduzidos da expressao
dos receptores de insulina, actividade reduzida da tirosina cinase, fosforilacdo
deficiente do substrato do receptor de insulina (IRS — insulin receptor substrate) e

activacdo reduzida da via de sinalizacdo Pl 3-cinase/Akt. Deste modo, quer a




Fundamento Tedrico

resisténcia a insulina, quer a secrecdo disfuncional da insulina representam o0s
elementos fulcrais na patogénese da DT2 (Campbell, 2009;Giorgino et al., 2005).

1.6.3 Intoleréancia a glicose

O conceito de tolerdncia normal a glicose (NGT — normal glucose tolerance)
encontra-se definido para glicemias em jejum (FPG — fasting plasma glucose)
compreendidas entre 70 e 100 mg dL™ assim como para glicemias inferiores a 140 mg
dL™ quando se trata de testes de tolerancia a glicose (OGTT — oral glucose tolerance
test), apdés as 2 horas de ingestdo do bolus de glicose (figura 5). Quando esta
homeostasia € perturbada surge a intolerancia a glicose e a diabetes (Nathan et al.,
2007;Horton, 2009).

160

140

glucose (mgfdL)
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Figura 5: Concentragdo plasmética de glicose durante a PTGO, realizado em individuos com
intolerancia a glicose em jejum (IFG), intolerancia a glicose (IGT), tolerancia normal a glicose (NGT)
ou IFG/IGT combinada (CGI — combined IFG/IGT)

Adaptado de Abdul-Ghani & DeFronzo, 2009.

O conceito de intoleréncia a glicose foi introduzido em 1979/1980 pelo National
Diabetes Data Group (NDDG) e pela OMS, como um estado intermédio entre o estado
normal de tolerancia a glicose e a diabetes, sendo um factor de risco para a diabetes
tipo 2 (Alberti, 1998;Goke, 1998). O estado de intolerancia a glicose (IGT — impaired
glucose tolerance) é definido para um intervalo de concentracdo de glicose entre 140 —
200 mg dL™ no plasma/sangue 2 horas apds a ingestdo de 75 g de glicose - teste de
tolerancia a glicose oral (figura 5), mas as glicemias em jejum encontram-se no
intervalo normal de glicemia (Gerich, 1997;Alberti, 1998;van Haeften, 2002;Nathan et
al., 2007).

10
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Além do IGT, foi também introduzido o conceito de estado de intoleréncia a glicose
em jejum (IFG — impaired fasting glucose), que é definido para concentracdes de
glicose plasmatica em jejum no intervalo de 100 — 125 mg dL™, mas com picos de
glicemia bastante elevados aos 30 e aos 60 min apds a ingestdo de glicose,
recuperando para valores normais ap6s as 2 horas (Gerich, 1997;Alberti, 1998;van
Haeften, 2002;Nathan et al., 2007). Finalmente, ha ainda individuos que apresentam
uma condi¢do de intolerancia a glicose que consiste numa condi¢do dos dois tipos
anteriores (CGlI - combined glucose intolerance, figura 5). Nestes casos a glicemia em
jejum é semelhante a registada nos individuos com IFG, um pico elevado aos 30 e 60
min, mas com alguma recuperacéo ap6s 2 horas (figura 5), (Nathan et al., 2007).

A intolerancia a glicose precede quase sempre o0 desenvolvimento da diabetes tipo
2 e tem sido estudada para tentar definir uma predisposi¢céo inicial para alteracdes
metabodlicas (Walker et al.,, 1997). Na maioria dos casos, € encontrada uma
combinagdo de resisténcia a insulina e hiperinsulinemia em individuos com
intolerancia a glicose, assim como com obesidade (Alberti, 1998;Nathan et al., 2007),

a semelhanca do que se regista em pacientes com DT2.

1.6.4 Resisténcia ainsulina e hiperinsulinemia

A resisténcia a insulina é essencialmente uma condi¢cdo de sensibilidade
reduzida a insulina e é usualmente acompanhada de niveis plasmaticos de insulina
elevados, comummente designada de hiperinsulinemia compensatéria (figura 6),
(Fujimoto, 2000;Giorgino et al., 2005).

A sensibilidade a insulina € usualmente descrita como a capacidade da insulina
diminuir os niveis plasmaticos de glicose, que ocorre pela supressdo da producao
hepética de glicose e estimulagéo da utilizacdo da glicose pelo musculo-esquelético e
tecido adiposo (Fujimoto, 2000;Giorgino et al., 2005).

11
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Figura 6: Curvas médias dose-resposta da concentracdo de insulina em fungéo da taxa de glicose
utilizada em individuos normais (¢); individuos com intolerancia a glicose (IGT) (0); individuos nao
obesos (A) e obesos (B) com diabetes tipo 2

Adaptado de Courtney & Olefsky, 2007.

A insulina exerce as suas accdes biolégicas ao interagir com o receptor de
membrana tirosina-cinase, conduzindo a activacdo de moléculas substrato,
vulgarmente designadas de proteinas docking, que incluem os IRS, responséaveis pela
sinalizacdo de processos metabdlicos e mitogénicos, e a familia de proteinas Shc, que
se encontram acopladas aos efeitos mitogénicos. A partir destas reaccdes iniciais de
fosforilacdo da tirosina, os sinais da insulina sdo transduzidos nas duas maiores vias
de sinalizacdo de lipidos intracelulares e/ou cinases de serina-treonina, a via do
PI3/Akt (figura 7) que é responsavel pela translocacdo do GLUT4 e pelo metabolismo
celular, e a via da MAP-cinase (figura 7) que regula a transcricdo de alguns genes,
especialmente os que estdo envolvidos no crescimento e divisdo celular, (Hennige &
Haring, 2004; Giorgino et al., 2005; Siddle, 2005).

Anomalias multiplas na sinalizacdo da insulina tém sido identificadas e incluem
reducdo nos niveis da expressado do receptor de insulina e da actividade da tirosina
cinase, deficiéncia na fosforilacdo de residuos tirosina das proteinas IRS e reducao da
activacdo da via de sinalizagdo de PI3K/Akt. Estas deficiéncias na sinalizagdo séo
responsaveis pela diminuicdo da captagdo e utilizacdo da glicose no musculo-
esquelético e adipdcitos (Giorgino et al., 2005).
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Figura 7: Vias de sinalizagéo reguladas pela insulina.

Abreviaturas:

BAD, Bcl-2-associated death protein; Glut, transportador de glicose; Grb, growth factor receptor bound;
GSK-3, glycogen synthase 3-kinase; IR, receptor de insulina; IRS, substrato do receptor de insulina; MAP
kinase, mitogen-activated protein kinase; mTOR, mammalian target of rapamycin; PI3-kinase,
phosphatidylinositol 3-kinase; PDK1, 30-phosphoinositide dependent kinase; PKB, protein kinase B; Ras,
rat sarcoma oncogene product; SHC, SH2 domain containing protein; SHP, SH2 domain containing
protein tyrosine phosphatase; SOS, son-of-sevenless. Adaptado de Hennige & Haring, 2004.

Tanto as influéncias hereditarias como as adquiridas contribuem para o
desenvolvimento da resisténcia a insulina. As deficiéncias hereditarias responsaveis
pelas formas mais comuns de resisténcia a insulina, que surgem frequentemente em
individuos com DT2 ndo se encontram identificadas. Apesar de terem sido
identificadas mutacdes nos receptores de insulina, nos transportadores de glicose e
nas proteinas sinalizadoras, estas sdo pouco comuns. Para além disso, parece haver
evidéncias de que a resisténcia a insulina adquirida provém do sedentarismo, idade,

hiperglicemia, niveis elevados de acidos gordos e da alimentacao (Fujimoto, 2000).

1.6.5 Disfuncao da célula 8

Na diabetes a célula B ostenta uma resposta inadequada a glicose e com a
progressao da doenga parece ocorrer uma diminuicdo na massa de células B (LeRoith,
2002).

A alteragdo inicial pode consistir numa anomalia especifica no transporte de
glicose, nas vias metabdlicas dos secretagogos, nos canais i6nicos, ou em outros
processos envolvidos na sintese ou na libertagdo de insulina (LeRoith, 2002). A
producdo de ATP desempenha um papel fulcral na capacidade secretora de insulina

da célula B. Os efeitos da glicose nos canais K-ATP da membrana plasmatica
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encontram-se bem estabelecidos e se ndo é produzido ATP suficiente, a actividade
eléctrica e a secrecdo de insulina ndo sao estimuladas pela glicose (Rorsman, 2005).
Alids, em individuos com DT2 quer o caracter bifasico quer o caracter oscilatério da
secrecdo de insulina encontram-se afectados, pois a pulsatilidade do nivel plasmatico
de insulina é irregular ou simplesmente ndo existe, e a primeira fase de secrecdo de
insulina é inexistente enquanto a segunda pode estar ausente ou muito atenuada
(Dahlgren et al., 2005).

A glicose exerce uma quantidade de efeitos adicionais na fungéo da célula B que
s8o essenciais ao seu funcionamento. Primeiro, os canais de Ca?* sensiveis &
voltagem séo activados pela despolarizacéo dos canais K-ATP, devido ao estimulo por
glicose. Segundo, a exocitose da insulina encontra-se sob controlo metabdlico rigoroso
e terceiro, a capacidade das incretinas em despoletarem a secre¢do de insulina esta
dependente da glicose e sdo ineficazes em concentracbes de glicose
subestimulatérias (Rorsman, 2005).

Por outro lado, 0 aumento da apoptose pode ser responsavel pela perda de células
B, com possiveis factores co-adjuvantes, nomeadamente a exaustao celular resultante
da hipersecre¢cdo a longo prazo e a deposicao de substancia amildide nos ilhéus
(LeRoith, 2002; Seica et al, 2003) .

Seja qual for a causa, a primeira indicagao fisiolégica da disfungdo da célula B
consiste numa falha na resposta aguda da secrecéo de insulina a glicose. E registada
uma perda da primeira fase de secrecdo de insulina, que é frequente no estado de
intolerancia a glicose, e que conduz a uma segunda fase hiperinsulinémica resultante
do aumento excessivo da glicose pos-prandial. Desta forma, a hiperinsulinemia
aparece como a anomalia final proveniente da disfuncao da célula B e que acaba por

leva-la & exaustao (LeRoith, 2002).

1.6.6 Hiperglicemia, Hiperlipidemia e Stress oxidativo

O stress oxidativo encontra-se associado a varias patologias e resulta de um
desequilibrio entre os estados antioxidante/oxidante, que conduz & producao
excessiva de espécies reactivas de oxigénio (ROS — Reactive oxygen species) ou a
diminuicdo da capacidade antioxidante. As ROS s&o responsaveis por danos nos
lipidos, proteinas e &cidos nucleicos, originando deficiéncias estruturais e funcionais
ao nivel celular (Maritim et al., 2003).

Y

Na DT2 encontram-se subjacentes a glicotoxicidade (estado de hiperglicemia

Y

cronica) e a lipotoxicidade (niveis excessivos cronicos de &acidos gordos livres)

fenébmenos de stress oxidativo, eventualmente associados a defesas antioxidantes
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diminuidas, o que conduz frequentemente a lesBes tecidulares. Pensa-se que a
capacidade das ROS para oxidar directamente lipidos, proteinas e DNA, esta
relacionada com a patogénese das complicacGes diabéticas mais tardias. Além do
mais, as ROS podem funcionar como moléculas sinalizadoras que activam Varios
processos bioquimicos sensiveis ao stress, podendo gerar alteracBes celulares que,
em ultimo caso, sao igualmente responsaveis pelo aparecimento das complicacdes da
diabetes. Estes processos fisioldégicos intracelulares apresentam usualmente como
consequéncia a insulino-resisténcia e a diminuicdo da secrecado de insulina (Lopes et
al., 2008).

De facto, estd demonstrado que o stress oxidativo esta envolvido no processo de
insulino-resisténcia. Existe uma grande variedade de cinases sensiveis ao stress que,
guando sdo activadas, sdo responsaveis pela atenuacdo dos efeitos da cascata de
insulina, nas proteinas IRS e, por esse motivo, a presenca de stress oxidativo, gerado
das mais diversas formas, esta associado ndo s6 as complicacfes diabéticas, mas
também a resisténcia a insulina (Lopes et al., 2008).

O aumento da producdo de ROS associado a reducdo plasmatica de
antioxidantes, pode ter efeitos toxicos na estrutura/actividade da membrana plasmética
das células [, contribuindo para a diminuicdo da secrecao de insulina na diabetes. De
facto, estudos in vitro sugerem que oxidantes com grupos tiol diminuem a secrecao de
insulina, ao passo que um incremento no glutationo extracelular ou na cisteina
favorecem a resposta da célula § a glicose. Além do mais, parece plausivel que o
stress oxidativo também reduz a acgao da insulina, porque nas células B, que sdo
mais susceptiveis a accdo dos radicais livres em relacdo aos outros tecidos, ocorre
uma reducdo significativa na expressao dos transportadores de glicose (Ceriello,
2000).

Assim, o aumento da proteccdo anti-oxidante, nomeadamente pela via
farmacoldgica, podera contribuir para a sobrevivéncia, por um lado, e para a melhoria

da funcao da célula B, por outro.
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1.7 Controlo farmacol6gico da diabetes

Actualmente o controlo farmacolégico da DT2 visa atingir as duas principais
anomalias desta sindrome, ou seja, a resisténcia a insulina e a disfuncao da célula 8
(Bonora, 2008).

Os mecanismos responsaveis pelo controlo dos niveis de glicose séo: (i) a
estimulacdo da secrecédo de insulina pela célula B pancreatica; (i) a resisténcia as
hormonas responsaveis pelo aumento da glicose; (ii) 0 aumento do nimero ou da
afinidade e sensibilidade do receptor de insulina; (iv) a diminuicdo da libertacdo de
glicogénio; (v) o aumento da utilizacdo de glicose nos tecidos e 6érgaos; (vi) a
eliminacdo de radicais livres, resisténcia a peroxidagdo lipidica e correccdo de
desordens metabdlicas de lipidos e proteinas e (vii) o estimulo ao aumento da micro-

circulagédo sanguinea no organismo (Li et al., 2004).

FARMACOS HIPOGLICEMIANTES

FIGADO INTESTINO PANCREAS TECIDO ADIPOSO MUSCULO

B /]

Producéo de [ Absorgéo de lSecre(;ao de insulina Utilizagéo periférica
Glicose Glicose Meglitinidas I de glicose
. v Inibidores da Sulfonilureias 2 <
Biguanidas : . P Biguanidas
Tigzoli denadicneg alfa-glicosidase Derivados da fenilalanina Tiazolidenedionas
Insulina
Aumento da secrecéo de insulina Aumenfo de glicose
Redugiéo de glicose nos tecidos
sanguinea

Restabelecimento do nivel sanguineo
de glicose

Figura 8: Locais de acg¢éo dos farmacos hipoglicemiantes no tratamento da diabetes.
Os farmacos hipoglicemiantes restauram a normoglicemia de varios modos, e incluem os secretagogos de

insulina (sulfonilureias, meglitinidas), sensibilizadores de insulina (biguanidas, metformina,
tiazolidenedionas), inibidores da a-glicosidase (miglitol, acarbose), (adaptado de Hui et al., 2009).

Os farmacos anti-diabéticos controlam a diabetes restabelecendo os niveis de
insulina, melhorando a sensibilidade a insulina, aumentando a secrecdo de insulina
pelo pancreas e/ou consumo de glicose pelos tecidos (figura 8). Ao longo dos ultimos
anos tém sido desenvolvidos varios tipos de farmacos que reduzem os niveis de
glicose, actuando de modos distintos e que incluem os secretagogos de insulina
(sulfonilureias, meglitinidas), os sensibilizadores da accédo de insulina (biguanidas,
metformina, tiazolidenedionas) e os inibidores da a-glicosidase (miglitol, acarbose),
(Hui et al., 2009).
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1.7.1 Biguanidas

A metformina, a Unica biguanida disponivel actualmente, constitui o farmaco
principal na terapia para pacientes com DT2 (Tahrani et al., 2010).

Este farmaco aumenta a sensibilidade dos tecidos hepéticos e periféricos
(principalmente o masculo) a insulina; inibe a absorcdo gastrointestinal de glicose e
diminui a producao hepatica de glicose, inibindo a gluconeogénese quer in vitro quer in
vivo, assim como a glicogendlise (Davidson & Peters, 1997;DeFronzo, 1999). Além do
mais, aumenta os niveis de GLP-1 (Glucagon Like Peptide 1) ao inibir o DPP-4 e/ou ao
aumentar a producdo de GLP-1, que leva ao aumento do turnover de glicose ao
interferir com o metabolismo do lactato (Tahrani et al., 2010). Porém néo estimula a

secrecao de insulina (Davidson & Peters, 1997).

1.7.2 Sulfonilureias

As sulfonilureias (glipizida, glicazida) tém sido o pilar da terapia antidiabética
durante muitos anos. O seu principal mecanismo de acc¢éo consiste na potenciacao da
secrecdo de insulina. As sulfonilureias ligam-se a um receptor especifico de
sulfonilureias nas células 3 pancreaticas, o SUR1, despoletando o fecho do canal K-
ATP, que leva a diminuicdo do efluxo de potassio e despolarizagdo da membrana
celular (figura 9). Deste processo resulta um aumento do influxo de calcio, com
activacdo da translocacéo dos granulos secretores de insulina e consequente extrusao

da insulina por exocitose (figura 9), ( DeFronzo, 1999; Tahrani et al., 2010).

Ca®*
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Figura 9: Mecanismo de secrec¢do de insulina induzido pelas sulfonilureias (SU).

VDCC (voltage-dependent ca® channel) — canal de calcio dependente da voltagem (adaptado de Shinkai,
1999).

A insulina libertada pelo pancreas diminui a elevada taxa de producdo hepética

de glicose, aumenta a captacdo de glicose pelo musculo e diminui os niveis

17



Fundamento Tedrico

plasmaticos de glicose pos-prandiais. Todo este processo que conduz a secregdo da
insulina é independente da glicose (DeFronzo, 1999;Tahrani et al., 2010).

1.7.3 Meglitinidas

As meglitinidas sdo farmacos com um modo de acc¢do semelhante as
sulfonilureias mas cujo pico de accao e duracdo é mais reduzido. A nateglinida e a
repaglinida constituem os farmacos principais deste grupo. A nateglinida, um derivado
do aminoécido fenilalanina — D, liga-se mais eficientemente aos receptores SUR1 do
gue as sulfonilureias. Também apresenta maior afinidade quando na presenca de
glicose. A repaglinida, in vitro, liga-se ao receptor SUR1 com maior afinidade na

presenca do canal Kir6.2 (Tahrani et al., 2010).

1.7.4 Tiazolidenedionas

As tiazolidenedionas (TZDs), agonistas dos receptores-gama peroxissomais
activados pelos factores proliferativos (peroxisome proliferator-activated receptor-
gamma - PPAR-y), actuam como agentes sensibilizadores de insulina e aumentam a
accao periférica da insulina. Estes farmacos ligam-se ao PPAR-y, que esta envolvido
na regulagcdo de genes que controlam a homeostasia da glicose e o metabolismo
lipidico, e € encontrado em elevadas concentra¢des no tecido adiposo, hepatdcitos e
musculo-esquelético (Hanefeld, 2007).

Deste modo, melhoram a sensibilidade a insulina nos tecidos periféricos ao
aumentarem a lipogénese no tecido adiposo e ao reduzirem o conteddo hepético de
acidos gordos e a producao hepatica de glicose. A rosiglitazona e a pioglitazona sao
as TZDs disponiveis actualmente (Tahrani et al., 2010).

1.7.5 Acarbose

A acarbose, um inibidor da a-glicosidase, actua através da inibicdo competitiva das
enzimas (maltase, sucrase, glucoamilase e isomaltase) do Iimen intestinal
responsaveis pela dissociacdo dos oligossacarideos e dissacarideos em
monossacarideos. Ao atrasar a digestdo dos glucidos, transfere a sua absorcdo para
zonas mais distantes do intestino delgado e do cdlon. Ao retardar o processo de
absorcdo, a acarbose atrasa a entrada de glicose no sistema circulatorio,
proporcionando a célula B tempo suficiente para aumentar a secrecdo de insulina em

resposta ao aumento do nivel plasmatico de glicose (DeFronzo, 1999).
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1.7.6 Analogos das incretinas

Mais recentemente, os analogos do peptideo-1 analogo da glucagina (GLP-1), ou
inibidores de DPP-4 (dipeptidyl peptidase-4), a enzima chave no catabolismo do GLP-
1, tém sido desenvolvidos com o objectivo de estimular a secrecéo de insulina por um
mecanismo de mimetizac&o da acc¢do das incretinas (Bonora, 2008).

O GLP-1 e o GIP (glucose-dependent insulinotropic polypeptide) sado as principais
incretinas com efeito insulinotrépico sob condi¢cBes fisiologicas. A secrecdo destas
hormonas é desencadeada pela presenca de nutrientes no limen intestinal. Apesar
dos seus efeitos insulinotropicos, 0 GLP-1 pode também contribuir para a regulacdo da
massa de células B. De facto, os efeitos crénicos do GLP-1 incluem o aumento da
sobrevivéncia das células 3, assim como a contribui¢cdo a longo prazo da regulagéo da
secrecdo de insulina mantendo a massa de células B funcional (Vilsboll & Holst,
2004;Karaca et al., 2009).

Apenas o0 GLP-1, ou os seus analogos, podem ser usados na terapia da DT2 visto
que as células B apresentam resisténcia a accdo dos GIP, especialmente devido a
desregulacao dos seus receptores de membrana sob as condi¢des diabéticas. O GLP-
1, no pancreas, estimula a secrecdo de insulina dependente da glicose e inibe a
secrecdo de glucagina. E ainda capaz de aumentar a massa de célula B activando a
sua proliferacéo e diferenciacao, e inibindo a apoptose (Karaca et al., 2009).

Apesar desta evolucdo farmacolégica na terapia da DT2, a eficiéncia destes
compostos €é discutivel, pois apresentam efeitos colaterais, tais como hipoglicemia,
acidose |lactica, lesbes celulares hepaticas idiossincraticas, défice neurolégico
permanente, desconforto gastrico, cefaleias, tonturas, entre outros (Hui et al., 2009).
Deste modo, existe uma necessidade de encontrar novos compostos para o0
tratamento da diabetes e as plantas tém sido apontadas como fontes ricas em
compostos com potencial actividade anti-diabética, apesar de ainda se encontrarem

pouco exploradas e caracterizadas cientificamente.
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1.8 Plantas com propriedades medicinais

A procura de plantas medicinais tem aumentado consideravelmente ao longo
dos ultimos anos nos paises industrializados. A Organizacdo Mundial de Saude
registou 21.000 plantas, que sdo utilizadas para fins medicinais no mundo inteiro
(Capasso et al., 2000;Modak et al., 2007).

Esta tendéncia crescente de utilizar plantas medicinais para tratar uma vasta
gama de problemas tem sido impulsionada pelo: (i) aparecimento de novas doencas,
com sérias complicacfes, para as quais ndo existe ainda um tratamento adequado; (ii)
a convicgdo de que as plantas medicinais sdo in6cuas, ao contrario dos farmacos
convencionais; (iii) a no¢do de que o que é natural sé pode ser bom; (iv) a atencao
especial que os movimentos ecolégicos demonstram para com as plantas medicinais
nos paises ocidentais; e (v) a confianca de que as plantas medicinais sao
naturalmente superiores aos farmacos sintéticos. Outro factor consiste na evolucao
notéria no que diz respeito a producdo e conservacdo das plantas medicinais
(Capasso et al., 2000).

Hoje em dia, a possibilidade de -cultivar plantas medicinais, por vezes
aperfeicoadas geneticamente, proporciona a introducado de plantas no mercado que
sao ricas em compostos activos desejaveis. Maioritariamente tratam-se de metabolitos
secundérios, que derivam biossinteticamente de metabolitos primarios das plantas
(glucidos, aminoécidos e lipidos) e que nao se encontram directamente envolvidos no
crescimento, desenvolvimento e reproducdo das plantas. Sdo classificados em varios
grupos, de acordo com as classes gquimicas, tais como os alcalbides, terpenos e
compostos fendlicos (Capasso et al., 2000;Salim et al., 2008).

Muitas doencas, tais como a diabetes, cancro e doencas coronarias, sdo de
caracter multifactorial e, por isso, necessitam de uma intervencao terapéutica a varios
niveis. As plantas medicinais apresentam vantagens em relacdo a moléculas
singulares no tratamento destas patologias, devido a vasta variedade de compostos
gue apresentam. Alids, a sua utilizacdo tem sido alvo de uma validacao cientifica, o
gue tem encorajado a exploracdo botanica no que respeita a novos farmacos anti-
diabéticos (Day, 1998;Rajani & Kanaki, 2008).

Todavia, as vantagens da utilizacdo de plantas medicinais constam na oferta
de compostos naturais complexos, huma accdo moderada e uma melhor tolerancia
relativamente aos farmacos sintéticos, e nas reduzidas reac¢les alérgicas que

possam provocar (Lovkova et al., 2001).
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1.8.1 Plantas medicinais para a diabetes tipo 2

O Papiro de Ebers, escrito aproximadamente em 1550 a.C, constitui 0 documento
mais antigo que descreve a utilizacdo de plantas no tratamento de condicdes
associadas com a diabetes (Simmonds & Howes, 2006).

Nas ultimas décadas tem-se registado um crescente interesse nas plantas
medicinais para o tratamento da diabetes. Antes da introducéo da terapia com insulina
em 1922, dietas rigorosas e tratamentos com plantas medicinais constituiam o pilar
das terapéuticas anti-diabéticas (Day, 1998).

Em muitos paises sdo usadas na medicina tradicional, plantas com propriedades
medicinais para o controlo da diabetes tipo 2. Este facto tem vindo a aumentar o
namero de investigacbes experimentais e clinicas, dirigidas a validacdo das
propriedades anti-diabéticas, que sdo empiricamente atribuidas a estes remédios.
Deste modo, tém sido desenvolvidos estudos quimicos dirigidos ao isolamento,
purificacdo e identificacdo das substancias responsaveis pela actividade

hipoglicemiante (Roman-Ramos et al., 1995).

Tabela 1: Plantas medicinais e possiveis modos de ac¢ao na diabetes

Modo de accéo Planta

Reducéo da absorcéo de glicose Aloé (Aloe vera)
Guar (Cyamopsis tetragonoloba)
Aveia selvagem (Avena sativa)
Cevada (Hordeum disticum)
Estimulacdo da producgdo de insulina Ipecacuanha indiana (Gymnema sylvestre)
Fenacho (Trigonella foenum-graecum)
Estimulacdo da funcéo hepatica Chicéria (Cichorium intybus)
Ginsengue (Panax ginseng)
Reducéo da resisténcia a insulina Galega (Galega officinalis)
Desconhecida Pervinca (Catharanthus roseus)

Dedaleira (Rehmannia glutinosa)

(Adaptado de Pinn, 2005)

A informacdo etnobotanica aponta para 800 plantas, que podem apresentar
propriedades anti-diabéticas (Gurib-Fakim, 2006; Mentreddy, 2007). As familias de
plantas, incluindo as espécies (sp), mais estudadas pelos seus comprovados efeitos
hipoglicemiantes, compreendem: Leguminoseae (11 sp), Lamiaceae (7 sp), Liliaceae

(8 sp), Cucurbitaceae (7 sp), Asteraceae (6 sp), Moraceae (6 sp), Rosaceae (6 sp),
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Euphorbiaceae (5 sp) e Araliaceae (5 sp). As espécies mais estudadas sdo: Opuntia
streptacantha Lem. (Cactaceae), Trigonella foenum greacum L. (Leguminosea),
Momordica charantia L. (Cucurbitaceae), Ficus bengalensis L. (Moraceae), Polygala
senega L. (Polygalaceae) e Gymnema sylvestre R. (Asclepiadaceae), (Bnouham et al.,
2006;Gurib-Fakim, 2006;Mentreddy, 2007).

Muitos estudos tém confirmado os beneficios de plantas medicinais com efeitos
hipoglicemiantes no controlo da diabetes. Os efeitos destas plantas podem retardar o
desenvolvimento das complicacdes diabéticas e corrigir anomalias metabdlicas (tabela
1). Além do mais, ao longo dos ultimos anos, alguns dos novos principios activos
isolados de plantas hipoglicemiantes, demonstram uma actividade anti-diabética mais
eficaz do que agentes hipoglicemiantes orais usados na terapia clinica (Bnouham et
al., 2006;Gurib-Fakim, 2006;Mentreddy, 2007).

Para estes extractos de plantas, tém sido propostos diversos modos de accéo.
Algumas hipéteses apontam para efeitos na actividade das células 3 pancreaticas
(sintese, libertacdo, regeneracdol/revitalizacdo celular) ou o aumento do efeito
protector/inibitério contra a insulinase, e 0 aumento da sensibilidade a insulina ou
mimetizacdo da actividade da insulina pelos extractos das plantas. Outros
mecanismos podem envolver a melhoria da homeostasia da glicose, designadamente,
0 aumento da utilizacdo periférica da glicose, aumento da sintese hepatica de
glicogénio e/ou diminuicdo da glicogendlise actuando nas enzimas, inibicdo da
absorcao intestinal de glicose, redugédo do indice glicémico.Todas estas ac¢des podem
ser responsaveis para a reducdo e/ou abolicdo das complicacdes diabéticas
(Bnouham et al., 2006).

1.8.2 Plantas da flora portuguesa com propriedades hipoglicemiantes

Plantas de varias familias sdo tradicionalmente usadas para o tratamento da
diabetes em Portugal. De entre elas, podem destacar-se a salsa (Petroselinum
crispum, (Mill.) Nym., Apiaceae), a carqueja (Pterospartum tridentatum (L.) Willk.,
Fabaceae), a nogueira (Juglans regia L., Jungladaceae), a pereira-abacate (Persea
americana Mill., Lauraceae), a oliveira (Olea europaea L., Oleaceae), o pinheiro-bravo
(Pinus pinaster Aiton, Pinaceae), a urtiga-brava (Urtica membranaceae Paoir,
Urticaceae), a giesta branca (Cytisus multiflorus (L'Hér.) Sweet, Fabaceae) e o
tremoco (Lupinus albus, Fabaceae), (Marles & Farnsworth, 1995;Camejo-Rodrigues et
al., 2003;Carvalho, 2005).

A familia Fabaceae, também conhecida por Leguminosae, € a familia de plantas

gue apresenta um maior numero de espécies citadas a nivel mundial e que néo estédo
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ainda caracterizadas na flora portuguesa (Marles & Farnsworth, 1995). Constitui a
terceira maior familia das Angiospérmicas, superada apenas pelas familias Asteraceae
e Orchidaceae. As Fabaceae, com cerca de 730 géneros e aproximadamente 20.000
espécies, ocorre em todos os habitats terrestres ocupados por plantas, embora o
maior nimero de espécies se encontre nos trépicos, local provavel da origem deste
grupo de plantas (http://www.britannica.com/ Classification-of-Fabaceae). Nesta familia
de plantas, tém sido descritos varios tipos de alcaléides, aminoacidos, aminas,
flavondides, isoflavondides, coumarinas, fenilpropandides, antraquinonas, di-, tri- e
sesquiterpenos, glicésidos cianogénicos, inibidores de proteases e lectinas (Wink,
2003).

Existem em Portugal, varias plantas pertencentes a esta familia, utilizadas ja ha
muitos séculos na medicina tradicional, destacando-se a Cytisus multiflorus (a giesta
branca), que se distribui por todo o norte do pais (figura 10), onde os seus caules séo
também usados para a confeccao de cestas (Franco, 1971;Carvalho, 2005).

Reino:  Plantae
Divisio: Magnoliophyta
Classe:  Magnoliopsida
Ordem: Fabales
Familia: Fabaceae
Género:  Cytisus

Espécie:  Cytisus multiflorus

Figura 10: Distribuicdo geogréfica de C. multiflorus em Portugal e respectiva classificacao
cientifica
Adaptado de www.jb.utad.pt

A giesta branca é um arbusto erecto e muito ramificado, que pode chegar aos 3
metros de altura. As folhas sdo unifoliadas e estdo sustentadas nos caules floriferos.
As flores brancas sdo hermafroditas e zigomorfas, medem aproximadamente entre 1-
1,5 cm e apresentam-se em grupos de trés. Em Portugal floresce entre Marco e Abril

(Franco, 1971). Para esta planta, ndo foram encontrados estudos fitoquimicos, que
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apontem para uma caracterizacdo quimica dos seus componentes, bem como uma

clarificacdo dos efeitos biol6gicos que produz.

1.9 Compostos fendlicos

E nas plantas vasculares que sdo encontrados a grande maioria de compostos
fendlicos. Eles compreendem compostos Cg (compostos fendlicos simples), Cs-C;
(acido hidroxibenzdéico e seus derivados), Cs-Cs; (fenilpropandides, &cidos
hidroxicinamicos), Cg-C3-Cs (flavondides, incluindo flavanonas, flavonas, flavonais,
catecois, antocianinas, antraquinonas) e compostos fendélicos poliméricos (taninos),
(Lovkova et al., 2001).

Os compostos fendlicos resultam do metabolismo secundario das plantas e
encontram-se frequentemente ligados a glucidos (glicosidos), com solubilidade em
agua. Podem tratar-se de O-glicosidos ou menos frequentemente de C-glicésidos. Nos
primeiros, um ou mais dos grupos hidroxilo esta ligado a um ou mais glucidos, por uma
ligagdo glicosidica com o grupo hidroxilo do carbono anomérico do glicido. Os C-
glicésidos ndo possuem ligagdo glicosidica, j& que a substituicdo do oxigénio do
carbono anomérico elimina o grupo acetal, o que torna a molécula resistente a ataques
acidos, sendo esta a caracteristica principal que distingue os C-glicésidos dos
restantes glicdsidos. A glicose é o glucido mais vulgarmente encontrado, seguido da
ramnose e do dissacarideo rutinose. Os compostos fendlicos também se encontram
nas plantas como agliconas (Ryan et al., 1999;Ross & Kasum, 2002;Hsu & Yen, 2008).

As plantas sintetizam os compostos fendlicos ao longo do seu desenvolvimento
normal e em resposta a condi¢cdes de stress tais como infec¢des, radiacdo UV e auto-
defesa (Naczk, 2004; Manach, 2004). Derivam biogeneticamente de duas vias
metabdlicas principais, a via do acido xiquimico e a via do acido maldnico (figura 11),
(Harborne, 1993).
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Figura 11: Origem biossintética dos compostos fenélicos
(Adaptado de Teixeira, 2006)

A via metabdlica do acido xiquimico fornece directamente fenilpropanédides, como
os acidos hidroxicindmicos e as coumarinas e a via do acido maldnico origina fendis
simples e muitas quinonas. Contudo, muitos dos compostos fendlicos, como os
flavondides, sdo de origem biossintética mista, derivando de uma combinacéo destas
duas vias (Harborne, 1993).

A sua distribuicdo ndo é uniforme nos tecidos das plantas, aos niveis celulares e
subcelulares. Os fendis insoluveis sdo componentes das paredes celulares, enquanto
os fenois solluveis encontram-se compartimentalizados no interior dos vacuolos das
plantas (Naczk & Shahidi, 2004;Manach et al., 2004).

Hoje em dia, sdo conhecidas mais de 8000 estruturas polifendlicas,
apresentando um anel aromatico com pelo menos um grupo hidroxilo substituido como
principal caracteristica. Estes compostos podem ser divididos em varias classes
diferentes baseadas na sua estrutura quimica, que se encontram apresentados na
tabela 2, (Ross & Kasum, 2002;Hsu & Yen, 2008).
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Tabela 2: Principais classes de compostos fendlicos existentes nas plantas

Numero de atomos de carbono Esqueleto basico Classe

6 Cs Fendis simples, benzoquinonas

7 Ce-C1 Acidos fendlicos

8 Ce-Co Acetofenonas, acidos fenilacéticos

9 Ce-C3 Acidos hidroxicinamicos, fenilpropenos,

coumarinas, isocoumarinas, cromonas

10 Cs-C4 Naftoquinonas
13 C6-C1-Cs Xantonas
14 Cs-C2-Cs Estilbenos, antraquinonas
15 Cs-C3-Cs Flavondides, isoflavondides
18 (C6-C3)2 Lenhanos, neolenhanos
30 (C6-C3-Ce)2 Biflavondides
n (C6-Ca)n Lenhinas
(Ce)n Catecolmelaninas
(Ce-C3-Cé)n Taninos condensados

(Adaptado de Harborne, 1993; Teixeira, 2006)

Os flavondides sdo a maior classe de compostos fendélicos e apresentam uma
estrutura base de difenilpropanos (Cs-C5-Cg), que consiste em 2 anéis aromaticos
ligados através de 3 carbonos (Harborne, 1993).

A estrutura principal dos flavonéides pode ser modificada e sofrer varios tipos de
substituicdes, tais como a glicosilacao, hidroxilacdo, metilacdo, glucuronidacao, entre
outros. O grau de polimerizagcdo que estes compostos apresentam confere uma vasta
variabilidade no que respeita as suas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas.
Encontram-se nas plantas na forma conjugada, sobretudo com um residuo glicosidico
ligado a um ou mais grupos fendlicos (Harborne, 1993).

Os flavonoides encontram-se subdivididos em 6 subclasses principais, de acordo
com as variagbes que ocorrem no anel de carbono heterociclico, originando os
flavondis, as flavonas, as flavanonas, as catequinas, as antocianinas e as isoflavonas
(figura 12), (Ross & Kasum, 2002).
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Figura 12: Classes dos flavonoides
Adaptado de Brielmann et al., 2006.

1.10 Propriedades bioldgicas dos compostos fendlicos

Actualmente, sdo atribuidas aos compostos fendlicos uma vasta gama de
propriedades biolégicas, tais como actividade antioxidante, anti-inflamatéria, anti-
tumoral, hepatoprotectora, hipoglicemiante, e que tém sido aplicados na medicina,

farmacologia e bioquimica (Scalbert et al., 2005;Kochetova et al, 2007).

1.10.1 Propriedades antioxidantes

Actualmente, tém sido atribuidas propriedades antioxidantes aos compostos
fendlicos, mais especificamente a classe dos flavonoides. Os mecanismos de acgéo
anti-oxidante podem incluir (1) a supressdo da formacdo de espécies reactivas de
oxigénio (ROS) através da inibicdo de enzimas ou da acgéo quelante de elementos

metalicos envolvidos na producdo dos radicais livres; (2) sequestro de espécies
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reactivas de oxigénio, e (3) regulacdo e protecgcdo das defesas antioxidantes (Pietta,
2000;Heim et al., 2002).

As células respondem aos compostos fendlicos principalmente através de
interac¢des directas com os receptores ou enzimas envolvidos na transducéo de sinal,
gue pode resultar na modificacdo do estado redox das células e pode desencadear
uma série de reaccdes redox dependentes. Ambos os efeitos anti- e pro-oxidantes tém
sido descritos na literatura. Como antioxidantes, os compostos fenélicos melhoram a
sobrevivéncia celular e como pro-oxidantes podem induzir apoptose e prevenir o
crescimento tumoral (Scalbert et al., 2005).

Os flavondides inibem as enzimas responsaveis pela producdo do anido
superdxido, como a xantina-oxidase e a proteina cinase C. Alguns estudos evidenciam
a inibicdo da ciclo-oxigenase, lipoxigenase, monoxigenase microssomal, glutationo S-
transferase e a NADH oxidase, todas elas compreendidas na producdo de ROS
(Pietta, 2000;Heim et al., 2002). Por exemplo, a quercetina, a genisteina, a daidzeina e
a rutina encontram-se descritas por ostentarem caracter anti-oxidante (Pinent et al.,
2008;Choi et al., 2008).

A guercetina encontra-se possivelmente envolvida ha modulagéo e na proliferagédo
celular da célula B, atenuando a degeneragdo das células B e diminuindo o stress
oxidativo (Vessal et al., 2003;Pinent et al., 2008).

A genisteina e a daidzeina promovem o aumento da massa de células B, em
modelos animais da diabetes. E sugerida uma accgéo profilactica destes compostos na
diabetes, pois previnem a destruicdo das células  pancreaticas através da modulacao
da apoptose e consequentemente o desenvolvimento da patologia (Choi et al., 2008).
Encontra-se descrita a alteracdo das actividades da superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationo-peroxidase (GSH-Px), assim como a diminuicdo da
concentracdo das substancias reactivas ao &acido tiobarbitarico (TBARS), com
consequente reducdo do stress oxidativo em ratos diabéticos administrados com
genisteina (Lee, 2006).

1.10.2 Propriedades hipoglicemiantes dos produtos naturais

Os compostos fendlicos e outros constituintes distintos isolados das plantas
tém sido descritos por manifestarem propriedades hipoglicemiantes. Encontram-se
incluidos os flavondides, xantonas, saponinas, guanidinas, polissacarideos, péptidos,
ides inorganicos, alcaldides, entre outros. No entanto, os mecanismos de ac¢éo destes

compostos ainda permanecem um pouco incertos. Eles podem promover a libertagéo
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de insulina ou a utlizacdo periférica de glicose (Li et al., 2004;Gurib-Fakim,
2006;Mukherjee et al., 2006).

1.10.2.1 Alcaloides

Varios alcaléides tém sido isolados de plantas medicinais e a sua possivel
actividade hipoglicemiante tem sido estudada em diferentes modelos animais.

A berberina, isolada de Tinospora cordifolia, € conhecida por apresentar uma
actividade hipoglicemiante eficaz. Estudos em linhas celulares Caco-2 sugerem que, a
sua actividade hipoglicemiante é atribuida em parte a sua capacidade de inibir a a-
glicosidase, assim como, de diminuir o transporte da glicose através do epitélio
intestinal (Mukherjee et al., 2006).

1.10.2.2 Polissacarideos

Os polissacarideos com actividade hipoglicemiante tém sido isolados de
plantas tais como Aloe vera, Ocimum sanctum e Alpinia galanga. A actividade
hipoglicemiante destes compostos tem sido atribuida a capacidade de aumentar os
niveis plasmaticos de insulina, reduzir os niveis de glicose sanguinea e melhorar a

tolerancia a glicose (Mukherjee et al., 2006).

1.10.2.3 Flavondides

Os flavondides representam outro grupo de compostos com propriedades
hipoglicemiantes, capazes de melhorar os metabolismos glicolitico e oxidativo, que se
encontram alterados no estado diabético (Mukherjee et al., 2006).

Estudos in vitro demonstram que alguns flavonéides modificam a capacidade
insulino-secretora da célula B. A genisteina € a isoflavona mais estudada actualmente.
Estudos recentes apontam para um aumento da secrecdo de insulina na presenca de
um estimulo de glicose na linha celular de célula B pancreatica MIN6, assim como em
ilhéus cultivados de ratinho e rato em concentragdes até 100 ymol L™. Pensa-se que
pode estar envolvida na via de sinalizacéo celular cAMP/PCA (Liu et al., 2006;Pinent
et al., 2008). Porém, elevadas concentracbes de genisteina, inibem a secrecao de
insulina em ilhéus de rato (Pinent et al., 2008). E atribuida & genisteina e a outra
isoflavona, a daidzeina, a capacidade de diminuir a producéo hepatica de glicose, com
alteracao do perfil enziméatico do metabolismo hepatico da glicose (Choi et al., 2008).

A quercetina, de acordo com alguns estudos, € responsavel por um aumento

no nimero de ilhéus pancreaticos em ratos normais e em ratos cujo estado diabético
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foi induzido (Vessal, 2003; Pinent, 2008). E-lhe atribuido um efeito estimulatério na
secrecdo de insulina em parte através da alteracdo do metabolismo do Ca*
(Mukherjee et al., 2006;Cechinel, V, 2009).

A rutina, a forma glicosidica da quercetina, promove um aumento dos niveis de
insulina plasméatica em jejum em ratos cujo estado diabético foi induzido com
estreptozotocina (Pinent et al., 2008).

As catequinas também tém sido descritas como estimuladoras da secregéo de
insulina de ilhéus isolados de rato (Pinent et al., 2008).

Alguns derivados glicosidicos do canferol ttm demonstrado um efeito agudo na
diminuicdo da glicemia em ratos diabéticos e uma estimulacdo da captacdo e
utiizacdo da glicose, o que sugere que estes compostos actuem ao nivel do
transportador de glicose (de Sousa E. et al., 2004;Cechinel, V, 2009).

O acido ferrulico, apesar de ndo pertencer a classe dos flavonoides, e constituir
um acido hidroxicinamico, tem sido descrito por ostentar actividade antioxidante
elevada conjuntamente com uma actividade hipoglicemiante em animais que
manifestam hiperglicemia. Estudos in vitro em células pancreaticas RIN-5F sugerem
gue os compostos amida, derivados do acido ferralico tém efeitos estimulatérios na

secrecgédo de insulina (Mukherjee et al., 2006).

1.10.2.4 Saponinas

As saponinas apresentam na sua estrutura uma aglicona, geralmente
triterpenos ou esterdides, ligados a residuos glicosidicos (Yoshikawa & Matsuda,
2006).

A kaikasaponina lll, isolada das flores de Pueraria thunbergiana
(Leguminosae), apresenta efeitos hipoglicemiantes e hipolipidémicos em ratos
diabéticos induzidos com STZ. E-lhe também atribuida uma accdo antioxidante
(Yoshikawa & Matsuda, 2006).
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1.11 Métodos analiticos

1.11.1 Métodos de extraccado de compostos fendlicos

A extraccdo de compostos fendlicos das plantas compreende a libertagdo destes
compostos das estruturas vacuolares, onde se encontram armazenados, provocando a
ruptura dos tecidos vegetais ou entdo através de um processo de difusdo. A extraccao
sélido-liquido ou a extraccdo em fase sélida constituem métodos usualmente aplicados
na extracgdo de compostos fendlicos (Escribano-Bailén & Santos-Buelga, 2003).

Os compostos fendlicos sollveis sao geralmente extraidos usando agua, metanol,
etanol ou acetona. A presenca de glucidos ligados conferem aos compostos fendlicos
uma maior solubilidade em &gua e, misturas dos solventes acima mencionados com
agua constituem solventes melhores para os glicésidos. Porém, agliconas menos
polares tais como isoflavonas, flavanonas, flavonas e flavonois bastante metoxilados
tendem a ser mais sollveis em solventes ndo-aquosos (Escribano-Bailon & Santos-
Buelga, 2003).

1.11.2 Extraccéo sélido-liquido (SLE — Solid liquid extraction)

A extraccdo por solventes de amostras sdlidas, que é vulgarmente designada de
extraccao solido-liquido, consiste numa das técnicas mais antigas para preparacéo de
amostras soélidas. E usada na remocio e separacdo de compostos de interesse de
amostras insollveis. Normalmente, € efectuada com recurso a maceracgao, tendo em
atencao a escolha do solvente e a utilizacdo de calor e/ou agitagdo para aumentar a
solubilidade dos compostos e a taxa de transferéncia de massa (Luque de Castro &
Priego-Capote, 2010).

No que diz respeito a obtencdo de compostos fendlicos, a extrac¢cdo sélido-liquido
envolve a separagdo dos compostos fendlicos por difusdo de uma matriz sélida

(tecidos de planta) utilizando uma matriz liquida (solvente).

1.11.3 Extraccao por refluxo — extrac¢cdo por Soxhlet

A extracgdo por soxhlet constitui uma técnica padrdo e € a principal referéncia para
avaliar o desempenho de outros métodos de extraccao sdlido-liquido. Num sistema
Soxhlet convencional o material vegetal é colocado num cartucho de suporte e
preenchido com o solvente condensado fresco proveniente de um baldo de destilag&o.
Quando o solvente condensado ultrapassa um certo volume, ele escoa de volta para o

baldo, onde é aquecido, e é novamente evaporado. Deste modo, 0s solutos s&o
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concentrados no baldo e o solvente, quando entra em contacto com a fase sélida, esta

sempre puro (Wang & Weller, 2006).

1.11.4 Extraccdo em fase solida (SPE)

A extraccdo em fase solida é um método utilizado na extraccdo de compostos
existentes numa matriz liquida ou como complemento na extrac¢do por solventes.
Pode ainda ser aplicado como método de purificagdo/fraccionamento ou para pré-
concentracdo de compostos (Thurman & Mills, 1998;Escribano-Bailon & Santos-
Buelga, 2003).

Este processo decorre através da adsorcdo do analito a uma fase sélida existente
numa coluna descartavel, seguida da sua eluicdo com um solvente apropriado para a
andlise que se pretende efectuar, recorrendo a pressdo aplicada ou sob véacuo
(Thurman & Mills, 1998).

Os mecanismos de retencdo do analito envolvem interac¢des de van der Waals,
ligacdes de hidrogénio, forcas dipolo-dipdlo, exclusdo molecular e trocas anidnicas ou
cationicas. As colunas de fase reversa Cig constituem o tipo de colunas usado mais
frequentemente. A sua superficie de adsor¢do é uma das mais hidréfobas e apresenta
uma elevada capacidade de adsorcao. Possibilita a separacédo dos analitos através da
sua polaridade, em que a fase estacionaria € derivatizada com cadeias
hidrocarbonadas, que retém os compostos de média a baixa polaridade devido ao
efeito hidréfobo. O analito é posteriormente eluido pela passagem de um solvente
apolar na coluna, que quebra a interaccdo entre o analito e a fase estacionaria
(Thurman & Mills, 1998;Novakova & Vickova, 2009).

Actualmente, € o método mais vugarmente utilizado devido a algumas vantagens
gue apresenta: elevada recuperacdo do analito, purificacdo de extractos e pré-
concentracdo eficaz, redugdo no consumo de solventes orgénicos, facilidade de
automacdo e compatibilidade com a andlise cromatografica (Thurman & Mills,
1998;Novakova & Vickova, 2009).

1.12 Métodos de separacao e analise

A complexidade dos extractos naturais exige cada vez mais técnicas
consistentes e eficazes que permitam a separagdo e caracterizacdo dos compostos
existentes, nomeadamente dos compostos fendlicos. Hoje em dia, a cromatografia
liqguida de elevada eficiéncia (HPLC) constitui a técnica mais aceitavel e consistente na

analise de compostos fendlicos.
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1.12.1 Cromatografia liquida de elevada eficiéncia (HPLC- High-
performance liquid chromatography)

Os avangos mais distintos em cromatografia tém ocorrido no dominio do HPLC,
apesar de esta técnica existir h4 aproximadamente 40 anos. Até ao advento do HPLC,
a maioria das separacdes fitoquimicas eram realizadas por cromatografia em camada
fina (TLC- thin layer chromatography), em papel ou em coluna aberta. Porém, estes
métodos apresentam uma quantificacao inadequada e uma resolucdo deficiente para
compostos semelhantes. J& por sua vez, a cromatografia gasosa proporciona uma
excelente resolugcdo mas é restrita a substancias volateis, a ndo ser que sejam
submetidas a derivatizacdo quimica. Deste modo, surge a técnica de HPLC que
permite separar compostos sollveis em agua, termolabeis e ndo volateis com elevada
rapidez, precisdo e resolucdo. Constitui a técnica analitica mais utilizada na andlise de
compostos fendlicos, permitindo a utilizacdo de diferentes modos de separagdo e
deteccao (Harborne, 1993;Marston, 2007).

As colunas de fase normal tém sido algumas vezes utilizadas para separar
compostos fendlicos por HPLC. No entanto, estes sistemas de fase normal
apresentam o problema de os compostos mais polares poderem ficar irreversivelmente
retidos na coluna, o que pode resultar numa alteracdo gradual das caracteristicas da
separacdo. Assim, as colunas de fase reversa (RPC- Reverse phase column) sdo
normalmente escolhidas para separar compostos fenodlicos. Usualmente sdo utilizadas

colunas C8 ou Clse fases moéveis aquosas com modificadores organicos como metanol

ou acetonitrilo (Robards & Antolovich, 1997).

A eluicdo a utilizar pode ser isocratica, para separar compostos de uma familia
especifica ou por gradiente, que é normalmente preferida para separar misturas
complexas de compostos fendlicos. Os sistemas mais comuns incluem um gradiente
binario de solventes, em que um dos solventes é normalmente agua acidificada ou
com aditivos como o fosfato (solvente A), e 0 outro é geralmente constituido por
metanol ou acetonitrilo, puros ou acidificados (solvente B). A separacdo demora
normalmente cerca de uma hora, utilizando um fluxo de 1.0-1.5 mL™ (Tsao & Deng,
2004). Em fase reversa, os compostos mais polares sao geralmente eluidos em
primeiro lugar, visto que a fase estacionaria € menos polar que a fase movel e, por
isso 0s compostos sao eluidos por ordem decrescente de polaridade. Desta forma, os
diglicésidos precedem os monoglicésidos, que sdo eluidos da coluna antes das
agliconas (Robards & Antolovich, 1997;Santos-Buelga et al., 2003; Teixeira, 2006).
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1.12.1.1 Deteccao em HPLC
1.12.1.1.1 Deteccdo ultravioleta-visivel (UV) e diode array (DAD)

A espectrometria UV-VIS tem sido bastante utilizada na quantificacdo de
compostos fendlicos, visto que ostentam ligagdes duplas conjugadas ou anéis
aromaticos que absorvem na regido do ultravioleta e visivel. A aplicacdo do detector
UV-VIS em métodos separativos, especialmente a combinacdo do DAD com HPLC,
vai muito aquém da quantificacdo por absorcédo de radiacédo (Tsao & Deng, 2004).

De facto, a introducdo de HPLC-DAD melhorou significativamente a andlise deste
tipo de compostos, pois possibilita ndo s6 obter as caracteristicas de retengdo, como
0s espectros UV de cada um dos compostos. Este tipo de detector € capaz de
simultaneamente detectar e tracar cromatogramas a diferentes comprimentos de onda
(c.d.0.), aumentando substancialmente o desempenho da separacdo do sistema assim
como a sensibilidade de deteccdo dos compostos. Os espectros de cada pico, obtidos
on-line, sdo gravados e podem depois ser comparados com bibliotecas de espectros.
O ruido e as flutuacbes da linha de base dos cromatogramas podem também ser
corrigidos, subtraindo ao cromatograma do c.d.o. escolhido para a gravacédo, o obtido
a um c.d.o. de referéncia onde o composto praticamente ndo absorva. Além disso,
com os detectores de DAD pode ser obtida alguma informacéo acerca do grau de
pureza dos picos: examinando os espectros UV obtidos ao longo do pico e calculando
as razdes entre absorvancias a diferentes c.d.o.; se estas razfes forem constantes ao
longo de todo o pico pode-se assumir que 0 pico estd puro, a ndo ser que dois
compostos com exactamente 0 mesmo espectro UV tenham coeluido naquele pico
(Santos-Buelga et al., 2003; Teixeira, 2006).

Apesar da analise por HPLC-DAD permitir a obtencdo de alguma informagéo util
para a identificacdo de compostos fenélicos, a sua identificacdo inequivoca néo pode
ser apenas baseada em espectros UV. Para uma elucidagéo estrutural completa é
necessario, na maioria dos casos, recorrer a outras técnicas como a espectrometria de
massa (MS — Mass spectrometry) ou a espectroscopia de ressonancia magnética

nuclear (NMR- Nuclear magnetic resonance),(Tsao & Deng, 2004; Teixeira, 2006).

1.12.1.1.2 Detectores de massa (MS)

A espectrometria de massa, em geral, tem-se demonstrado muito util na
identificacdo de compostos fenolicos, permitindo obter informagdo sobre a massa

molecular e a estrutura dos compostos. Esta técnica resume-se a separacao dos

compostos na forma de ides através da razdo massa/carga (m/z), seguida da sua
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identificacdo através de um espectro de massa que apresenta a abundancia relativa
dos idbes em funcdo de m/z (Wood, 2006). O aparelho de MS é constituido
essencialmente pelo sistema de injeccdo da amostra, fonte de ionizacdo, um
analisador de massa, um detector de ides e um sistema de analise de dados.

Porém, o acoplamento entre HPLC e MS ndao foi facil, visto que as condicbes
normais de funcionamento do espectrometro de massa (vacuo elevado, temperatura
elevada, funcionamento em fase gasosa e taxas de fluxo reduzidas) sdo o oposto das
usadas em HPLC, nomeadamente funcionamento em fase liquida, pressoes elevadas,
taxas de fluxo elevadas e temperaturas relativamente baixas. Deste modo, foram
desenvolvidas interfaces que realizam a nebulizacdo e vaporizacdo do liquido, a
ionizacdo da amostra, a remoc¢&do do excesso de solvente vaporizado e a extracgao
dos ibes para o analisador de massa. A maioria das interfaces funciona com sistemas
de HPLC de fase reversa e abrangem a ionizacdo de pequenas moléculas apolares
(agliconas) e de grandes moléculas polares (glicésidos) (Marston & Hostettmann,
2006).

A ionizacgdo a pressao atmosférica (APl - Atmospheric pressure ionization) tornou o
LC-MS mais sensivel e facil de manusear. Uma interface API é constituida por cinco
partes: (a) o dispositivo de introducdo do liquido ou sonda com spray; (b) a regido
produtora de ibes a pressao atmosférica real, onde os ides sdo gerados por meio de
ionizacdo por electrospray (ESI), de ionizacdo quimica a pressao atmosférica (APCI),
ou por outros meios; (c) uma abertura para a amostra iénica; (d) uma interface para
vacuo a pressdo atmosférica; (e) um sistema Optico i6nico, onde os ibes sao
consequentemente transportados para o analisador de massa. As técnicas de ESI e
APCI compreendem uma ionizacdo suave que produz os principais ides moleculares
de pequenos metabolitos das plantas, como por exemplo os flavonéides (De Pascual-
Teresa & Rivas-Gonzalo, 2003;Marston & Hostettmann, 2006).

Actualmente, ESI € a técnica mais comummente utilizada na andlise de
flavonéides polares ou i6nicos, principalmente devido a facilidade com que consegue
ionizar este tipo de compostos. Esta técnica permite a detec¢cdo do ido molecular,
assim como da molécula protonada [M+H]*, aducto [M+Na]® ou da molécula
desprotonada [M-H], e provoca apenas fragmentacdo moderada das moléculas.
Ademais, esta técnica providencia informacéo estrutural de compostos altamente
polimerizados a partir da andlise dos perfis de fragmentacdo e do nivel da carga dos
idbes formados (Fossen & Andersen, 2006).

Na interface de ESI (figura 13), o eluente, proveniente do HPLC, entra num capilar

mantido a pressdo atmosférica e a elevada voltagem. Devido ao campo eléctrico
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gerado pela diferenca de potencial, o liquido é transformado num spray de gotas
carregadas, que sao dessolvatadas, a medida que passam na regido de pressao
atmosférica da fonte, em direccao ao contra eléctrodo. A dessolvatacéo é assistida por
um fluxo de um gas de secagem, normalmente azoto, que passa em continuo na
regido do spray. Os ides carregados dos analitos sdo conduzidos para o
espectrometro de massa, através da passagem por duas zonas de pressao cada vez
menor (Ardrey, 2003; Teixeira, 2006).

Skimmers
Gotas de
solverteianalita
Capilar a elevada voltager [spray]

Fluxo \

analitodel uente
»

[seringa ou LC)

Parz especﬁrdﬂe‘tro
/ de masss

»

Pressio atmosférica

Bomba vicuo

Figura 13: Representagdo esquematica da fonte ESI
Adaptado de Gates, 2004b.

As diferencas entre APCI e ESI encontram-se no método de formacao do spray e
no mecanismo de formacédo dos ibes (Ardrey, 2003). A fonte APCI é mais adequada
para compostos que sao parcialmente volateis e apresentam uma polaridade média.
Comparativamente ao ESI, o APCI produz mais ides fragmentados no espectro devido
aos duros processos de vaporizacdo e ionizacdo (Fossen & Andersen, 2006). Na
interface de APCI (figura 14), o liquido proveniente do HPLC entra na interface,
através de uma agulha e é transportado por um fluxo de azoto aquecido que o conduz
ao nebulizador, mantido também a temperatura elevada, onde as gotas sao formadas

e dessolvatadas.
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Figura 14: Representacdo esquematica da fonte APCI
Adaptado de Gates, 2004a.

O spray formado passa através de uma regido aquecida onde o vapor é
continuamente dessolvatado. As espécies neutras resultantes sdo submetidas a uma
descarga de coroa onde a ionizacao dos analitos € obtida por processos de ionizagédo
guimica, com o solvente vaporizado a actuar como gas reagente. Devido a descarga
aplicada, as moléculas de solvente adquirem carga e, através de uma subsequente
transferéncia de carga, as moléculas do analito ficam também carregadas. Os i6es sdo
depois conduzidos para o interior do espectrometro de massa, através de uma
apropriada diferenca de potencial aplicada (Ardrey, 2003; Teixeira, 2006).

Os analisadores de massa mais utilizados hoje em dia sdo baseados num feixe de
transporte de ides tais como campo magnético, tempo de voo (TOF — Time of flight) e
filtro de massa quadropdlo, ou na tecnologia de “aprisionamento” de ides como
armadilha de ides (IT — lon trap). Apresentam capacidades diferentes relativamente a
resolucdo, preciséo e intervalo de massa analisados (Tsao & Deng, 2004).

O analisador de armadilhas de ides € um quadrupdlo tridimensional. Consiste hum
conjunto de eléctrodos, um central e dois terminais. Os iBes, depois de introduzidos no
ion trap, seguem uma trajectoria complexa mas estavel devido a aplicacdo de uma
diferenca de potencial de radiofrequéncia. A medida que se aumenta esta diferenca de
potencial, a trajectéria dos ides de menor massa torna-se instavel e estes sao
encaminhados para o detector. Através da variacdo sistematica da diferenca de
potencial de radiofrequéncia é produzido um espectro de massa. Tal como o
analisador de quadrupdlo, o analisador de armadilha de ides permite uma analise
rapida e é compativel com pressdes relativamente elevadas. A grande desvantagem
dos analisadores de quadrupdlo e armadilha de iBes € a sua baixa resolucdo, pois
usualmente ndo permitem a separacdo de ides com m/z semelhante e energias
diferentes (Ardrey, 2003; Teixeira, 2006).
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A quantidade de informac&o estrutural obtida, a sensibilidade e selectividade da
deteccdo podem ser ampliadas através da utilizacdo de espectrometria de massa
tandem (TMS — Tandem mass spectrometry), ou seja, dois analisadores de massa
(MS?) ou mais (MS") acoplados em série. E produzida uma maior fragmentacéo dos
ibes precursores, fornecendo informacado adicional sobre a estrutura dos compostos
para a sua identificacdo (Tsao & Deng, 2004). Em MS? é escolhido um ido especifico
da fragmentagéo inicial, que € novamente fragmentado em i6es de menor massa, 0s
gquais séo usados para obter informacao estrutural mais detalhada sobre o composto
em analise. Em misturas complexas, estes ifes resultantes podem permitir a
identificacdo inequivoca de compostos ja conhecidos. Se se tratar de compostos
desconhecidos, estes fragmentos fornecem informacgé&o para uma futura elucidacéo da
sua estrutura. Existem varios tipos de instrumentos que permitem realizar experiéncias
de MS-MS como sejam o triplo quadrupdlo, o espectrometro de massa hibrido, o
analisador TOF tandem MS, o TOF quadrupdlo e ion trap tandem MS, entre outros
(Ardrey, 2003; Teixeira, 2006).

O processamento dos resultados em LC-MS pode ser realizado em varios modos,
mas 0S mais comuns sdo o cromatograma de corrente i6nica total (TIC- Total ion
current), a monitorizacdo do iAo seleccionado (SIM- Single ion monitoring) e a
monitoriza¢ao da reaccéo seleccionada (SRM- Selected reaction monitoring).

O cromatograma de TIC representa graficamente a corrente idnica total em funcéo
do tempo e, portanto, sdo detectados compostos de todos os valores de m/z dentro de
uma determinada gama, 0 que torna a identificacdo e quantificacdo do composto de
interesse por vezes dificil. Em SIM é seleccionada uma gama muito restrita de valores
m/z, normalmente até um uanico valor, e sdo apenas detectados 0s compostos
correspondentes aquele valor de m/z. A monitorizacdo por reaccdo seleccionada
(SRM) é provavelmente o método mais utilizado em andlise quantitativa por LC-MS
porque permite a producdo de um unico fragmento, que pode ser quantificado com
elevada sensibilidade, mesmo a partir de uma matriz muito complicada. Neste tipo de
monitorizacdo € especificado o ido precursor do composto, para a posterior
fragmentacdo por MS-MS, e é detectado um Unico fragmento resultante do primeiro
(Teixeira, 2006).
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2. Problema e Objectivos

A flora nativa portuguesa inclui varias plantas as quais se atribuem
propriedades hipoglicemiantes, sem que estas tenham, no entanto, sido ainda
cientificamente demonstradas. A Cytisus multiflorus, vulgarmente designada por giesta
branca, € uma dessas plantas, utilizada na medicina tradicional. As propriedades
hipoglicemiantes do extracto aquoso de C. multiflorus foram recentemente
demonstradas num trabalho prévio de investigacdo, desenvolvido nos Laboratérios do
Departamento de Quimica da Universidade de Evora e do ICAAM. Neste trabalho,
observou-se uma diminui¢do significativa das glicemias pos-prandiais e um aumento
das insulinemias p6s-prandiais dependentes da dose, em roedores que apresentaram
anomalias das provas de tolerancia a glicose oral (Antunes et al, 2009).

Esta planta ainda n&o foi caracterizada quimicamente, desconhecendo-se
guais 0s componentes responsaveis pela actividade hipoglicemiante. Assim, neste
trabalho, pretendeu-se contribuir para o esclarecimento da composicdo quimica deste
extracto e avaliar a sua actividade biolégica, com vista a identificacdo de compostos

de potencial interesse farmacolégico.
Especificamente pretendeu-se:

i. Efectuar a caracterizacdo quimica do extracto aquoso das flores de C.
multiflorus. Para tal, procedeu-se a preparacdo de uma extracto aquoso
recorrendo a extraccdo sélido-liquido; fraccionou-se 0 extracto aquoso
recorrendo a técnica de separacdo em fase séblida (SPE); avaliou-se a
composicdo quimica das frac¢cdes do extracto por Cromatografia Liquida de
Elevada Eficiéncia com deteccao por diode array (HPLC-DAD) e identificaram-
se alguns compostos presentes nas frac¢des do extracto aquoso recorrendo a
técnica de Cromatografia Liquida de Elevada Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massa (HPLC-MS).

i. Determinar a actividade antioxidante e a quantidade de fendis totais presentes
nas fraccbes do extracto aquoso de C. multiflorus, dado que alguns dos
compostos cujos efeitos se verificam beneficiar a actividade celular possuem
actividade antioxidante. A quantidade de fendis totais foi determinada através
do método de Folin-Ciolcateau modificado e a actividade antioxidante pelo
método do DPPH.

iii.  Avaliar in vivo o efeito hipoglicemiante de algumas frac¢des do extracto aquoso

de C. multiflorus obtidas anteriormente. Para tal, utilizou-se uma estirpe de
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ratos Wistar intolerantes a glicose, aos quais foram administrados diferentes

fraccBes do extracto, tendo-se medido as glicemias em jejum e pés-prandiais.
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3.1 Recolha e preparagao do material vegetal

As flores da giesta branca foram adquiridas na aldeia de Barreiros, concelho de
Valpacos, distrito de Vila Real em Tras-os-Montes, no més de Marco de 2008. A
identificacdo botanica da planta foi realizada pela Professora Marizia Menezes, do
Departamento de Planeamento Biofisico e Paisagistico da Universidade de Evora.

O material vegetal foi seco em local arejado e ao abrigo do sol e posteriormente

reduzido a p0, utilizando uma picadora convencional de cozinha.

3.2 Equipamento

As analises por HPLC foram realizadas num aparelho Agillent 1100 system (Agillent
Technologies, Alemanha) equipado com detectores UV e DAD, um desgaseificador
G1322A, uma bomba quaternaria G1311A, um injector manual Rheodyne 7725i
acoplado a um loop de 20 yL e software HP Chemstation. A coluna analitica utilizada
foi uma coluna de fase reversa Zorbax Eclipse XDB-C.g (Agillent Technologies,

Alemanha), dimensbdes 250x4.6mm e com tamanho da particula 5um.

As analises por LC-ESI-MS foram realizadas com um aparelho de HPLC Surveyor
ThermoFinnigan equipado com detector de DAD e um amostrador automatico, que se
encontrava acoplado a um espectrémetro de massa LCQ Advantage ThermoFinnigan
com fonte de ionizacdo electrospray e analisador de massa com armadilha de iBes (ion
trap). Controlou-se o sistema com o software Xcalibur ThermoFinnigan. A coluna
analitica utilizada foi uma coluna de fase reversa Zorbax Eclipse XDB-C,g (Agillent

Technologies, Alemanha), dimensdes 150x4.6mm e com tamanho da particula 5um.

A determinacédo da actividade antioxidante e o doseamento de compostos fendlicos

totais das fracgBes do extracto foram realizados num espectrometro Hitachi U-2000.

Os extractos foram secos a vacuo utilizando um evaporador rotativo Heidolph VV
2000 e um banho termostatizado Heidolph WB 2000.
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3.3Materiais e Reagentes

Os materiais e reagentes utilizados encontram-se descritos nas tabelas 3 e 4,

respectivamente.

Tabela 3: Caracteristicas dos materiais utilizados.

Material Caracteristicas Fabricante
] LU Watman 42 ashless 150mm@ Watman
Cartuchos SPE LC18 Supelco 20mL, 5g Sigma-Aldrich
AITES ClO RS 0.45 pm diametro dos poros VWR
Nylon 25mm diametro do filtro
Tabela 4: Grau de pureza e fabricantes dos reagentes utilizados
Reagente Grau de pureza Fabricante
Acetonitrilo HPLC gradiente SDS
Metanol HPLC gradiente Merck
~ Metanol p.a. SDS
Acido férmico 98% Merck
Hidroxido de sédio p.a. Merck
Carbonato de sédio p.a. Merck
D-catequina 96% Fluka
Solucéo aquosa (100mL):
- 10g NA,W0O,4.2H,0
L - 25g Na;M004.2H,0
Reagente de Folin-Ciocalteu - 5mL HyPO, 85% Panreac
- 10mL HCL 35%
- 159 L|2$O4H20
DPPH : :
0, -
(Radical 2,2'-difenil-1-picrilhidrazil) =5 SIEEL AL
Glicose p.a. Sigma
Tris p.a. Merck
Hidroxido de potassio p.a. Merck
Eter etilico José M. Vaz Pereira
EDTA p.a. Merck
Cloreto de sddio p.a. Merck
Glicazida Labesfal 80mg Labesfal

A agua utilizada no fraccionamento do extracto e nas analises por HPLC e LC-MS

foi previamente bidestilada e depois desionizada através de um sistema Milli-Q
(Simplicity® UV, Millipore Corp., France).
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3.4Procedimento Experimental

3.4.1 Preparacao do extracto aquoso de Cytisus multiflorus

O extracto aquoso de Cytisus multiflorus foi preparado de duas formas, por infusdo
e por refluxo (soxhlet), de forma a comparar a eficiéncia destes métodos de extraccao
sélido-liquido.

Para obter o extracto por infusdo, utilizaram-se 25g de flor triturada em 750 mL de
agua, sendo levado a ebulicdo durante 10 min.

Para obter o extracto por refluxo utilizaram-se 15g de flor triturada em 500 mL de
agua, que permaneceram em extrac¢ao durante 3h a 60°C.

Apos arrefecimento dos extractos, estes foram filtrados e secos em evaporador
rotativo sob vacuo. Os extractos secos foram conservados a 4°C até posterior

fraccionamento por SPE.

3.4.2 Fraccionamento do extracto aquoso de Cytisus multiflorus e
Isolamento dos compostos

O fraccionamento dos extractos totais de Cytisus multiflorus foi efectuado por SPE.
Para tal, os cartuchos de SPE foram previamente condicionados com 50 mL de
metanol e 30 mL de agua ultra-pura. Depois de condicionados, os cartuchos foram
secos sob vacuo e aplicaram-se as amostras de extracto total. Os cartuchos foram
novamente secos sob vacuo, durante 1 hora aproximadamente, para permitir a
retencdo dos compostos nos cartuchos. Os compostos foram depois eluidos
lentamente com 10 mL de cada mistura com percentagem crescente de metanol em

agua, conforme exemplificado na tabela 5 (Teixeira, 2006).

Tabela 5: Eluentes usados no fraccionamento por SPE do extracto aquoso de C. multiflorus

Eluentes Proporcédo adgua (%) Proporgao metanol (%)

1° 100 0

2° 90 10

3° 80 20
11° 0 100

47



Materiais e Métodos

3.4.3 Anédlise do extracto por HPLC-DAD

A andlise dos extractos obtidos foi realizada por cromatografia liquida de
elevada eficiéncia (HPLC), utilizando um detector de diode-array e um loop de 20 pL.
A fase mdvel consistia num sistema binario de solventes: A- acetonitrilo e B- agua
contendo 2.5% de acetonitrilo (viv) e 0.5% de &cido férmico (v/v). A separacdo foi
realizada por gradiente durante 30 minutos, iniciando com 100% de B e 0% de A e
terminando com 0% de B e 100 % de A, utilizando um fluxo de 1 mL min™.O perfil
cromatogréfico foi gravado a 280 nm e a 254 nm (largura da banda: 4 nm e c.d.o de
referéncia 400 nm). Todas as analises foram realizadas a temperatura ambiente e
todas as injeccbes de amostra foram executadas manualmente. As amostras do

extracto total foram previamente filtradas.

3.4.4 Doseamento dos fendis totais existentes em cada frac¢éo do
extracto

A determinacdo da quantidade de fendis totais em cada fraccédo do extracto foi
efectuada de acordo com o método de Folin-Ciocalteau modificado (Sharma et al,
1995). Os resultados foram expressos em equivalentes de D-catequina. Para tal,

construiu-se uma recta de calibracdo para a D-catequina (Absorvancia 700nm vs

concentracao (mg mL_l)). Preparou-se uma solucdo padréo stock 100 pymol L™ de D-
catequina. Por diluicdo desta solugdo com agua bidestilada, prepararam-se solucdes
padrdo de concentragdes 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60umol L™. Aliquotas de 2 mL de
cada um dos padroes foram misturadas com 0.4 mL de carbonato de sodio (10%
(m/v)) em hidroxido de sddio (0.1 mol L™) e 0.2 mL de reagente de Folin-Ciocalteau
(1.0 mol L™). As misturas foram colocadas num banho de agua (90-100°C) durante 1
minuto. Depois da fervura, as misturas foram arrefecidas até a temperatura ambiente e
foi medida a respectiva absorvancia a 700 nm.

A determinacdo da quantidade de fendis totais nas fraccdes do extracto foi
realizada utilizando um procedimento semelhante, depois de efectuadas as diluicdes
adequadas, de modo a apresentarem a mesma concentracdo, 1.2 mg mL™, para que
seja possivel comparar o conteudo em fendis totais existente em cada uma.

Todas as determinagdes foram realizadas em triplicado.
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3.4.5 Determinacao da actividade antioxidante de cada frac¢cdo do extracto

A actividade antioxidante das fraccdes do extracto foi determinada
espectrometricamente, utilizando um método de descoloracdo de radicais, DPPH

(Brand-Williams et al., 1995). Deste modo, preparou-se uma solucéo de radical DPPH

-1

em metanol (100.0 ymol L ). Foram adicionados 0.1 mL de cada frac¢do a 2.9 mL de
DPPH e as misturas foram protegidas da luz, a temperatura ambiente durante 30
minutos até a reaccao de descoloragdo terminar. Apos este tempo determinou-se a

absorvancia de cada mistura (Ar). Mediu-se também a absorvancia da mistura de 2.9

mL de DPPH com 0.1 mL de metanol, que constituiu a referéncia (Ao). Todas as
determinacbes foram efectuadas em triplicado, a um c.d.o. de 515 nm num
espectrometro de UV-Vis.

A actividade antioxidante das fraccbes foi efectuada em solugbes com
concentracdo 1.2 mg mL™, obtidas por diluicdo com &gua bidestilada.

Com os resultados obtidos determinou-se a percentagem de inibicdo para cada

fraccdo do extracto.

3.4.6 Identificacdo de alguns compostos existentes nas frac¢cbes do
extracto por LC-ESI-MS

As fraccbes do extracto aquoso de C. multiflorus foram injectadas no LC-ESI-MS
para identificacdo de alguns compostos. Inicialmente procedeu-se a analise em full MS
em modo negativo, de cada fraccao e apds a andlise dos espectros UV e de massa
destas mesmas fraccOes seleccionaram-se picos cromatograficos que foram

submetidos a MS?2.

Tabela 6: Condi¢c6es de analise das fracgdes do extracto aquoso de C. multiflorus por LC-ESI-MS

Condicdes de analise LC-ESI-MS/LC-ESI-MS-MS
Temperatura do capilar (°C) 300
Potencial do cone/Voltagem da fonte (kV) -4.5
Corrente da fonte (uA) 100
Potencial /Voltagem do capilar (V) -45

Intervalo de analise (m/z) 100-800/100-2000

Gas de coliséo He
Percentagem de colisdo (%) 35

A fase movel consistia num sistema binério de solventes: A- acetonitrilo e B- 4gua

contendo 0.1% de &cido férmico (v/v). A separacao foi realizada em gradiente durante
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45 minutos, com injecgao automatica de 20 uL de amostra, iniciando com 100% de B e
0% de A e terminando com 0% de B e 100 % de A, utilizando um fluxo de 0.3mL min™.
O perfil cromatogréfico foi gravado a 254 e 280 nm, usando um detector DAD.

As fracgbes foram previamente filtradas antes de serem injectadas no HPLC.

As condicbes de andlise das fraccbes encontram-se descritas na tabela 6.

3.4.7 Avaliagéao in vivo do efeito hipoglicemiante das frac¢gdes do extracto
aguoso de C. multiflorus em ratos intolerantes a glicose (GIR)

Apés andlise dos espectros de massa das frac¢des analisadas e identificacdo de
alguns compostos, foram seleccionadas duas fraccdes — 30% e 60% MeOH — para
avaliacdo de um possivel efeito hipoglicemiante em ratos intolerantes a glicose (GIR).
Esta estirpe de ratos foi estabelecida no biotério do laboratério de Farmacologia da
Universidade de Evora num projecto que visou a obtencéo de uma estirpe de animais
gue permita o estudo da fisiopatologia da diabetes tipo 2, através de cruzamentos
consanguineos de ratos Wistar, de geracdes sucessivas de animais seleccionados por
apresentarem anomalias das provas de tolerancia a glicose oral, favorecendo o
estabelecimento e/ou agravamento desta caracteristica. Os animais utilizados neste
trabalho constituem a descendéncia da 5% geragcdo e caracterizam-se por
apresentarem provas de tolerancia com glicemias elevadas aos 30 e 60 minutos
(figura 15), quando comparados com os ratos Wistar normais (Vieira, 2008;Pereira,
20009).

200

5 /E\E\
W 150

E \\1
g 100 = —

.E T ——
& 50

[G]

0
0 50 100

Tempo (min)

—=—GIRS —=— Controlo

Figura 15: Prova de toleréancia a glicose oral da 52 geracéo da estirpe GIR. (Adaptado de Pereira,
2009)

Este modelo de ratos intolerantes a glicose (GIR) apresenta intolerancia a
glicose e resisténcia a insulina, encontrando-se num estado pré-diabético (Pereira,

2009). Além do mais, por ser um modelo animal que desenvolve espontaneamente a
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intolerancia a glicose, apresenta a vantagem da auséncia de interferéncias dos efeitos
colaterais induzidos pelas drogas administradas.

Para avaliar a possivel capacidade hipoglicemiante das duas fraccdes
seleccionadas, foram utilizados 24 ratos GIR com 12 a 20 semanas de idade, 12
fémeas com peso compreendido entre 190-250 g e 12 machos com peso
compreendido entre 260-450 g. Os animais foram mantidos no biotério do Laborat6rio
de Farmacologia da Universidade de Evora, local onde decorreu o estudo, com
temperatura (22-24°C) e luminosidade (ciclos alternados de 12 horas, de luz e
escuridao), rigorosamente controlados. Aos animais foi fornecida agua e alimento ad

libitum.

3.4.7.1 Delineamento experimental

Uma semana antes de comecar o ensaio, os animais foram manipulados e
foram ensaiados todos os procedimentos necessarios para que estes se adaptassem
as condicdes do ensaio, nomeadamente a permanéncia em gaiolas metabdlicas, a
contencao e sonda gastrica.

Antes de se iniciar o ensaio, foram efectuadas determinacdes da glicemia em 2
momentos diferentes: jejum (apos 16-18 h de auséncia de racdo) e pos-prandial (30,
60 e 120 min apds a administracdo do bolus de glicose — 1.75g de glicose/kg de peso
corporal). No ultimo dia do ensaio foram determinadas as glicemias em jejum antes e
apo6s a administracéo das duas frac¢des testadas.

Os 24 ratos foram divididos em quatro grupos de acordo com a tabela 6, dois
dos quais constituidos por 8 animais, 4 machos e 4 fémeas (grupos teste), o terceiro
grupo (controlo positivo) e o quarto grupo (controlo negativo) constituidos por 4

animais, 2 machos e 2 fémeas.

Tabela 7: Grupos de animais em estudo e substancias administradas.

Grupos Substancia administrada
1 Controlo negativo Soro fisiologico
2 Controlo positivo  Glicazida Labesfal 30mg/Kg
3 Teste Fraccédo 30% MeOH 2mg/Kg
4 Teste Fraccdo 60% MeOH 2mg/Kg

Os animais foram administrados durante 8 dias de acordo com as regras de
manipulacdo animal estipuladas no decreto-lei em vigor, com as solu¢gbes soro

fisiologico, glicazida ou as duas frac¢des do extracto, de acordo com o mencionado na
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tabela 7, por meio de injec¢do intra-peritoneal, a excep¢do da glicazida que foi

administrada oralmente, por sonda gastrica.

No final do ensaio foram determinadas as glicemias e pesos corporais em jejum

assim como as PTGO, procedeu-se a colheita das urinas para avaliacao de possiveis

alteracBes no funcionamento do sistema renal e sacrificaram-se os animais, seguidos

da colheita de algumas amostras.

3.4.7.2 Rastreio na urina

A urina foi colhida antes e depois do ensaio nos animais pertencentes aos

varios grupos estudados. Os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas,

permitindo assim a colheita de urina e posterior anélise com as tiras teste Combur *°

Test (Roche).
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Figura 16: Parametros analisados no teste Combur 10 Test.

O Combur *

preliminares no que

Test (www.diavant-portuguese.com) fornece

informacoes

respeita a distdrbios tais como hemorragia glomerular,

hepatopatias, erros inatos do metabolismo e infecces do trato urinario. Apresenta 10

parametros distintos (figura 16), constituindo &reas individuais de teste para andlise:
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Densidade:

O teste detecta a concentracdo de ides na urina. Na presenca de catides,
protdes séo libertados por um agente complexante que produz uma alteracédo de cor
no indicador azul de bromotimol de azul via azul-verde para amarelo. Com este
parametro é possivel avaliar a funcdo renal, nomeadamente ao nivel tubular. A
presenca de glicose e proteina na urina altera a densidade normal, que se encontra
estabelecida para valores de 1.010, dado que a densidade do filtrado plasmético no

glomérulo é dessa ordem de grandeza (Devlin, 2006).

pH:
O teste é especifico para a deteccdo de ides hidrogénio. O teste contém os

indicadores vermelho de metilo, fenolftaleina e azul de bromotimol.

Leucdcitos:

A reaccdo detecta a presenca de estereases que ocorrem nos granuldcitos.
Estas enzimas quebram um éster indoxil e o indoxil libertado reage com o sal de
diazonio, produzindo um corante violeta. Quer os leucdcitos intactos quer os lisados
sdo detectados. A presenca de leucdcitos na urina indica actividade inflamatéria nas

vias urinérias (Devlin, 2006).

Nitritos:

A maioria dos microrganismos mais comuns que provocam infec¢des do tracto
urinario, E. coli, e a maioria dos micrébios patogénicos urinarios, convertem os nitratos
em nitritos, o que produz uma coloracdo rosa na area teste. A reaccdo detecta
indirectamente a presenca de microrganismos produtores de nitrito na urina. O teste é
baseado no principio do teste de Griess (consiste na reaccdo entre NO, com uma
amina aromatica em meio 4cido para formar um derivado azo corado ou fluorescente,
(Moody & Shaw, 2006).

Proteinas:

O teste é baseado no principio do erro proteico dos indicadores de pH e é
particularmente sensivel & albumina. Quinina, quinidina, cloroquina e tolbutamida n&o
afectam o teste, nem um pH elevado (superior a 9). A maioria das proteinas ndo séo
filtradas pelo rim, e por isso, em situacées normais, ndo devem estar presentes na
urina. Este parametro permite assim avaliar a funcéo renal, nomeadamente ao nivel
tubular (Devlin, 2006).

Glicose:
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A determinacdo de glicose é baseada na reaccdo especifica glicose
oxidase/peroxidase. A presenca deste glacido na urina indica alteragdes no
metabolismo da glicose, apontando para o desenvolvimento de diabetes, visto que
para valores de glicemia muito elevados, a capacidade de reabsorc¢éo do tdbulo renal

€ ultrapassada, conduzindo a excrec¢ao de glicose na urina (Devlin, 2006).

Corpos cetonicos:

Este teste é baseado no principio do teste de Legal (Legal (I1883) usou
nitroprussiato de sodio para a detec¢do de corpos ceténicos na urina de pacientes
diabéticos, observando-se na reaccdo de &cido acético e/ou acetona com o
nitroprussiato de s6dio em solucdo alcalina, a formacdo de um complexo de cor
violeta, (Leeuwenkamp et al., 1984) e é mais sensivel ao 4cido acético do que a
acetona. Fenilcetonas produzem cor vermelha na éarea teste. Estes sdo contudo
bastante diferentes da cor violeta produzida pelos corpos cetdnicos.

Os corpos cetdnicos sdo produtos da metabolizacdo dos acidos gordos.
Normalmente ndo estdo presentes na urina. A sua deteccdo pode indicar diabetes ou

jejum prolongado (Devlin, 2006).

Urobilinogénio:

O sal diazénio estavel reage quase imediatamente com o urobilinogénio para
dar origem a um corante vermelho. O teste é especifico para o urobilinogénio e nao é
susceptivel aos factores interferentes conhecidos por afectarem o teste de Ehrlich.

Constitui um indicador da fungéo hepatica ou de hemolise (Devlin, 2006).

Bilirrubina:

O teste da bilirrubina é baseado no acoplamento da bilirrubina com o sal
diazénio para dar um corante azo. E indicador de anomalias da fun¢éo hepatica ou de
hemolise (Devlin, 2006).

Sangue:
A hemoglobina e a mioglobina catalisam a oxidacdo do indicador pelo H,O,

presente no papel de teste. As tiras do Combur *°

Test distinguem os eritrocitos da
hemoglobina com escalas de cores separadas, permitindo diagnésticos diferenciais da
hemataria e hemoglobinuria. Além do mais, o seu elevado limite de detec¢édo permite
uma deteccdo prematura de hematuria ou hemoglobinaria. A presenca de sangue na

urina é indicadora de infec¢des ou problemas renais graves (Devlin, 2006).
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3.4.7.3 Determinacao das glicemias e pesos corporais em jejum e das
PTGO

A determinacgdo das glicemias e pesos em jejum, assim como, as PTGO foram
realizadas antes e ap6s a administracdo das fraccoes.

O peso corporal e a glicemia foram determinados apés um jejum de 16-18
horas. Foram também efectuadas provas de tolerancia a glicose, administrada por via
oral (PTGO), com sonda gastrica, de 1.75g de glicose/kg peso corporal (em agua a
25%).

Glicose oxidase
(EC 1.1. 3. 4)

Equagdo 1. Glicose + Oz + Hz0 - Arido glucénico + Ha03z

As concentracfes da glicose no sangue total foram determinadas na veia da
cauda aos 30, 60, 120 e 150 minutos, ap6s administracdo do bolus utilizando um

glicémetro e tiras teste, que se baseiam no método da glicose-oxidase (Equacéo 1).

Tabela 8: Material utilizado na determinagao das glicemias e pesos em jejum e das PTGO

Material Material bioldgico
Sonda gastrica
Glicdmetro (Accutrend Sensor,
Boehringer Mannheim)
Tiras teste (Accu-chek para
glicose, Roche)
Balanca (Mettler PJ 3000)
Balanca analitica
(Metler AE 200)

Sangue total

No dltimo dia do ensaio, as glicemias em jejum foram determinadas antes e apos
as administracbes das frac¢des. Deste modo, foi possivel avaliar se as substancias
administradas afectam as glicemias em jejum.

O material utilizado encontra-se descrito na tabela 8.

3.4.7.4 Sacrificio dos animais e colheita de amostras

No final do ensaio, os animais em estudo foram anestesiados com éter e
procedeu-se a uma operacgao cirargica, onde se retirou 0 sangue por pungao cardiaca.
Este foi colocado em tubos com EDTA 6mM, para prevenir a coagulacdo. De seguida
procedeu-se a uma centrifugacéo, durante 10 minutos a 3000g, a 4°C, para obtencao
do soro. Este ultimo foi recolhido, aliquotado e guardado a -20°C para determinacdes

futuras de parametros serolégicos/bioquimicos. Foram recolhidos o figado e o
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pancreas dos ratos pertencentes a cada grupo e conservados em formol, para
eventuais estudos posteriores.

Na tabela 9 encontra-se enumerado o material utilizado nesta parte do trabalho.

Tabela 9: Material utilizado no sacrificio dos animais

Material Equipamento
Material cirdrgico

Supercentrifuga
Microtubos (Eppendorf) (Hermle Z323 K)

3.5 Andlise estatistica dos resultados

Os resultados obtidos ao longo deste trabalho foram expressos em valores
médios + erros padrdo da média (EPM).

Para a avaliagdo do significado estatistico da diferenga entre os valores médios
das glicemias dos varios grupos de resultados foi utilizado o método de analise de
variancia simples (ANOVA [) para um nivel de significancia de 0.05, utilizando o

programa Microsoft® Excel (2007). Os resultados obtidos encontram-se em anexo.
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4. Resultados e Discussao

A extraccdo da planta foi efectuada com &gua, pois sabe-se que na medicina
tradicional s&do preparadas infusdes das flores desta planta para controlo da
hiperglicemia, e pretendeu-se que o0s extractos preparados fossem o mais préximo

possivel do utilizado tradicionalmente pelas populagées.

4.10btencéo dos extractos aquosos de C. multiflorus

Apobs preparacao dos extractos aquosos e da evaporacdo do solvente, estes foram
pesados e obtiveram-se 8,5855g de extracto no processo de infusdo e 7,0191g de

extracto no processo de soxhlet.
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Figura 17: Perfis cromatograficos, obtidos por HPLC dos extractos aquosos de C.multiflorus
obtidos por infuséo (A) e por soxhlet (B).

Coluna: Zorbax Eclipse XDB-Cis. CondigBes de eluicdo: solvente A, acetonitrilo; solvente B, 4gua com
acetonitrilo (2.5%) e acido formico (0.5%). Gradiente: 100% solvente B (Omin) e 100% solvente A (30min),
fluxo 1 mL min™.
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Posteriormente estes extractos foram injectados no aparelho de HPLC-DAD, de

modo a adquirir um perfil cromatografico geral dos seus constituintes (Figura 17).

4.2Andlise cromatografica das fraccbes do extracto aquoso de C.
multiflorus obtidas por SPE

Com o intuito de separar 0s varios constituintes do extracto aquoso de C.
multiflorus procedeu-se ao seu fraccionamento por SPE. Foram obtidas onze fraccdes
a partir do extracto bruto, resultantes da eluicdo de uma mistura com percentagem
crescente de metanol em agua (0-100%). Estas fraccGes foram injectadas no
equipamento de HPLC-DAD para obtengdo dos perfis cromatograficos e para uma

identificac@o parcial dos tipos de compostos eluidos em cada fraccgéo.
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Figura 18: Perfis cromatograficos das frac¢gdes 10%, 30%, 40% e 50% MeOH.

Coluna: Zorbax Eclipse XDB-C;s. Condi¢cbes de eluicdo: solvente A, acetonitrilo; solvente B, agua
com acetonitrilo (2.5%) e acido férmico (0.5%). Gradiente: 100% solvente B (Omin) e 100% solvente A
(30min), fluxo 1 mL min™.

Ao analisar os cromatogramas das onze frac¢cdes foram seleccionadas sete
fraccdes, nomeadamente as fracgbes 10%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70% e 80% MeOH
(Figuras 18 e 19). As restantes frac¢des (100% H,0O, 20%, 90% e 100% MeOH) foram
rejeitadas por ndo apresentarem picos representativos de compostos fendlicos ou por

apresentarem o mesmo tipo de compostos existentes nas frac¢des seleccionadas.
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Figura 19: Perfis cromatograficos das frac¢cdes 60%, 70% e 80% MeOH.
Coluna: Zorbax Eclipse XDB-Cis. Condi¢Ges de eluigdo: solvente A, acetonitrilo; solvente B, agua com
acetonitrilo (2.5%) e acido formico (0.5%). Gradiente: 100% solvente B (Omin) e 100% solvente A (30min),
fluxo 1 mL min™.

4.3Analise das frac¢cdes seleccionadas por HPLC-MS e identificacdo de
alguns compostos

Um dos objectivos deste trabalho consistiu em caracterizar as frac¢des
seleccionadas e identificar os seus constituintes. Para tal, procedeu-se a sua analise
por HPLC-DAD e LC-ESI-MS. Deste modo, foi possivel obter a informacéo relativa aos

perfis cromatogréficos, espectros UV, espectros de full MS e MS? de cada fraccao.

4.3.1Fraccédo 10% MeOH

Na figura 20 apresenta-se o cromatograma obtido por full MS, no modo TIC,
para a fraccdo obtida por SPE com 10% de MeOH. Neste cromatograma podem ser
observados varios picos que correspondem provavelmente a compostos fendlicos

presentes no extracto da planta.
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Figura 20: Cromatograma TIC da fracgdo 10% MeOH obtido por HPLC-ESI-MS, com identificagdo
dos principais picos.

Através da analise dos espectros de massa e UV foi possivel identificar dois
compostos existentes na fraccdo de 10% MeOH. Na tabela 10 apresentam-se 0s
resultados relativos a identificacdo dos compostos presentes nesta fraccdo por HPLC-
DAD e LC-ESI-MS.

Tabela 10: Identificagao por HPLC-DAD e LC-ESI-MS e MS? dos compostos maioritarios presentes
na frac¢cdo 10% MeOH.

HPLC- LC-ESI-MS? [-]
Tr DAD LC-ESI- ~ . . . ~
Composto : (Abundancia relativa Identificacao
(min) ) MS [-] m/z %)
(nm) °
1 2,88 257 180 = (100)@151)9 (1), £ NI
161 (100), 285 (15),
2 4,71 234,285 329 174 (5) NI
Derivado glicosilado
3 8,47 238, 317 315 153 (100), 165 (10) do &cido di-
hidroxibenzéico
4 9,97 229%2'h 167 123 (100), 152 (75) Acido vanilico
5 10,59 239, 295 293 131 (100), 173 (5) NI

(NI — n&o identificado)
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O composto 3 foi identificado como sendo um derivado do acido hidroxicinamico.
O espectro de UV obtido on-line corresponde ao descrito na literatura para um
derivado glicosilado do &cido di-hidroxibenzoéico. Adicionalmente, a presenca de um
pico com abundancia 100% a m/z 315 no espectro de MS (figura 21A), correspondente
ao ido de massa molecular, e a presenca de um fragmento bastante abundante com
m/z 153 no espectro de MS? do &0 com m/z 315 (figura 21B), corroboram esta
hipétese. A perda de 162 u.m.a. no espectro de MS? corresponde muito provavelmente
a libertacdo de uma molécula de glicose (Kammerer et al., 2004).

O composto 4 € muito provavelmente um derivado do &cido benzdico. Os
maximos de absorvancia no espectro de UV correspondem aos do &cido vanilico
(Sakakibara et al, 2003). O espectro de MS apresenta um i&o molecular com m/z 167
(figura 22A), que quando sujeito a MS? (figura 22B), origina dois fragmentos m/z 123 e
m/z 152, resultantes da perda de —CO, e -OH, respectivamente (Hollecker et al.,
20009).
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Figura 21: Espectros MS (A) para o composto 3 e MS® (B) do fragmento com m/z 315 obtidos em
modo negativo.
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Figura 22: Espectros MS (A) para o composto 4 e MS? (B) do fragmento com m/z 167 obtidos em
modo negativo.
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4.3.2Fracgéao 30% MeOH

Na figura 23 apresenta-se o cromatograma obtido por full MS, no modo TIC,

para a frac¢éo obtida por SPE com 30% de MeOH.
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Figura 23: Cromatograma TIC da frac¢do 30% MeOH obtido por HPLC-DAD-ESI-MS, com
identificacdo dos principais picos.

Através da andlise dos espectros de massa e UV foi possivel identificar dois
compostos existentes na fraccdo de 30% MeOH. Na tabela 11 apresentam-se 0s
resultados relativos a identificacdo dos compostos presentes nesta fraccdo por HPLC-
DAD e LC-ESI-MS.

O pico cromatogréafico 9 corresponde eventualmente a uma mistura de varios
compostos. O espectro de full MS para o tempo de retencdo 14,47 min (figura 24)
apresenta trés ides de abundancia elevada para valores de m/z 193, 367 e 561. O
composto com m/z 193 corresponde provavelmente ao acido ferrilico e o composto
com m/z 367 €& provavelmente o 4&cido 4-ferruloilquinico (Kammerer et al.,
2004;Hollecker et al., 2009). Quanto ao composto com m/z 561 ndo foi possivel a sua

identificacao.
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Tabela 11: Identificagiio por HPLC-DAD e LC-ESI-MS e MS? dos compostos maioritarios presentes
na fraccéo 30% MeOH.

LC-ESI- 2
Tr HPLC-DAD i LC-ESI-MS* [-] e
Composto (min)  Apax (NmM) Mrﬁlg] (Abundancia relativa %) Identificagao

2 5,50 255 344 150 (100), 270 (35) NI

4 10,12 257 611 344 (100), 460 (45), 593 NI
(25), 211 (22)

417 399 (100), 385 (70), 227 NI
(60), 249(55), 267 (40),
6 11,87 257, 310sh 357 (10), 167 (10)
549 531 (100), 459 (70), 420 NI

(45), 179 (35)

267 (100), 473 (90), 429
(60), 431 (55), 249 (40),
315 (30

8 14,04 245, 270, 491
318sh

NI

10 17,08 222, 268, 253 253 (100), 209 (30), 180 NI
304sh (15)

(NI — nao identificado)

67



Resultados e Discusséao
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Figura 24: Espectro MS para o tr 14,47 obtido em modo negativo.

O é&cido ferrilico é um é&cido hidroxicindmico e quando analisado por MS?
(figura 25A) origina trés fragmentos, nomeadamente m/z 134, 149 e 178. Os ibes m/z
178 e 134 representam o ido desmetilado [4cido ferrdlico-H™-*CHa] e o ido desmetilado
e descarboxilado [4cido ferrilico-H™--CH3-CO,], respectivamente. Estas reaccdes de
fragmentacdo sdo bastante caracteristicas de Aacidos carboxilicos e compostos
fendlicos metoxilados (Kammerer et al., 2004).

O 4cido 4-ferruloilquinico origina trés fragmentos no seu espectro de MS?
(figura 25B), o fragmento m/z 173, resultante da perda do acido ferralico ([M-H-194]);
o fragmento m/z 247, resultante da dissociacdo de metade da molécula de é&cido
quinico ([M-H-120]) e finalmente o fragmento m/z 323 que resulta da perda de CO,
(IM-H-44]), (Kammerer et al., 2004).
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Figura 25: Espectros de MS? para o ido com m/z 193 (A) e para o ido com m/z 367 (B), obtidos em
modo negativo.
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4.3.3Fracc¢éao 40% MeOH

Na figura 26 apresenta-se o cromatograma obtido por full MS, no modo TIC,
para a fraccdo obtida por SPE com 40% de MeOH. Neste cromatograma podem ser

observados 7 picos maioritarios.
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Figura 26: Cromatograma TIC da frac¢do 40% MeOH obtido por HPLC-DAD-ESI-MS, com
identificacdo dos principais picos.

A partir da andlise dos espectros de massa e UV foram identificados dois
compostos existentes na fraccdo de 40% MeOH, que correspondem aos picos 5 e 7
do cromatograma TIC. Na tabela 12 apresentam-se os resultados relativos a

identificacdo dos compostos presentes nesta fraccdo por HPLC-DAD e LC-ESI-MS.
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Tabela 12: Identificagao por HPLC-DAD e LC-ESI-MS e MS? dos compostos maioritarios presentes
na fracgcdo 40% MeOH.

HPLC- LC-ESI-MS? [-]
Composto (rrl—irn) DAD LC[SE?/LVIS (Abundancia Identificac&o
Anax (NmM) relativa %)
272,
1 11,43 310sh 625 505 (100), 535 (20) NI
257 475 (100), 355 (90),
2 12,05 oo 595 385 (85), 505 (30), NI
577 (15)
257, 286, 207 (100), 163 (80),
¢ 1227 544 2 265 (12), 369 (8) .
463 (100), 301 (22),
4 12,39 257,343 625 505 (5) NI
473 (100), 353 (35), 6,8-di-C-
5 12,90 264, 322 593 503 (32), 383 (18), glicosil-
575 (10) apigenina
429 (100), 327 (47),
6 13,48 253; %%i’ 579 459 (45), 357 (20), NI
’ 309 (15)
491 NI
267 (100), 473 (80),
431 (65), 249 (48),
7 14,09 264, 330 315 (38), 223 (12),
411 (10) .
Derivado
563 413 (100), 293 (12) s s
Apigenina

(NI — n&o identificado)

O pico cromatogréafico 5, com m/z 593 (figura 27A) corresponde provavelmente
a 6,8-di-C-glicosil-apigenina (vicenina-2). Quando analisado por MS? (Figura 27B)
apresenta ides com m/z 503 ([M-H-90]), 473 ([M-H-120]), 353 ([M-H-120-120]) e 383
(IM-H-120-90]), sugerindo a presenca da apigenina (270) + hexose + hexose. As
perdas de 90 e 120 u.m.a. correspondem a clivagens cruzadas no anel da unidade
glucidica, que confirmam a presenca de duas hexoses (glicose ou galactose). A
exibicdo no espectro MS? de ides m/z [M-H-60], [M-H-90] e [M-H-120] com
abundéancias relativas distintas é caracteristica dos C-glicésidos, (Han et al.,
2008;Parejo et al., 2004). A maioria dos flavondides encontram-se na forma O-
glicosidica, porém a glicosilacdo também pode dar-se com a ligagdo do glacido
directamente ao ndcleo benzénico — flavonéide C-glicdsido — através de uma ligacdo
carbono-carbono acido-resistente. Alias, os C-glicésidos sdo menos frequentes e
restringem-se a um grupo restrito de glicidos e agliconas, podendo ser encontrados
nas flores das plantas (Robards & Antolovich, 1997; Han et al, 2008).

O pico 7 com m/z 563 (figura 28A) corresponde possivelmente a um derivado

glicosado da apigenina, mas cuja identificagéo n&o se encontra bem elucidada (Han et
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al., 2008). Quando sujeito a fragmentacdo por MS?, origina 2 fragmentos com m/z 413

e m/z 293 (figura 28B).
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Figura 28: Espectros MS para o composto 7 (A) e MS? do fragmento com m/z 563 (B), obtidos em

modo negativo.

73



Resultados e Discusséao

4.3.4Fraccéo 50% MeOH

Na figura 29 apresenta-se o cromatograma obtido por full MS, no modo TIC,

para a fraccao obtida por SPE com 50% de MeOH.
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Figura 29: Cromatograma TIC da frac¢do 50%MeOH obtido por HPLC-DAD-ESI-MS, com
identificac&@o dos principais picos.

Ao analisar os espectros de massa e UV identificaram-se quatro compostos
existentes na fraccdo de 50% MeOH, que correspondem aos picos 1, 2, 3 e 6 do
cromatograma TIC. Na tabela 13 apresentam-se os resultados relativos a identificacéo
dos compostos presentes nesta fraccdo por HPLC-DAD e LC-ESI-MS.

Os compostos que correspondem aos picos 2 e 3 ja foram descritos
anteriormente como derivados da apigenina, dado que foram identificados na frac¢éo
40% MeOH.
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Tabela 13: Identificagdo por HPLC-DAD e LC-ESI-MS e MS? dos compostos maioritarios presentes

na fracgcdo 50% MeOH.

LC-ESI-MS? [-]
Composto (n-|1—irn) H)\Plfc('r?r':)l:) LC[SEiI/LVIS (Abundancia Identificag&o
max relativa %)
257, 332, 463 (100), 301 Derivado diglicosado
1 1265 352, 384 625 (30) da quercetina
473 (100), 353
(42), 503 (27), 6,8-di-C-glicosil-
2 12,88 264,331 593 383 (15), 575 apigenina
(13)
257, 330, 413 (100), 293 Derivado glicosado da
e i 348, 385 228 (15) apigenina
723 579 (100), 621
(15), 429 (15), NI
1452 561 (10), 357
4 ' 257, 332, (8)
349, 365 591 471 (100), 429
(67), 357 (42), NI
327 (17), 297
)
707 563 (100), 605
(15), 484 (10), -
264 413 (5)
5 15,07 o 575 431 (100), 341
(75), 513 (45), NI
311 (40), 283
(10)
15,71 257, 203 533 353 (100), 515 NI
(53)
6
264, 332 489 285 (100), 327 Luteonina-7-O-6"-

(5), 429 (3)

acetilglucésido

(NI — nao identificado)

O composto 1, com m/z 625 parece corresponder um derivado diglicosado da

quercetina. O seu espectro MS? (figura 30B) apresenta fragmentos com m/z 463 ([M-

162-]), com a perda de uma hexose, e 301 ([M-162-162]), resultante da perda de

duas hexoses (Schutz et al., 2005).

O composto 6, com m/z 489 corresponde provavelmente a luteonina-7-O-6"-

acetilglucésido. O seu espectro MS? (figura 31B) apresenta um fragmento mais

abundante com m/z 285, que corresponde a massa da luteonina, o que implica a

perda do grupo acetil-glucésido (Lin & Harnly, 2010).
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Figura 30: Espectros MS (A) para o composto 1 e MS*(B) para o fragmento m/z 625, obtidos em
modo negativo.
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4.3.5Fraccéo 60% MeOH

Na figura 32 apresenta-se o cromatograma obtido por full MS, no modo TIC,

para a frac¢ao obtida por SPE com 60% de MeOH.
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Figura 32: Cromatograma TIC da frac¢do 60% MeOH obtido por HPLC-DAD-ESI-MS, com
identificac8o dos principais picos.

Nesta fraccdo, 60% MeOH, foram identificados quatro compostos, a partir da
analise dos espectros de massa e UV, que correspondem aos picos 2, 3, 4 e 6 do
cromatograma TIC. Encontram-se na tabela 14 os resultados relativos a identificagédo
dos compostos presentes nesta frac¢do por HPLC-DAD e LC-ESI-MS.

Nesta fraccdo, dois dos compostos identificados, compostos 2 e 6, foram ja

descritos anteriormente na fraccdo 50% MeOH.
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Tabela 14: Identificagao por HPLC-DAD e LC-ESI-MS e MS?dos compostos maioritarios presentes
na fracgcdo 60% MeOH.

LC-ESI-MS? [-]
Composto (n;rirn) HAPIfC('r[])mA)D LC{;E;I/IZ\/IS (Abundancia Identificag&o
max relativa %)
429 (100), 327
257, 321, (53), 459 (42),
1 e 348 S 357 (25), 309 N
(10)
264, 311, 413 (100), 293 Derivado glicosado
2 14,11 332 563 (12), 443 (5) da Apigenina
253, 332, 301 (100), 271 :
3 14,36 350 609 (7). 343 (5) Rutina
Luteonina 7-O-
glucosido
4 14,65 25?&’43512’ 447 285 (100) Ou
Hidroxigenisteina
glicosilada
563 (100), 626
14,90 707 (90), 466 (75), NI
5 257, 321, 364 (65)
337
456 (100), 557
14,74 575 (20), 311 (18) NI
6 15.83 264, 286 489 285 (100), 327 Luteor_1|na—7,-(_)—6 -
(5) acetilglucésido
15,76
’ 545 (100), 379
257, 321 691 (45), 610 (40), NI
7 529 (35)
16,00
’ 415 (100), 295
264, 286 559 (50), 325 (25) NI
8 18,12 264,305 253 209 (100), 165 NI

(30)

(NI = nao identificado)

O composto 3 com m/z 609 corresponde provavelmente a rutina (quercetina-3-
rutindsido) e o seu espectro MS? (figura 33B) apresenta um fragmento muito
abundante a m/z 301, que resulta da perda do rutinésido (glicose + ramnose, [M-H-
162-146]). Além do mais, os derivados glicosados da quercetina apresentam
normalmente, no seu espectro de UV, dois maximos de absorvancia a 254 e 354 nm,
que coincidem exactamente com os As observados no espectro de UV, obtido on-line
para o composto 3 por HPLC-DAD (Regos et al., 2009;Simirgiotis & Schmeda-
Hirschmann, 2010).

O composto 4 com m/z 447 podera corresponder a luteonina-7-O-glicésido ou a
hidroxigenisteina glicosilada. O seu espectro MS? (figura 34B) apresenta o fragmento
m/z 285 (luteonina ou hidroxigenisteina), que resulta da perda de uma glicose ([M-H-
162]), (Schutz et al., 2005;D'Agostina et al., 2008;Lin & Harnly, 2010). Porém, a
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confirmacédo da identificacdo do composto teria que ser efectuada recorrendo a um

ensaio de co-eluicdo com os respectivos padrdes.
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Figura 33: Espectros MS (A) para o composto 3 e MS? (B) do fragmento com m/z 609, obtidos em
modo negativo.
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Figura 34: Espectros MS (A) para o composto 4 e MS? (B) do fragmento com m/z 447, obtidos em
modo negativo.
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4.3.6 Fraccdo 70% MeOH

O cromatograma obtido por full MS, no modo TIC, para a fraccdo obtida por

SPE com 70% de MeOH esta apresentado na figura 35.
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Figura 35: Cromatograma TIC da frac¢do 70% MeOH obtido por HPLC-DAD-ESI-MS, com
identificacdo dos principais picos.

Nesta frac¢do, 70% MeOH, foram identificados trés compostos, a partir da
analise dos espectros de massa e UV, que correspondem aos picos 2, 3 e 4 do
cromatograma TIC. Encontram-se na tabela 15 os resultados relativos a identificacéo
dos compostos presentes nesta frac¢do por HPLC-DAD e LC-ESI-MS.

No entanto, dois dos compostos identificados nesta fraccdo, compostos 2 e 4,

foram j& descritos anteriormente na fracgdo 60% MeOH.

82



Resultados e Discusséao

Tabela 15:Identificagio por HPLC-DAD e LC-ESI-MS e MS> dos compostos maioritarios presentes na

frac¢do 70% MeOH.
2
Tr HPLC-DAD  LCESIMS[] CESIMS [l N
Composto (min) Aps. (nM) m/z (Abundancia Identificagao
max relativa %)
429 (100), 327
(45), 357 (30),
1 13,58 268, 345 579 459 (30), 309 NI
(15)
301 (100), 271 .
2 14,47 257,352 609 (7), 343 (5) Rutina
315 (100), 300 Iso-ramnetina-3-0O-
1 2 2
g 2 &, 248 e (20), 271 (10) rutinésido (narcisina)
691 547 (100), 589 "
4 16,66 264,337 (10), 277 (10)
489 285 (100) Luteonina-7-0-6™
acetilglucésido
415 (100), 457
5 17,27 264,286, 318 559 (35), 295 (25), NI
325 (5)
6 18,16 264,304, 325 253 253 (100), 203 NI

(55), 185 (10)

(NI — n&o identificado)

N

O composto 3 com m/z 623 corresponde provavelmente a narcisina. O seu

espectro MS? (figura 36B) apresenta um fragmento principal com m/z 315 (iso-

ramnetina). Esta fragmentacdo resulta da perda de uma ramnose e de uma glicose
(IM-146-162]), ( Parejo et al., 2004;Regos et al., 2009; Inbaraj et al., 2010).
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Figura 36: Espectros MS (A) para o composto 3 e MS? (B) do fragmento com m/z 623, obtidos em
modo negativo.
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4.3.7 Fracgcdo 80% MeOH

O cromatograma obtido por full MS, no modo TIC, para a fraccdo obtida por

SPE com 80% de MeOH esta apresentado na figura 37.

Abundiéncia relativa

100 2
a0
80
70
60

50

25 30 35 40 45

Tempo (min)

ofrrr by v e b v b b e L

Figura 37: Cromatograma TIC da frac¢c&o 80% MeOH obtido por HPLC-DAD-ESI-MS, com
identificacdo dos principais picos.

Nesta fraccdo, 80% MeOH, foram identificados quatro compostos, a partir da
analise dos espectros de massa e UV, que correspondem aos picos 1, 2, 9 e 10 do
cromatograma TIC. Encontram-se na tabela 16 os resultados relativos a identificacao
dos compostos presentes nesta fraccdo por HPLC-DAD e LC-ESI-MS.

No entanto, dois dos compostos identificados nesta fraccdo, compostos 1 e 2,

foram j& descritos anteriormente na fracgéo 60% e 50% MeOH, respectivamente.
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Tabela 16: Identificagdo por HPLC-DAD e LC-ESI-MS e MS? dos compostos maioritarios presentes
na fraccao 80% MeOH.

LC-ESI-MS? [-]
Composto (rr-1rirn) HAPL,C('r?r'TA]‘)D LC[I]ErSnI/LVlS (Abundancia Identificac&o
max relativa %)
Luteonina 7-O-glucésido
Ou
1 14,41 258, 347 447 285 (100) Hidroxigenisteina
glicosilada
2 16,56 265, 342 489 285 (100) Luteonina-7-O-6"-
acetilglucésido
264, 286, 253 (100), 209
3 17,07 318 253 (50), 165 (15) NI
229 (100), 311
4 1921 264,305 329 (80), 211 (65), NI
171 (50)
244, 269, 285 (100), 447
5 19,55 paind 643 25) NI
269 (100), 241
6 19,84 242, 270 287 (18), 141 (8) NI
581 (100), 551
7 20,34 243,269 701 (70), 431 (20) NI
253 (100), 209
8 20,88 268,311 253 (65), 181 (20), NI
143 (5) ,
9 22,86 271 169 - Acido gélico
395 (100), 377 Acido acetil-di-
10 2522 252,270 557 (85), 539 (20) cafeoilquinico

(NI — n&o identificado)

O composto 9 com m/z 169 correspondera eventualmente ao &acido galico, um
derivado do acido benzoico. N&o foi possivel obter o seu espectro MS?, provavelmente
devido a quantidade minima de composto existente, no entanto quer o seu ido
molecular (figura 38), quer o espectro UV obtido on-line para este composto coincidem
com os descritos na literatura para o &cido galico (Regos et al., 2009). Em estudos
posteriores, a sua identificagcdo deverd ser confirmada, nomeadamente analisando
uma maior quantidade desta fraccdo por HPLC-DAD-ESI-MS ou realizando estudos de

co-eluicdo com o padréo de acido galico.
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Figura 38: Espectro MS para o composto 9 obtido em modo negativo.

O composto 10 com m/z 557 corresponde possivelmente ao acido acetil-di-
cafeoilquinico. Foram obtidos 3 fragmentos mais abundantes no espectro de MS?
(Figura 39B): o fragmento com m/z 395, onde ocorre a perda de uma molécula de
glicose ([M-H-162]); o fragmento a m/z 377, resultante da perda de glicose e 4gua ([M-
H-162-18]) e o fragmento a m/z 539 que resulta da perda de uma molécula de agua
(Zhang et al., 2007).
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Figura 39: Espectros MS (A) para o composto 10 e MS? (B) do fragmento com m/z 557, obtidos em
modo negativo.

4.4Determinacdo da quantidade de fendis totais e da actividade
antioxidante das fracgdes do extracto aguoso de C. multiflorus.

A determinacdo da quantidade de fendis totais nas fraccbes do extracto foi
realizada de acordo com o método de Folin-Ciolcalteu modificado (mistura de
fosfomolibdato e fosfotungstato (cor amarela) — ocorre formacéo de coloracdo azul na
presenca de compostos fendlicos), (Sharma et al., 1995).

Inicialmente, foi construida uma recta de calibracdo de D-catequina (figura 40), a

partir de solucbes padrdo. Esta foi utilizada no calculo das concentracdes totais de
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compostos fendlicos existentes em cada uma das fraccdes, depois de aplicadas as
diluicdes apropriadas as fraccbes, de modo que todas apresentassem a mesma

concentracao inicial — 1.2 mg mL™.

1.600 - Recta de calibra¢ido da D-catequina
1.400 .

— 1.200 -

£

£ 1.000 -

[=]

S 0.800 -

2 0.600 - y = 76.685x + 0.0081

< 0.400 - R?=0.9986
0.200 - . R=0.9993
0.000

0.000 0.005 0.010 0.015 0.020

Concentragdo de D-catequina (mmol L )

Figura 40: Recta de calibracdo obtida para a D-catequina.

Os resultados obtidos para a quantidade de fendis totais foram expressos em
equivalentes de D-catequina e s@o apresentados na tabela 17. As frac¢Bes 60% e 80%
MeOH sao as que apresentam maior quantidade de fendis totais, 302.355 + 28.282 e
724.718 + 17.079 mg g de fraccéo, respectivamente. A fracciio 10% MeOH é a que
apresenta a menor quantidade de fenois totais, 183.180 + 6.550 mg g de fraccéo
(tabela 17, figura 41).

Tabela 17: Actividade antioxidante e quantidade de fendis totais existentes em cada
fraccdo do extracto aquoso de C. multiflorus.

~ Massa seca (g Fenois Totais (mg g™ de Inibicao (%)
Fraccoes mL™) fraccao) DPPH
L0 0.0043 183.180 + 6.550 16.351 + 0.411
MeOH
30%
0.0055 233.531 + 17.079 25575 + 0.657
MeOH
P 0.0031 230.633 + 29.408 74.004 + 1.740
o . 633 £ 20. 004+ 1.
50% 0.0012 180.080 + 11.119 82.809 + 0.054
o . 080 + 11. 809 £ 0.
0)
o /ﬂ\"eo 0.0085 302.355 + 28.282 85.674 + 0.076
70% 0.0037 139.122 +3.116 67.336 + 3.001
o . 12243, 336+ 3.
£ 0.0024 724.718 + 17.079 32.944 + 2577
o . 718+ 17. 944 + 2.
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A determinacdo da actividade antioxidante foi efectuada através do método de
descoloragdo do radical DPPH’. Este método € um dos ensaios mais utilizados para
determinar a actividade antioxidante em extractos de plantas. O DPPH" é um radical
livre estavel que reage com compostos capazes de doar um atomo de hidrogénio. Este
método é baseado no sequestro do DPPH’ pela adicdo de espécies radicalares ou
antioxidantes, que descoloram a solucdo de DPPH". Quando o radical DPPH’ reage
com uma substancia antioxidante, é reduzido. Devido a esta reducado, a solugcdo do
radical, de cor violeta escura, muda para uma tonalidade amarela. A diminuicdo da
concentracao da espécie inicial traduz-se numa variacdo de absorvancia, que pode ser

guantificada a 515nm, num espectrémetro de UV-Vis (Krishnaiah et al., 2010).

Os resultados da actividade antioxidante foram expressos em % de inibicdo. Os
valores de % de inibicdo foram calculados de acordo com a equacéo.
Ao — Af

% Inibicdo = ( )x 100

Onde: Ap - absorvancia inicial (t = 0s) da solucao radical.

As - absorvancia no final da reac¢do com a amostra (t = 30min).

A comparacdo do poder antioxidante dos extractos foi realizada para um volume
constante de 100 uL, depois de aplicadas as diluicdes apropriadas as fracgdes, de
modo que todas apresentassem a mesma concentrac&o inicial — 1.2 mg mL™.

Assim sendo, as fraccdes 50% e 60% MeOH sao as que apresentam maior % de
inibicdo, 82.809 + 0.054 e 85.674 + 0.076, respectivamente. Por sua vez, a fraccao
10% MeOH é a que apresenta menor % de inibicdo, com 16.351 + 0.411 (tabela 17,
figura 41).
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Figura 41: Comparacdo entre a quantidade de fenois totais e a actividade antioxidante das
fraccBes do extracto aquoso de C. multiflorus.

Ao comparar a quantidade de fendis totais em cada fraccdo com a actividade
antioxidante que apresentam, ndo existe correlacdo, ou seja uma grande quantidade
de fendis totais ndo é necessariamente reflectida na actividade antioxidante, e vice-
versa. De facto, as frac¢cdes 50% e 60% MeOH apresentam uma % de inibicdo
semelhante mas a quantidade de fendis totais é distinta. O mesmo acontece se
compararmos a fraccdo 60% MeOH com a fracgdo 80% MeOH, pois a fraccdo 60%
MeOH apresenta cerca de metade da quantidade de fendis totais existentes na
fraccdo 80% MeOH e no entanto, a sua % inibicdo € 2,6 vezes superior a demonstrada
pela frac¢cdo 80% MeOH.

Alias, encontra-se descrito na literatura exemplos de extractos de plantas, com
quantidade de fenois semelhante e actividade antioxidante muito distinta (Djeridane et
al., 2006). Parece que a actividade antioxidante ndo depende somente da
concentracdo de fendis totais existentes na fracgdo, mas também da estrutura e da
interaccdo que os compostos fendlicos ostentam. Na realidade, apenas compostos
com uma estrutura especifica e posicdes particulares dos grupos hidroxilo na molécula
tém capacidade de doar um hidrogénio ou um electrdo a um radical livre (Rice-Evans
et al., 1997). O poder antioxidante dos compostos fenélicos esta dependente das suas
caracteristicas estruturais, nomeadamente de trés factores estruturais que influenciam
a accao antiradicalar, e que sao os seguintes:

¢ apresenca do grupo o-dihidroxil no anel B, que participa na deslocalizacdo dos

electrées, conferindo uma maior estabilidade a formac&o do radical fenoxi.
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e a existéncia de uma dupla ligacdo 2,3 em conjugacdo com a funcéo 4-oxo no
anel C, também responsavel pela deslocalizacdo electronica do anel B. A
actividade antioxidante estd relacionada com a estrutura em termos da
deslocalizacdo electrénica do ndcleo aroméatico. Quando estes compostos
reagem com radicais livres, transformam-se em radicais fenoxi, que sé&o
estabilizados por efeitos de ressonancia do nicleo aromatico.

o a presenca de grupos hidroxil nas posicdes 3 e 5 em adicdo a funcdo 4-oxo,

nos anéis A e C, conferem uma maior actividade antiradical (Teixeira, 2006).

Os compostos bioactivos presentes nas plantas, especialmente os compostos
fendlicos, sdo de um enorme interesse devido as suas propriedades farmacoldgicas.
Alias, o possivel valor terapéutico que podem apresentar na prevencao ou controlo de
véarias doencgas, como a diabetes tipo 2, é de particular importancia.

Ao proceder a caracterizacdo quimica do extracto aquoso das flores de C.
multiflorus, foi possivel inferir sobre a constituicdo quimica das fracces com a
identificacdo de alguns compostos, maioritariamente flavonodides, assim como a
actividade antioxidante e a quantidade de fendis totais que cada frac¢do do extracto
apresenta.

A actividade antioxidante é mais elevada nas frac¢bes 40%, 50%, 60% e 70%
MeOH, enquanto a quantidade de fendis totais é mais elevada nas frac¢cdes 30%,
40%, 60% e 80% MeOH. Nas frac¢des foram também identificados alguns compostos
descritos como hipoglicemiantes, nomeadamente o acido ferrulico (fraccdo 30%
MeOH), derivados glicosados da apigenina (fraccdes 40%, 50% e 60%MeOH),
derivados da luteonina (fraccdes 50%,60%, 70% e 80% MeOH) e a rutina (fracgbes
60% e 70% MeOH).

Deste modo, tendo em conta toda esta informacéo relativa & composi¢éo quimica
das frac¢des do extracto de C. multiflorus, seleccionaram-se duas fracgdes, 30% e
60% MeOH, para serem testadas in vivo, de modo a avaliar a exibicdo de uma
possivel actividade hipoglicemiante. A escolha da fraccao 30% MeOH deveu-se a
presenca de &cido ferralico, que se encontra descrito na literatura por ostentar uma
actividade hipoglicemiante significativa em dois modelos animais da diabetes,
designadamente em murganhos diabéticos induzidos com STZ e em murganhos KK-
Ay (Mukherjee et al., 2006). No entanto, a actividade antioxidante obtida para esta
fraccdo e a quantidade de fendis totais ndo foi um factor determinante na sua escolha,
visto que apresenta valores inferiores relativamente a outras fracgcbes. No que

respeita a fraccdo 60% MeOH, o facto de apresentar a rutina na sua constituicdo e
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outros compostos, nomeadamente o derivado glicosado da apigenina, a luteonina 7-O-
glucésido/hidroxigenisteina glicosilada e a luteonina-7-O-6"-acetilglucésido, que séo
comuns a outras fraccdes, levou a seleccao desta fraccao para o ensaio in vivo. Alias,
a rutina encontra-se descrita por apresentar uma elevada actividade hipoglicemiante e
efeitos antioxidantes (Prince & Kamalakkannan, 2006; Pinent et al, 2008) e alguns
derivados da apigenina e da Iluteonina sdo também referidos com efeitos
hipoglicemiantes (Rauter et al, 2010). Constitui ainda a fraccdo com maior actividade
antioxidante e com elevado teor em fendis totais.

Encontram-se de seguida descritos os resultados obtidos no ensaio in vivo, onde

foram testados os efeitos destas duas fraccées — 30% e 60% MeOH.

4.5 Avaliacao in vivo do possivel efeito hipoglicemiante das fraccdes 30% MeOH

e 60% MeOH do extracto aguoso de C. multiflorus em ratos GIR

Apos seleccionar as fracgdes a serem testadas in vivo, cuja finalidade consistiu
em avaliar o possivel efeito hipoglicemiante das frac¢des 30% MeOH e 60% MeOH do

extracto aquoso de C. multiflorus, procedeu-se a sua administracdo em ratos GIR.

4.5.1 Evolugéo do peso dos animais durante o ensaio

O ensaio decorreu durante uma semana como descrito no delineamento
experimental (sec¢éo 3.4.7.1) tendo sido diariamente administrado aos animais, por
via intraperitonial, as fraccfes em estudo, soro ou glicazida.

Um dos factores que permite analisar o bem-estar dos animais é a variagdo do
peso durante o ensaio. Deste modo, 0s animais foram pesados antes de se iniciarem
as administracfes intraperitoneais do soro e das frac¢cbes do extracto e no final do
ensaio, que teve a duracdo de 8 dias, como preconizado em DIR 96/54/EC para

ensaios agudos realizados in vivo.
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Figura 42: Variacao dos pesos dos animais ao longo do ensaio. A — Controlo negativo (soro
fisiolégico), B — Controlo positivo (glicazida), C — Teste 1 (fraccdo 30% MeOH), D — Teste 2 (fracgao
60% MeOH).

Na figura 42 encontra-se representado o peso dos varios animais antes e
depois do ensaio que se manteve constante. A diferenca de peso corporal, registada
entre os diferentes animais resultou essencialmente da utilizacdo de animais de
géneros diferentes. Os resultados obtidos sugerem que a administracdo das fraccdes
ndo afectou o metabolismo dos animais.

4.5.2 Avaliagdo sumaria dos indicadores de toxicidade na urina

Na tentativa de avaliar o estado de saude geral dos animais antes de iniciar o
ensaio procurou-se efectuar uma analise qualitativa a urina. Esta analise foi repetida
no final do ensaio com o intuito de avaliar possiveis sinais de toxicidade provocados
pela administracdo das fracgdes. O rastreio efectuou-se utilizando o Combur *° Test.

Os parametros analisados encontram-se descritos na tabela 18.

94



Resultados e Discusséao

Tabela 18: Teste Combur a urina dos animais usados no ensaio.

Dia0 Dia 8
Soro - Fracg¢ao Fracg¢ao Soro - Fracg¢ao Fracg¢ao
Fisiolégico C'22%% 305,MeOH 60%MeOH | Fisiologico ©'-°29% 309, MeOH 60% MeOH
Densidade 1.010 1.010 1.010 1.010 1.015 1.010 1.010 1.010
pH 7 7-8 7 7 7 7 7 7
Leucdcitos () (-) () () {(-M(+1)! (-) () (-M(+1)?
Nitritos (-} (-) () () (-} (-) () ()
Proteina (-M(+1) (-)(+1) (-)(+1) (-)(+1) (-M(+1) (-)(+1) (-)(+1) (-)(+1)
Glicose (-} (-) () () (-} (-) () ()
Cetonas (=) (-) (-) (-) {(-M(+1y (-) (-) (-M(+1)*
Urobilinogénio normal normal normal normal normal normal normal normal
Bilirrubina () (-) () () () (-) () ()
Sangue (-} (-) () () (-} (-) () ()
Hemoglobina () (-) () () () (-) () ()

11 em 4 animais apresentou leucécitos.

22 em 4 animais apresentaram cetonas.

%4 em 8 animais apresentaram leucécitos.

4 em 8 animais apresentaram cetonas.

Legenda: Nos leucdcitos (+1) = 10-25 leucdcitos por pL e nas cetonas (+1) = 50 mg dL™ de cetonas.
(-) = negativo.

Antes do inicio do ensaio todos os parametros observados revelaram-se
normais, em todos 0s grupos, com excepcdo da presenca de proteina, que pode
indiciar problemas na funcdo renal que parece caracteristica do modelo animal
utilizado, j& que se observou em todos os animais. Todos 0s outros parametros se

revelaram sem alteracdes.

No final do ensaio, ndo se registaram alteracdes na proteina, mantendo-se
semelhante ao periodo anterior do inicio do mesmo. Nos animais administrados com
soro fisioldgico (controlo negativo) registou-se o aparecimento de leucdcitos em um
dos quatro animais bem como o aparecimento de cetonas em 50% dos animais do
grupo. Estas alterag6es também se registaram no grupo administrado com a fracgcéo
60% MeOH, tendo-se registado 0 aparecimento de cetonas, e leucdcitos em metade
dos animais do grupo. Contrariamente, nos animais com glicazida (controlo positivo)
ou com a fraccdo 30% MeOH estas alteracdes néo se observaram.

Embora, o nivel de cetonas detectado correspondesse ao nivel mais baixo (250
mg dL™), o facto de terem surgido em metade dos animais do grupo controlo negativo,
sugere que se trata de uma alteracdo constitutiva caracteristica desta estirpe,
provavelmente relacionado com as alterag6es no metabolismo dos glucidos inerente a

intolerancia a glicose. E de realcar que nos animais administrados com glicazida ou
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com a fraccdo 30% MeOH né&o foram registadas nem cetonas nem leucocitos na urina,
sugerindo uma acg¢éo benéfica destes tratamentos.

Finalmente, no que respeita aos leucocitos, detectaram-se em um dos quatro
animais do controlo negativo, o que poderia ser apenas casual, porém foram também
detectados em metade dos animais administrados com a fraccdo 60% MeOH,
sugerindo que a administracdo da fraccdo 60% MeOH podera favorecer o

aparecimento de infec¢édo ou inflamacéo dos tecidos.

4.5.3 Provas de tolerancia dos animais da estirpe GIR

Neste trabalho procurou-se efectuar o estudo utilizando grupos de machos e de
fémeas, de modo a avaliar potenciais diferencas que pudessem existir. Para tal,
efectuaram-se provas de tolerancia a glicose oral. A figura 43 mostra os resultados
obtidos para as provas de tolerancia dos machos e das fémeas. Estas curvas sdo
caracterizadas por valores de jejum semelhantes (83+2 e 78+2 mg dL*, para as
fémeas e machos respectivamente, p> 0.05), valores considerados normais de acordo
com o intervalo estipulado actualmente 70-100 mg dL™ (Nathan et al., 2007;Horton,
20009).

Passados 30 minutos apds administracdo do bolus de glicose, as glicemias
aumentaram quer nos machos quer nas fémeas, atingindo valores de 23316 e 188+5
mg dL' respectivamente, sendo a glicemia nas fémeas significativamente mais
elevada que nos machos (p <0.01). Observou-se uma diminuicdo das glicemias ao
longo do tempo tomando valores de 187+8 e 172+5 mg dL™ aos 60 minutos, para as
fémeas e machos respectivamente. Aos 120 minutos ocorre uma diminuicdo para
valores préximos do jejum, 108+4 e 108+2 mgdL™?, para as fémeas e machos
respectivamente, mas ainda superiores (p <0.05). Os valores de glicemia medidos em
machos e fémeas apds 60 e 120 minutos nao foram significativamente diferentes (p>
0.05).
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Figura 43: Curvas de tolerancia de machos e fémeas GIR.

Os pontos representam o valor médio + EPM. Para géneros diferentes * p <0.05; para o0 mesmo género #
p <0.05, (n=12 para os machos e n=12 para as fémeas).

Quando comparadas com provas de tolerancia realizadas em animais normais,
as provas tomam valores significativamente mais elevados (Vieira, 2008; Pereira,
2009), quer para machos quer para fémeas, e superiores a 140 mg dL™ considerado o
valor maximo normal, segundo a OMS e o NDDG. A intolerancia a glicose encontra-se
definida para um intervalo normal de glicemia em jejum compreendido entre 70-100
mg dL™ e hiperglicemia pés-prandial superior a 140 mg dL™ (Nathan et al, 2007).

Assim, independentemente do género, estes animais apresentam anomalias na
curva de tolerancia a glicose, sendo por isso adequados para a avaliacdo do efeito

hipoglicemiante das frac¢cbes 30% e 60% MeOH do extracto aquoso de C. multiflorus.

4.5.4 Efeito da administracdo das frac¢cdes 30% MeOH e 60% MeOH do extracto
aquoso de C. multiflorus na glicemia em jejum e pés-prandial dos ratos da

estirpe GIR.

A possivel actividade hipoglicemiante das duas frac¢cdes foi avaliada
recorrendo a PTGO ap6s um periodo de 8 dias de administracdo. Os animais foram
inicialmente submetidos a uma PTGO para averiguar o estado em que se
encontravam, assim como no final do periodo de administracdo, de forma que cada
animal pudesse ser utilizado como controlo de si proprio, diminuindo assim a

variabilidade.

No controlo negativo, administrado com soro fisiolégico, ndo foram registadas
alteracBes nas curvas de tolerancia de ambos os géneros (figura 44A). As fémeas

apresentaram valores de glicemia de 92+2 mg dL™, 208+12 mg dL™, 154+3 mg dL' e
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94+2 mg dL?, aos 0, 30, 60 e 120 minutos, respectivamente. No final do ensaio, a
prova de tolerancia foi similar, sendo a glicemia em jejum 93+2 mg dL™*, aos 30
minutos de 206+16 mg dL™, seguida de 151+1 mg dL™ aos 60 minutos e 89+8 mg dL™
aos 120 minutos. Nos machos, as glicemias também foram semelhantes em ambas as
situacdes, apresentando glicemias de 78+1 mg dL™, 184+4 mg dL™, 17118 mgdL' e
106+3 mg dL™, aos 0, 30, 60 e 120 minutos, respectivamente. Por sua vez, no final do
ensaio ostentam uma glicemia em jejum de 88+4 mg dL™, seguida de 182+21 mg dL™
aos 30 minutos, 185+15 mg dL™ aos 60 minutos e 119+22 mg dL™ aos 120 minutos.

No controlo positivo, a glicazida promoveu a normalizacdo das PTGO,
independentemente do género (figura 44B). Registaram-se nas fémeas valores de
7346 mgdL™, 148+44 mg dL™, 138+18 mg dL™ e 68+5 mg dL™ aos 0, 30, 60 e 120
minutos, respectivamente, sendo mais baixos que o0s valores registados nos mesmos
animais antes da administracdo de glicazida (82+10 mg dL™, 251+8 mgdL™", 16246 mg
dL? e 104410 mgdL™ aos 0, 30, 60 e 120 minutos, respectivamente), tendo-se
observado a normalizacdo das glicemias para valores normais. A glicazida levou a
uma diminuicdo de 59%, 85% e 65% nas glicemias 30, 60 e 120 minutos apds o bolus
de glicose. Nos machos, observou-se um efeito similar com reducado da glicemia pos-
prandial aos 30, 60 e 120 minutos, de 175+11 mg dL™* para 134+10 mg dL™, de 164+3
mg dL™ para 133+1 mg dL™ e de 117410 mg dL™ para 87+8 mg dL™, respectivamente.
Deste modo, ocorreu uma diminuicdo de 76%, 81% e 74% nas glicemias aos 30, 60 e

120 minutos ap6s o bolus de glicose.
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Figura 44: Efeito do soro fisioldgico (A), da glicazida (B) e das frac¢des 30% MeOH (C) e 60% MeOH
(D) na prova de tolerancia a glicose.

Curvas de tolerancia dos animais GIR pertencentes aos grupos A (n=4), B (n=4), C (n=8) e D (n=8).

Nos animais que foram administrados com a frac¢cdo 30% MeOH registou-se um
aumento de glicemias em jejum (de 80+2 mg dL™ para 100+3 mg dL™ nas fémeas e de
76+2 mg dL™ para 98+5 mg dL™ nos machos, p <0.05), resultante da administracdo da
fraccdo (figura 45), sem que tenham ocorrido alteragdes significativas da prova de
tolerancia (figura 44C), independentemente de se tratar de machos ou de fémeas. As
glicemias pds-prandiais tomaram valores acima dos considerados normais e
semelhantes aos registados na PTGO caracteristicas desta estirpe. No caso dos
machos tomaram valores de 188+6 mg dL™, 188+7 mg dL™ e 113+7 mg dL™, aos 30,
60 e 120 minutos, respectivamente, e nas fémeas 228+3 mg dL™, 231+5 mg dL™ e
121+10 mg dL?, aos 30, 60 e 120 minutos.

Estes resultados mostram que a fraccdo exerceu um efeito hiperglicemiante, o
gue sugere a presenca de gllcidos nesta fraccéo. A fraccdo 30% MeOH apresenta ha
sua constituicdo o acido ferrulico, referido na literatura como composto
hipoglicemiante, com possiveis efeitos estimulatorios na secre¢cdo de insulina
(Mukherjee et al., 2006). Contudo, é provavel que a dose administrada tenha sido
insuficiente, encontrando-se 0 composto com actividade hipoglicemiante numa
concentracao reduzida, prevalecendo outros compostos capazes de exercerem uma
accao hiperglicemiante.
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Figura 45: Alterac6es da glicemia em jejum antes e apds administragcdo das frac¢fes testadas.
*
p <0.05

No teste 2, os animais foram administrados com a fraccdo 60%MeOH.
Também neste caso nao foram registadas alteracdes nas glicemias em jejum (figura
45), nem nas curvas de tolerancia dos animais administrados com esta frac¢ao (figura
44D).

Nao se observaram diferencas nas glicemias pés-prandiais nem dos machos
(de 191+13 mg dL™ para 185+14 mg dL™, de 165+5 mg dL™ para 186+9 mg dL™ e de
108+2 mg dL™ para 119+13 mg dL™, aos 30, 60 e 120 minutos, respectivamente) nem
das fémeas (de 228+10 mg dL™ para 257+19 mg dL?, de 194+11 mg dL™* para 223+18
mg dL* e de 108+3 mg dL* para 109+7 mg dL™, aos 30, 60 e 120 minutos,
respectivamente).

A semelhanca do referido para a fracgdo 30% MeOH, também neste caso, a
presenca de rutina, de derivados da apigenina e da luteonina na sua constituicéo,
levariam a crer que exerceria uma potencial accao hipoglicemiante, que porém nao se
observou. Aos compostos referidos estdo atribuidas a capacidade de aumentar a
tolerancia a glicose, propriedades antioxidantes e protectoras ao nivel dos tecidos
hepaticos, renais e pancreaticos de ratos com diabetes induzida por STZ (Prince &
Kamalakkannan, 2006;Li et al., 2007;Rauter et al., 2010). Alias, a célula B pancreatica
exibe uma sensibilidade particular ao stress oxidativo, e como antioxidantes, os
flavondides poderdo possuir a capacidade de prevenir a progresséo da disfuncdo das
células B, e por isso optimizar a viabilidade das células B ou estimular a secrecdo de
insulina.

Em suma, as fraccbes 30% e 60% MeOH néo tiveram efeito hipoglicemiante
nas condicfes testadas, mas também ndo agravaram a hiperglicemia pos-prandial.
Também ndo se observaram indicadores de toxicidade relevantes, indicando que a

dose podera ser aumentada. E possivel que a dose administrada n&o tenha sido
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suficiente para exercer efeito hipoglicemiante, pelo que sera necessario alargar o
estudo, procurando estudar doses mais elevadas do que as utilizadas neste trabalho.
Com base nos dados obtidos também nao se pode descartar a hipotese dos
principios activos com acc¢éo hipoglicemiante mais relevante ndo estarem presentes
nas frac¢cBes testadas, nem a possibilidade do efeito hipoglicemiante do extracto total
depender da accdo sinergistica de diversos compostos presentes no mesmo e que

apos o fraccionamento possam perder eficacia.
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5. Conclusdes e Perspectivas Futuras

A Cytisus multiflorus é apontada na medicina tradicional pelo seu caracter

hipoglicemiante. Ao efectuar o fraccionamento e a caracterizagdo quimica do extracto

aquoso desta planta e, a avaliagdo da actividade anti-diabética foi possivel concluir

que:

v

v

v

A maioria dos compostos identificados s&o flavonodides, sendo alguns
descritos como hipoglicemiantes, como € o caso do &cido ferrulico, dos
derivados glicosados da apigenina, dos derivados da luteonina e da rutina,
compostos referidos na literatura como tendo accao anti-diabética.

A actividade antioxidante € mais elevada nas fraccdes 40%, 50%, 60% e
70% MeOH, enquanto a quantidade de fendis totais € mais elevada nas
fraccbes 30%, 40%, 60% e 80% MeOH, sugerindo que estas serdo as
fraccbes a caracterizar do ponto de vista da sua accdo bioldgica,
nomeadamente, anti-diabética.

A administragdo das frac¢cdes 30% e 60% MeOH né&o revelaram efeito
hipoglicemiante nas condi¢cbes testadas, mas também ndo agravaram a
hiperglicemia poés-prandial. Dado que soO foi utilizada uma dose, ndo é
possivel excluir a possibilidade dos compostos efectivos se encontrarem em

concentracdes inferiores a dose efectiva.

Estes dados sugerem que as fraccbes 30% e 60% MeOH devem ser testadas

em concentracdes mais elevadas e que outras frac¢bes, nomeadamente, 40%, 50%,

70% e 80% MeOH também devem ser avaliadas no que diz respeito ao eventual

potencial hipoglicemiante que possam apresentar.

A continuacdo da avaliacdo da composicdo quimica do extracto de C. multiflorus e

7

dos efeitos hipoglicemiantes das fraccoes € promissora. Os resultados obtidos

sugerem a realizacdo de alguns estudos que podem complementar o trabalho aqui

apresentado, nomeadamente:

v' Completar um pouco mais a caracterizacdo quimica das fraccdes, com a

confirmacéo de compostos a partir da co-eluicdo com padrdes no LC-MS.

v' A avaliacao do efeito insulinotropico, in vitro e/ou ex vivo usando a linha celular

BRIN-BD11 e ilhéus ou células B mantidos em cultura, expostos as fraccdes

gue aparentam ser mais promissoras.

v' A avaliacdo do efeito das frac¢Bes na accdo da insulina, ou seja na insulino-

resisténcia, seguindo a captacao de glicose em células do musculo em cultura
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(células do musculo esquelético de rato L6) ou adipdcitos expostos as fracgbes
gue aparentam ser mais promissoras.

v A clarificacdo dos mecanismos subjacentes ao efeito anti-diabético, seja pela
inducdo da secrecdo ou pela amplificacdo da ac¢éo da insulina.

v' Estudar os efeitos secundarios ou efeitos toxicos das frac¢bes, testando varias

doses das fracc¢des.
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A. Anexos

Al. Tratamento estatistico das curvas de tolerancia dos animais da estirpe GIR

Anova; factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Variancia
Fémeas t=0min 12 996.5 83.04167 51.47538
Machos t=0min 12 931.5 77.625 56.32386
ANOVA
Fonte de variacdo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 176.0417 1 176.0417 3.266102 0.084421 4.300949
Dentro de grupos 1185.792 22 53.89962
Total 1361.833 23
Anova: factor Gnico
SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Variancia
Fémeas t=30min 12 27915 232.625 371.142
Machos t=30min 12 2261.5 188.4583 292.7027
ANOVA
Fonte de variacao SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 11704.17 1 11704.17 35.26176 5.63E-06 4.300949
Dentro de grupos 7302.292 22 331.9223
Total 19006.46 23
Anova: factor Gnico
SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Variancia
Fémeas t=60min 12 2248 187.3333 706.8788
Machos t=60min 12 2060.5 171.7083 262.9299
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ANOVA
Fonte de variacao SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 1464.844 1 1464.844 3.020892 0.096177 4.300949
Dentro de grupos 10667.9 22 484.9044
Total 12132.74 23
Anova: factor Gnico
SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Variancia
Fémeas t=120min 12 1292 107.6667 159.0152
Machos t=120min 12 1295 107.9167 55.76515
ANOVA
Fonte de variacdo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 0.375 1 0.375 0.003492 0.953412 4.300949
Dentro de grupos 2362.583 22 107.3902
Total 2362.958 23
Anova: factor Gnico
SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média  Variancia
Fémeas t=0min 12 996.5 83.04167 51.47538
Femeas t=120min 12 1292 107.6667 159.0152
ANOVA
Fonte de variacédo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 3638.344 1 3638.344 34.57014 6.46E-06 4.300949
Dentro de grupos 2315.396 22 105.2453
Total 5953.74 23
Anova: factor anico
SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média  Variancia
Machos t=0min 12 931.5 77.625 56.32386
Machos t=120min 12 1295 107.9167 55.76515
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ANOVA

Fonte de variacao SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 5505.51 1 5505.51 98.23461 1.42E-09 4.300949
Dentro de grupos 1232.979 22 56.04451
Total 6738.49 23

A2. Tratamento estatistico das curvas de tolerancia dos animais do Teste 1

Anova: factor Unico

SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média Variancia

Fémeas Teste 1 4 331 8275  37.75
antes da administragdo (t=0min)

Fémeas Teste 1

depois da administracéo (t=0min) 4 401 100.25 29.58333
ANOVA

Fonte de variacdo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 612.5 1 612.5 18.19307 0.00529 5.987378
Dentro de grupos 202 6 33.66667
Total 814.5 7

Anova: factor Unico

SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média Variancia

Machos Teste 1 4 304 76 205
antes da administragdo (t=0min)

Machos Teste 1

depois da administracéo (t=0min) 4 393 98.25 118.25
ANOVA

Fonte de variacao SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 990.125 1 990.125 14.27207 0.009204 5.987378
Dentro de grupos 416.25 6 69.375
Total 1406.375 7
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Anova: factor Unico

SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média Variancia
Fémeas Teste 1 4 961  240.25 222.4167
antes da administracdo (t=30min)
Fémeas Teste 1
depois da administracdo (t=30min) 4 911 227.75 48.25
ANOVA

Fonte de variacdo SQ gl MQ F valor P F critico

Entre grupos 312.5 1 312.5 2.309113 0.179426 5.987378
Dentro de grupos 812 6 135.3333
Total 1124.5 7
Anova: factor anico
SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média Variancia
Machos Teste 1 4 782 1955 111.8333
antes da administracdo (t=30min)
Machos Teste 1
depois da administracdo (t=30min) 4 752 188 154
ANOVA

Fonte de variagdo SQ gl MQ F valor P F critico

Entre grupos 1125 1 112.5 0.846395 0.393059 5.987378
Dentro de grupos 797.5 6 132.9167
Total 910 7
Anova: factor Gnico
SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média Variancia
Fémeas Teste 1 4 8235 205.875 317.8958
antes da administragdo (t=60min)
Fémeas Teste 1
depois da administracdo (t=60min) 4 924 231 88.66667
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ANOVA

Fonte de variacao SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 1262.531 1 1262.531 6.210761 0.047026 5.987378
Dentro de grupos 1219.688 6 203.2813
Total 2482.219 7
Anova: factor Gnico
SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média Variancia

Machos Teste 1 4 718  179.5 454.3333
antes da administragdo (t=60min)
Machos Teste 1
depois da administracédo (t=60min) 4 751 187.75 200.9167
ANOVA

Fonte de variacdo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 136.125 1 136.125 0.41549 0.543039 5.987378
Dentro de grupos 1965.75 6 327.625
Total 2101.875 7
Anova: factor anico
SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média Variancia

Fémeas Teste 1 4 454 1135 271.8333
antes da administragdo (t=120min)
Fémeas Teste 1
depois da administracédo
(t=120min) 4 483  120.75 414.9167
ANOVA

Fonte de variacdo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 105.125 1 105.125 0.306152 0.600045 5.987378
Dentro de grupos 2060.25 6 343.375
Total 2165.375 7
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Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Variancia

Machos Teste 1 4 418 104.5 47
antes da administracéo (t=120min)
Machos Teste 1
depois da administracédo
(t=120min) 4 452 113 193.3333
ANOVA

Fonte de variacdo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 1445 1 144.5 1.202497 0.314873 5.987378
Dentro de grupos 721 6 120.1667
Total 865.5 7

A3. Tratamento estatistico das curvas de tolerancia dos animais Teste 2

Anova: factor Unico

SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média  Variancia
Fémeas Teste 2 4 318 79.5 14.5
antes da administragdo (t=0min)
Fémeas Teste 2
depois da administracéo (t=0min) 4 340 85 134
ANOVA

Fonte de variacdo SQ gl MQ F valor P F critico

Entre grupos 60.5 1 60.5 0.814815 0.401484 5.987378
Dentro de grupos 445.5 6 74.25
Total 506 7
Anova: factor anico
SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média Variancia
Machos Teste 2 4 3105 77.625 85.22917
antes da administrag&o (t=0min)
Machos Teste 2
depois da administracéo (t=0min) 3 245 81.66667 264.3333
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ANOVA

Fonte de variacao SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 28.00298 1 28.00298 0.17851 0.690211 6.607891
Dentro de grupos 784.3542 5 156.8708
Total 812.3571 6
Anova: factor Gnico
SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média Variancia

Fémeas Teste 2 4 9145 228.625 280.0625
antes da administragdo (t=30min)
Fémeas Teste 2
depois da administracédo (t=30min) 4 1027 256.75 1422.917
ANOVA

Fonte de variacdo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 1582.031 1 1582.031 1.857957 0.221794 5.987378
Dentro de grupos 5108.938 6 851.4896
Total 6690.969 7
Anova: factor Gnico
SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média Variancia

Machos Teste 2 4 763  190.75  660.75
antes da administragdo (t=30min)
Machos Teste 2
depois da administragdo (t=30min) 4 739 184.75 767.5833
ANOVA

Fonte de variacao SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 72 1 72 0.100817 0.761611 5.987378
Dentro de grupos 4285 6 714.1667
Total 4357 7
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Anova: factor Unico

SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média  Variancia
Fémeas Teste 2 4 794 1985 419.6667
antes da administracdo (t=60min)
Fémeas Teste 2
depois da administracdo (t=60min) 4 892 223 1324.667
ANOVA

Fonte de variacédo SQ gl MQ F valor P F critico

Entre grupos 1200.5 1 1200.5 1.376457 0.285167 5.987378
Dentro de grupos 5233 6 872.1667
Total 6433.5 7
Anova: factor anico
SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média  Variancia
Machos Teste 2 4 659  164.75 89.58333
antes da administracdo (t=60min)
Machos Teste 2
depois da administracdo (t=60min) 4 742 185.5 312.3333
ANOVA

Fonte de variacao SQ gl MQ F valor P F critico

Entre grupos 861.125 1 861.125 4.285092 0.083882 5.987378
Dentro de grupos 1205.75 6 200.9583
Total 2066.875 7
Anova: factor Gnico
SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média  Variancia
Fémeas Teste 2 4 444 111 48.66667
antes da administragdo (t=120min)
Fémeas Teste 2
depois da administragédo
(t=120min) 4 437 109.25 174.9167
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ANOVA

Fonte de variacao SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 6.125 1 6.125 0.054789 0.822712 5.987378
Dentro de grupos 670.75 6 111.7917
Total 676.875 7

Anova: factor Unico

SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média Variancia

Machos Teste 2 4 433  108.25 18.25
antes da administragdo (t=120min)

Machos Teste 2
depois da administracédo

(t=120min) 4 475  118.75  650.25
ANOVA

Fonte de variacdo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 220.5 1 220.5 0.659686 0.447689 5.987378
Dentro de grupos 2005.5 6 334.25
Total 2226 7

A4. Tratamento estatistico das glicemias em jejum antes e apés a administracédo das frac¢oes

Anova: factor Unico

SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média Variancia

Fémeas Teste 1 4 283 70.75 10.91667
antes da administracéo (t=0min)

Fémeas Teste 1

depois da administracéo (t=0min) 4 401 100.25 29.58333
ANOVA

Fonte de variacao SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 1740.5 1 1740.5 85.95062 8.9E-05 5.987378
Dentro de grupos 121.5 6 20.25
Total 1862 7
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Anova: factor Unico

SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média  Variancia
Machos Teste 1 4 308 77 15.33333
antes da administrag&o (t=0min)
Machos Teste 1
depois da administracdo (t=0min) 4 393 98.25 118.25
ANOVA

Fonte de variacédo SQ gl MQ F valor P F critico

Entre grupos 903.125 1 903.125 13.52152 0.010366 5.987378
Dentro de grupos 400.75 6 66.79167
Total 1303.875 7
Anova: factor Unico
SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média  Variancia
Fémeas Teste 2 4 298 745 46.33333
antes da administrag&o (t=0min)
Fémeas Teste 2
depois da administracdo (t=0min) 4 340 85 134
ANOVA

Fonte de variacédo SQ gl MQ F valor P F critico

Entre grupos 220.5 1 220.5 2.445471 0.168897 5.987378
Dentro de grupos 541 6 90.16667
Total 761.5 7
Anova: factor anico
SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média Variancia
Machos Teste 2 4 281  70.25 14.91667
antes da administracéo (t=0min)
Machos Teste 2
depois da administracéo (t=0min) 3 245 81.66667 264.3333
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ANOVA

Fonte de variacao SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 223.4405 1 223.4405 1.948326 0.221582 6.607891
Dentro de grupos 573.4167 5 114.6833
Total 796.8571 6
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