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Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

O efeito agudo apds administragdo oral de 20 mg/Kg D-
quiroinositol (DCI) ou metil-D-quiro-inositol (me-DCI) na
glicemia de ratos diabéticos por estreptozotocina (Diab)
comparado com o efeito da glibenclamida (2 mg/Kg) é
mostrado em (A). No painel (B) ¢ mostrado a comparag8o
entre os efeitos hipoglicemiantes apos administragdo oral de
400 mg/Kg de extrato aquoso de Bawhinia ungulata (EABU)
ou extrato etandlico de Bawhinia ungulaia (EEBU)
comparado com o efeito dos inositdis D-quiroinositol (DCI)
ou metil-D-quiro-inositol  (me-DCI) (20 mg/Kg) e
glibenclamida (2 mg/Kg). Os dados sio expressos como
média + erro padrdo da média (n=6/grupo). As doses extratos
foram de 0,25; 0,5 ¢ 1 mg/Kg/min. *p<0,05, ANOVA seguida
de Tukey-Kramer vs. Diab-salina. # p<0,05, ANOYA seguida
de Tukey-Kramer vs. Diab-glibenclamida '

Efeito protetor do EABU (Extrato Aquoso de Bauhinia
ungulaia) ¢ EEBU (Extrato Etanolico de Bauhinia ungulaia)
no teste de tolerancia oral a glicose em ratos, quando
administrados na dose de 400 mg/Kg por via oral 30 minutos
antes da sobrecarga de glicose (n=8 animais/grupo). Os dados
sdo expressos como meédia *+ erro padrdo da média. * p<0,05
ANOVA seguida da comregio de Tukey-Kramer vs.
Sobrecarga+Veiculo. # p<0,05 ANOVA seguida da corregdo
de Tukey-Kramer vs. Controle que nfo sofreu sobrecarga
{cont s/ sobrec)
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Cotrelagdo linear entre valores de concentracdo sérica de
glicose e indice aterogénico de uma amostra populacional de
ratos Wistar euglicémicos (n=36) e de ratos diabéticos por
estreptozotocina (n=56)
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Efeito do tratamento oral por trés semanas através de
gavagem oroesofagica com 400 mg/Kg de extrato aquoso de
Bauhinia ungulata (EABU; painel A) ou extrato etanolico de
Bauhinia ungulata (EEBU; painel B) no indice aterogénico de
ratos diabéticos por estreptozotocina (DIAB) comparado com
o efeito obtido em animais euglicémicos. Os dados s@o
expressos como média * erro padrdo da média. *p<0,001,
teste t de Student pareado vs. controle diabético anterior ao
tratamento. v = veiculo; eugli = euglicémico. # p<0,001 teste t
de Student ndo pareado vs. animais euglicémicos controles......

Efeito do tratamento oral por trés semanas através de
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(DCI) ou metil-D-quiro-inositol (me-DCI) no indice

aterogénico de ratos diabéticos por estreptozotociha (DIAB)
comparado com o efeito obtido em animais euglicémicos. Os

dados sdo expressos como meédia * erro padrdo da média. -

*p<0,001, teste t de Student pareado vs. controle diabético
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Em (A) observa-se o efeito do extrato aquoso de Bauhinia
ungulata (EABU) na hipertrigliceridemia induzida por
tiloxapol (400 mg/Kg) apés 24 horas da indugéiio. No painel
(B) verifica-se o efeito do extrato aquoso de Bauhinia
ungulata (EABU) na hipertrigliceridemia induzida por
tiloxapol (Triton; 400 mg/Kg) apoés 48 horas da indugio,
(n#10/grupo). Letras diferentes correspondem a diferenca
estatistica com significancia de 5%, teste t de Student pareado

Em (A) verifica-se o efeito do extrato aquoso de Bauhinia
ungulata (EABU) na hipercolesterolemia induzida por
tiloxapol (400 mg/Kg) apés 24 horas da inducio. Em (B)
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O espectro mostra umn tragado de poligrafo representando o
efeito do extrato aquoso de Bauhinia ungulata (EABU) na
pressdo arterial média (PAM), usando-se acetilcolina (Ach) (5
peg/Kg) como controle. As setas indicam o local do registro
que marca o ponto de aplicaciio da Ach (ug/Kg) ¢ do EABU
(mg/Kg). O tragado € representativo de 6 experimentos............

O painel (A) mostra o efeito de extrato aquoso de Bauhinia
ungulata (EABU) e da acetilcolina (ACh) na pressdo arterial
média (PAM) em animais normotensos apds infusdo
intravenosa em bolus nas doses de 10, 30 ¢ 100 mg/Kg. Em
(B) ¢ mostrado a auséncia de efeito deste extrato na
freqiiéncia cardiaca in vivo. Os dados sdo mostrados comg
média £+ erro padrio da média *p<0,05, teste t de Student
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O grafico (A) mostra o efeito de bloqueadores de receptores .

muscarinicos ¢ adrenérgicos na resposta hipotensora do
extrato aquoso de Bauhinia ungulaia (EABU). As drogas
atropina (ATR 1 wmg/kg), fentolamina (0,1 mg/kg) e
propranolol (2 mg/kg) foram injetados 20 minutos antes da
administragdo de EABU ¢ comparadas com o efeito obtido
antes da injegfo das drogas. Em (B) na auséncia de efeito de
bloqueadores inespecificos de receptor da serotonina
(quentaserina: KEN; 20 mg/kg), bloqueador histaminérgico
(prometazina; PROM; 1 mg/kg), bloqueador da sintese de
prostanoide (indometacina; INDO; 40 mg/kg) e do bloqueador
gaﬁgléonm‘ (hexameténio; HEX; 5 mg/kg) na resposta
hipotensora induzida pelo EABU. As drogas foram injetadas
20 minutos antes da administragdo de EABU e comparadas
com o efeito obtido antes da injecfio das drogas. Os dados sdo
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Os tragados (A) e (B) representam os registros obtidos de um
poligrafo. Em (A) observa-se um tracado para a atropina
(ATR; 1 mg/kg) ¢ em (B) um tracado para o hexametdnio
(HEX,; 30 mg/kg), ambos na resposta hipotensora do extrato
aquoso de Bauhinia ungulata (EABU) (30 mg/kg) em animais
normotensos. As setas indicam o momento de cada injecéo
das substancias e as respectivas concentragdes. Cada tragado
(A) e (B) ¢ representativo de 6 experimentos
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RESUMO

Atividade antidiabética da Bauhinia ungulata: papel dos inositéis
componentes dos mediadores putativos da acio da insulina.

Marta Regina Kerntopf Mendonga

Orientador: Dr. Manassés Claudino Fonteles

Tese de Doutorado em Farmacologia — UFC, 2004.

Bauhinia ungulata (“Morord”) € uma arvore da familia Caesalpiniaceae
que ¢ utilizada na medicina popular como agente hipoglicemiante oral.
Nesta tese foi avaliada a atividade antidiabética de extratos aquosos e
etandlicos obtidos das folhas desta planta e comparadas com inositéis (D-
quiro-inositol e pinitol) identificados no extrato aquoso. Além do mais a
toxicidade geral e atividade antihipertensiva foram também avaliadas. O

extrato aquoso (EABU) possui atividade hipoglicemiante de carater

agudo tanto por administragdo endovenosa como oral. ¥enhuma
toxicidade digna de nota foi encontrada apéds administragdo oral de
EABU (400 mg/ kg) por 1 més. O efeito hipoglicemiante foi reproduzido
pelos inositodis tanto ap6s administragio endovenosa como oral. O extrato
etanodlico apresentou poténcia hipoglicemiante maior que o EABU talvez
devido a um maior contetdo de inositodis. A administracdo oral de EABU
também protege ratos euglicémicos de uma sobrecarga oral de glicose de
maneira similar a glibenclamida. Ademais, a administragdo de EABU
proveu bom controle glicémico em ratos diabéticos por estreptozotocina
com melhora também de pertfil lipidico e redugfio de indice aterogénico.
O EABU possui também atividade hipolipemiante direta demonstiada em
camundongos com dislipidemia induzida por tiloxapol. A adininistracdo
de EABU em bolus endovenoso induz hipotensdio que foi demonstrado
depender de uma diminuigdo da resisténcia periférica por acfo
vasodilatadora. .A fungdo endotelial prejudicada em vasos de ratos
diabéticos foi também restaurada apés tratamento com EABU.
Adicionalmente, o EABU restaurou os niveis de DCI urinrio apds
administragdo oral por 3 semanas demonstrando um potencial na reversio
da resisténcia insulinica. Em conclusdo, esta é o primeiro trabalho a
apontar um provavel principio ativo para a atividade hipoglicemiante de
uma espécie de Bauhinia comum nas areas litoraneas e serranas do Ceara,
a demonstrar sua atividade vasoprotetora ¢ provavel agio sensibilizadora
dos tecidos a acfo da insulina.
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ABSTRACT

Antidiabetic activity of Bauhinia ungulata: Role of inositols
components of the putative mediators of insuline action

Marta Regina Kerntopf Mendonga.

Mentor: Ph.D. Manassés Claudino Fonteles

Doctoral Thesis — UFC, 2004

Bauhinia ungulata (“Mororo”) is a Caesalpiniaceae tree widely used in
the popular medicine of Ceara, Brazil, as an hypoglicemiant agent. In this
study, aqueous and ethanolic extracts from the leaves of this tree were
evaluated in order to validate its reputed antidiabetic activity, to access its
relative toxicity and to investigate inositols identified in this plant as
possible active principles for the hypoglicemiante activity. The aqueous
extract (AEBU)of B. ungulata was demonstrated to have hypoglicemiant
activity by both oral and intravenous route. This extract was als® show to
be devoided of overt toxicity by the oral route. The acute hypoglicemiant
effect by intravenous or oral administration were quite reproduced by the
inositols (D-chiro-inositol or pinitol) identified in AEBU in enough
amounts to be responsible for the observed effects. The ethanolic extract
was show to have a more potent hypoglicemiant effect than AEBU,
maybe by its higher content of inositols. AEBU also protected
euglycemic rats against an oral glucose overload in a similar fashion as
did glibenclamide, a conventional antidiabetic drug. On the other hand,
AEBU also provided a good glycemic control for STZ-diabetic rats after
3 weeks oral administration. This later effect was followed by a better
lipid profile with a lower atherogenic index. AEBU was also shown to
have a direct hipolipemiant effect in a nice model of dyslipidaemia
induced by tiloxapol. To better approach its general safety the effects on
the mean arterial blood pressure (MAP) were studied and AEBU was
shown to have hypotensive activity by means of a direct vasodilatory
action on resistance vessels. This activity raises the possibility of
presence of a antihypertensive active principle is this plant. Furthermore,
the antidiabetic, hypolipemiant and antihypertensive profile of AEBU is
associated to a direct protective effect on the endothelial function that are
decreased in the diabetic vessels. Additionaly, AEBU restored the
decreased levels of urinary D-quiro-inositol in diabetic rats towards to
normal levels, inducing a better insulin sensitivity profile. In conclusion,
this is the first study to point a probable activity of a Bauhinia specie and

to demonstrate its vasoprotective properties and action as a insulin
sensitizer.
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PREFACIO

A tese traduz uma grande soma de trabalho experimental cujo
planejamento foi muito bem arquitetado com vista a avaliagdo da eficacia
e a seguranga do emprego medicinal de uma espécie da flora regional,
usada como antidiabética pelo povo nordestino, o mororo-da-folha-de

ponta-fina ou pata-de-vaca do Nordeste, Bauhinia ungulata L.

A busca de comprovagio experimental da  agdo
antihiperglicemiante da planta; através dos inositois cuja existéncia foi
comprovada na plénta uma idéia inovadora que obteve sucesso € cuja
importéancia pode ser deduzida pela possibilidade, senfio, obrigatoriedade
da aplicagdo da metodologia desenvolvida, ao estudo de intimeras outras
plantas brasileiras usadas como antidiabéticas pelos usuarios da medicina
popular. Essa importancia € acrescida com a descoberta de outra relevante
propriedade farmacolégica da planta: a atividade antihiperlipemiante.

Considero uma excelente tese, que certamente devera ser

utilizada como modelo para outras teses ¢ dissertagdes neste ou em outros

cursos de pos-graduacao

Prof. Dr. Francisco José de Abreu Matos *

e
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UFC, coordenador e criador do Projeto Farmacias Vivas.
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1. INTRODUCAO
1.1 Apresentacio

Varias espécies de Bauhinia, planta da familia Leguminosae,
conhecidas popularmente em todo Brasil como pata-de-vaca e no Ceara
como morord {[Do tupi miroi’r6.] S. m. Bras. [mord (nutrir, alimentar) +
r6 (produzir)], BRAGA, 1976}, sdo extensamente utilizadas na medicina
popular brasileira por sua atividade anti-diabética. Algumas delas forani

~
avaliadas em experiéncias pré-clinicas e clinicas controladas (PEPATO el

al., 2002; SILVA et al., 2002; LEMUS et al. 1999; ANJOS et al., 1995,

ROMAN et al., 1995; ROMAN et al., 1992, RUSSO et al.,1990).

Bauhinia ungulata Lin. é uma espécie muito comum no 'Nordeste
do Brasil especialmente no Estado do Ceara, ndo obstante, sua eficacia
relativa e segurz/;nga como um agente hipoglicemiante oral ainda ndo foram
estudadas. Por | outro lado, o diabetes mellitus (DM) ¢ uma doenga
epidémica de carater degenerativo e que onera o sistema americano de
saide em 90 bilhdes de dolares/ano. Hipoglicemiantes orais fazem parte do
arsenal terapéutico no curso do n'afalnento do diabetes tipo 2 e representam
maior parcela do custo destes medicamentos (ZIMMET et al., 2001). As

plantas medicinais com atividade antidiabética sdo alternativas de baixo

custo para utilizagdo no sistema de saide, apds validagdo e determinagéo

P



de seguranca (MATOS, 2000). Por sua vez, o diabetes, tanto por
insuficiéncia pancredtica como por resisténcia insulinica, cursa com
disfungdo vascular que precede as seqiiclas macro e microangiopaticas,
como, por exemplo, a doenga arterial coronariana, retinopatia, nefropatia e
neuropatia (BRONWLEE, 2001). Esta disfunc@o vascular ref@re—se ao
desbalango na produgdo de fatores vasorelaxantes antitromboéticos e anti-
aterogénicos pelo endotélio no sentido de produzir fatores contraturantes,
vasoconstritores ¢ pro-agregantes e foi denominada disfungdo endotelial”
-
(LUDMER, 1986). O principal marcador de disfungiio endotelial em seres
humanos e animais € a resposta atenuada a agentes vasoativos que atuam
apenas na presenca de endotélio funcionalmente integro (FURCHGOTT e
ZAWADZKI, 1980; LUDMER et al.,, 1986; ABIRU et al., 1990a; ABIRU
el al., 1990b). A atenuagfio do relaxamento endotélio-dependente tem sido
observada em pacientes diabéticos (CALVER et al., 1992; JOHNSTONE
et al., 1993) e ém modelos animais de diabetes (FORTES ¢t al,, 1983;
DURANTE eij c;/., 1988; KAMATA et al., 1989, COSTA e FORTI ¢
FONTELES, 1998). A redugfio do relaxamento endotélio-dependente tem
sido também relatada em anéis isolados de aorta de ratos com diabetes
induzida por estreptozotocina (STZ) (KAMATA ef al., 1989;
RODRIGRUEZ-MANAS et al., 1998, HATTORI et al., 1991) ¢ em
microvasos mesentéricos (LASH e al, 1991; TAYLOR et al, 1992)

indicando que tanto vasos de condutincia como vasos de resisténcia sdo



afetados por disfungfio endotelial (DE). Um niimero limitado de estudos
tem sido destinado ao mesentério e tem mostrado que a arvore vascular
meseméﬁcé softe hipertrofia precedida por atenuagiio do relaxamento
endotelial dependente no diabetes experimental (COOPER ef al., 1994;

RUMBLE et al., 1997).

Este trabalho doutoral representa um esforgo no sentido de

validar a atividad@. antidiabética da Bawhinia ungulata L. e estudar seu”
A

potencial vasoprotetor em modelos de disfungdo endotelial em artérias de
resisténeia (leito vascular mesentérico) e condutdncia (aorta toracica).
Além do mais, avaliamos sua toxicidade aguda e sub-cronica em ratos e
camundongos com estudo dos efeitos gerais e histopatologicos. Em adigdo
avaliamos seu potencial antihipertensivo e seu mecanismio de agio
vasodilatador, in vivo e in vitro. Outro aspecto de interessante estudo ¢ a
presenca no material vegetal utilizado de inositdis como pinitol e D-quiro-
inositol (DCi} “que sdo parte dos mediadores putativos da insulina.
LARNER e HUANG (1999) demonstraram que estes compostos possuém
atividade hipoglicemiante em faixas nanomolares quando administrados
por via oral ou intravenosa. Compammos em alguns experimentos agudos
os efeitos de nossos extratos de Bauhinia ungulaia com os provaveis
principios ativos pinitol e D-quiro-inositol (DCI). A validagio da atividade

hipoglicemiante, antilipémica, vasodilatadora desta planta é altamente




encorajadora tendo em vista que esta associada a efeito vasoprotetor direto
na fungdo endotelial. Uma vez que este fendmeno precede e acentua
aqueles associados ao diabetes podemos vislumbrar um potenciaﬂ
terapéutico de preparagbes de fitoterapicos com base nesta espécie para o

tratamento adjuvante desta sindrome.
1.2 Diabetes mellitus - generalidades

Fisiologicamente as taxas de glicose sérica oscilam entre valores~
“ .
proximos de 72 — 126 mg/dL, a ndo ser apds as refeigdes ¢ em periodo de
Jejum sendo este limite mantido pelo equilibrio entre a producio de glicose

hepatica, absor¢do intestinal, captacdo e metabolismo nos tecidos
(SALTIEL e KHAM, 2001).

A captagdo de glicose no musculo e adipocitos ¢ grandemente
aumentada pﬁla/ translocagdo de GLUT-4 induzida por insulina, assim
regulando as cénéentrag;ﬁes plasmaticas de glicose. Este hormonio, também
incrementa a lipogénese, sintese protéica e glicogénese, além de inibir a

lipolise, glicogenolise e protedlise (SALTIEL e KHAM, 2001).

A sindrome de resisténcia insulinica ou a deficiéncia na produgio

deste hormdnio resultam em profunda desregulagiio desses processos com



elevagdo dos niveis de glicose ¢ dislipidemia (BRUNING er al.; 1998;

KULKARNI et al,, 1999 aeb)

O Diabetes mellitus (DM) € uma sindrome de etiologia maltipla,
decorrente da falta de insulina e/ou da incapacidade da insulina de exercer
adequadamente seus efeitos. Caracteriza-se por hiperglicemia cr&}ica com
distarbios do 1lletébolisano dos carboidratos, lipidios e proteinas. As
conseqiiéncias do Diabetes mellitus a longo prazo incluem danos,

- .
disfuncfo e faléncia de varios oOrgdos, especialmente rins, olhos, nervos,
coragdo e vasos sangiiineos. Com freqii€ncia os sintomas classicos (perda
inexplicada de peso, polidipsia ¢ polifiria) estdo ausentes, porém podera
existir hiperglicemia de grau suficiente para causar alteragdes funcionais ou
patologicas por um longo periodo antes que o diagnostico seja estabelecido.

-
Antes do surgimento de hiperglicemia mantida, acompanhada do quadro
clinico classico /do Diabetes mellitus, a sindrome diabética passa por um
estagio de dis{ﬁﬁ)io do metabolisino da glicose, caracterizado por valores
glicémicos situados entre a normalidade e a faixa diabética (WORLD

HEALTH ORGANIZATION, 1999).

Na atualidade, a classificagio do DM segue sob duas principais
formas, a do tipo 1 que resulta da destrui¢do da célula beta, geralmente

ocasionando deficiéncia absoluta de insulina, possuindo natureza auto-
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imune ou idiopatica, num total de casos em tormo de 5% a 10%, a forma em
que ¢é rapidamente progiessiva ¢ geralmente observada em criangas e
adolescentes, podendo ocorrer em adultos. A forma lentamente progressiva,
comumente ocorre em adultos, é referida como diabetes latente auto-imune
do adulto e a do tipo 2 com uma variagiio com predominancia de resisténcia
insulinica com relativa deficiéncia de insulina a um defeito
predominantemente secretério, com ou sem resisténcia insulinica. O
diagnoéstico em quase todos os casos, € feito a partir dos 40 anos de idade”
- ,
Abrange 85% a 90% do total de casos. Anteriormente DM ﬁpq 1 era
denominado diabetes melito insulino dependente (IDDM) e do tipo 2 ndo
msulino dependente (NIDDM), sendo ambos, na hodiernidade, abolidos
(THE EXPERT COMMITTEE ON THE DIAGNOSIS AND
CLASSIFICATION OF DIABETES MELLITUS, 1997, ALBERTI e
ZIMMET, 1998; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999).
;

Existex\n, também, outros tipos especificos de DM, como por
exemplo; ocasionados por defeitos genéticos funcionais das células beta,
por defeitos genéticos na agfio da insulina, por doengas do pancreas
exocrino, endocrinopatias, induzic’ios por farmacos e agentes quimicos,
infecgSes, formas .incomuns de diabetes imuno mediado e por outras
sindromes genéticas geralmente associadas ao diabetes. Outra forma é o

diabetes gestacional, onde ocorre a diminuigdo da tolerdncia a glicose,



possuindo magnitude varidvel ¢ se diagnosticada pela primeira vez na
gestacfio, podendo ou ndo persistir apos o parto. Abrange os casos de DM e
de tolerdancia a glicose diminuida detectados na gravidez (THE EXPERT
COMMITTEE ON THE DIAGNOSIS AND CLASSIFICATION OF
DIABETES MELLITUS, 1997, ALBERTI ¢ ZIMMET, 1993, WORLD

HEALTH ORGANIZATION, 1999; ATKINSON e EISENBARTH, 2001)

Diabetes mellitus ¢ um importante problema de sa(de plblica”

s
uma vez que ¢ freqilente e estd associado -a complicagdes que
comprometem a produtividade, qualidade de vida e sobrevida dos
individuos, além de envolver altos custos no seu tratamento. Medidas de
prevengdo do Diabetes mellitus, assim como das complicagdes, sdo
eficazes em reduzir os impactos desfavoraveis sobre morbidade ¢

st

mortalidade destes pacientes (ZIMMET, ALBERTI e SHAW, 2001).
/

Esmld(;s epidemiologicos realizados no Brasil na década de 90,
demonstraram que a faixa etaria do diabetes mellitus esti entre 30 e 69
anos, principalmente nas cidades industrializadas, onde 7,6 % da populagfio
apresenta tal patologia. Este estudo mostra que 5 milhGes de pessoas tém
diabeles, dentre as quais apenas aproximadamente 500 mil sdo do tipo I e o
restante do tipo II. Como o diabetes pode aparecer ¢ evoluir sem apresentar

sintomas, cerca da metade destes brasileiros desconhecem que tem a

=)



doenca (Ministério da Sande, 1988 - 1° lCenso Nacional de diabetes). No
mundo a estimativa global de pacientes diabéticos € de cerca de 150
milhdes de individuos e deve crescer para 220 milhdes em 2010 e 300
milhdes em 2025 (AMOS, MACCARTHY e ZIMMET, 1997; KING,

AUBERT e HERMAN, 1998).

O diabetes mellitus, no contexto da saide publica, tem uma

grande importancia médico-ccondmico-social, esta doenga como ¢
A
diagnostico primario de internaglo hospitalar aparece como a sexta causa
mais freqiiente e contribui de forma significativa (30% a 50%) para outras
causas como cardiopatia isquémica, insuficiéncia cardiaca, colecistopatias,
acidente vascular cerebral e hipertensdo arterial (SILVESTRE, 1997).
Pacientes diabéticos representam cerca de 30% dos pacientes que se
internam em unidades coronarianas intensivas com dor precordia, sendo a
. / o o : .

principal causa de amputagdes de membros inferiores e cegueira adquirida
(SPILCHLER et al., 1998). Aproximadamente 26% dos pacientes que
ingressam em programas de didlise sdo diabéticos (BRUNO, 2000). As
doengas cardiovasculares sfo responsaveis por 1.150.000 das
internagdes/ano, com um custo aproximado de 475 milhdes de reais, sendo

que nestes niumeros ndo estdio inclusos os gastos com procedimento de alta

complexidade (BRASIL, 1988).
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1.3. Angiopatia diabética

Entre as principais causas de morbi-mortalidade no curso do
diabetes, estfdio as complicagdes cardiovasculares secundarias, a micro o
macrovasculopatias; entre as anormalidades da microcirculagio, incluem a
retinopatia, nefropatia, alem de coniribuir para neuropatia (disfungdo

endotelial nas vasa nervorum).

No caso da macroangioapatia, anormalidades hemodinamicag

A
associada a aterosclerose com aumento de risco de infarto do miocardio e
acidente vascular cerebral. Entre as causas de morte secundaria o diabetes;

35% sdo devido a infarto do miocardio e 22% a acidentes vasculares
encefalicos (BRASIL, 1988).

Uma das principais causas subjacentes que precedem tanto a
macro quanto a/microangiopatia diabética ¢é a desregulacio do endotélio
vascular, non Qtse diz respeito as suas fungdes vasorelaxantes,
antitrombotica,  anticoagulante,  antiadesiva,  antiaterogénica e
antiproliferativa (BROWNLEE, 2001). Essa desregulacdo denominada
disfungdo endotelial foi descrita por Liidmer (LUDMER el al., 1986) em
pacientes  hipercolesterolemicos e posteriormente df:111011sta;ada em
pacientes diabéticos (JONHSTONE et al., 1993). A disfuncdo endotelial

tem sido detectada classicamente através da diminui¢do do relaxamento
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endotélio dependente quando comparado com pacientes controle de mesma
faixa etaria e sexo acompanhada de relaxamento normal para agonistas que
agem diretamente no musculo liso vascular (HERMANN e LERMAN,
2001). Este fenomeno foi demonstrado em modelos animais de diabetes,
tanto em vasos de condutincia como de resisténcia (COSTA E FORTI e
FONTELES, 1998; HATTORI et al., 1991; TESFAMARIAN e COHENG,
1992; ANGULO e al., 2003; NASCIMENTO et al., 2003).

o
Uma propriedade interessante para uma droga no i‘miamemd do
diabetes tipo 2, além do efeito hipoglicemiante ¢ a capacidade de prevenir

ou atenuar a disfuncfo endotelial no paciente diabético.

Como exemplo a metformina, uma biguanidina utilizada no

tratamento do diabetes tipo 2 foi demonstrada recentemente possuir

propriedade vasgprotetora por melhorar a fungfio endotelial (BRAME et

al., 2004).

Portanto, a validagdo de potenciais tratamentos alternativos,
como plantas medicinais, deve, também, contemplar este aspecto, qual seja,

de melhora da fun¢io endotelial.



it

1.4. O tratamento do diabetes ¢ da hipercolesterolemia com plantas

medicinais

Mais de 1.200 espécies de plantas tém sido empregadas
etnofarmacologicamente ou experimentalmente para tratar os sintomas do
diabetes mellitus. Estas espécies estio incluidas em mais de 725 géneros de
183 familias, que se estendem filogeneticamente desde as algas marinhas e
fungos até as pizmtas superiores. FEstas familias englobam plantas”

B
largamente  distribuidas  geograficamente, com . grandes distancias
filogenéticas, sugermndo a possibilidade de estudos tradicionais ou
experimentais coincidentes ¢ uma enorme variedade de principios ativos
(BAILEY e DAY, 1989). Assim sendo, enquanto estudos
quimiotaxondmicos séo freqilentemente iteis para a descoberta de novas
plantas com constituintes biologicamente ativos, € necessario aprender
mais sobre gmpés particulares de produtos naturais hipoglicemiantes, como
também, seus ”’priovéweis mecanismos de agdo. BAILEY ¢ DAY (1989),
demonstraram que as plantas medicinais utilizadas no diabetes mellitus,
apresentam um segundo alvo, as complicagbes diabéticas caracterizadas
pela presenca de manifestagGes sintomaticas como; polidipsia, polifagia e
politria e doengas como: retinopatia, aterosclerose, nefropatia e

impoténcia.
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E importante considerar que a atividade hipoglicemiante de
produtos naturais tem sido testada em seres humanos e em animais de
experiéncia e as distingdes nos diversos modelos experimentais
empregados sdo importantes para a compreensio de seu mecanismo de
agdio (LUNDQUIST e RERUP, 1967; RERUP ¢ TARDING, 1969; BELL e

HYE, 1983)

1.4.1. Mecanismo de agdo dos constituintes hipoglicemianies ¢
Ty

hipolipemiantes de planias medicinais

Para compreender a agdo hipoglicemiante ¢ hipolipemiante dos
constituintes de plantas, ¢ interessante considerar as razdes pelas quais 0s
compostos com atividade hipoglicemiante e/ou hipolipemiante existemn nos

-

vegetais (SILVA et al., 2002).

/

A glicose ¢ a fonte de energia metabdlica e o precursor
biossintético mais importante nas plantas, ou seja, a glicose € armazenada e
metabolizada sob controle hormonal em plantas, como também o é em
animais. Sendo assim, com relagfio aos processos metabolicos celulares ¢
moleculares, as plantas e os animais ndo sdo tdo diferentes. Alguns
reguladores do crescimento de plantas, por exemplo, apresentam atividade

hipoglicemiante, com o acido indol-3-acético e seus analogos naturais ou

k)



sintéticos, tais como o acido indol-3-butirico, o acido indol-3-propidnico, o

L-triptofano e o acido p-clorofenoxiacético (MIRSKY er al., 1956).

Outros compostos hipoglicemiantes encontrados em plantas
incluem o acido nicotinico, o acido antranilico, mibidores de insulinase € o
acido salicilico, os quais atuam funcionando como imbidores do
crescimento  dos vegetais (BEVER e ZAHND, 1979). Portanto,

. . . ;oo
constituintes que regulam o metabolismo das plantas, podem também
A

regular o metabolismo animal, de diversas maneiras, dependendo de seu

mecanismo de a¢do (ROBBERS, 1999).

Existem mais de 200 compostos puros, ja identificados,
produzidos por plantas, que apresentam atividade hipoglicemiante e/ou
hipolipemiante, classificados como alcaldides, carboidratos, cumarinas,

. . . [] - - - - . . -
glicosidios cianogénicos, flavonoides, glicopeptidios, sais inorganicos,
lipidios, peptidios e aminas, fendis (simples), fenopropanoides, esterdis,

compostos sulfurados, terpendides, vitaminas e xantenol (BEVER, 1980;

KHANNA et al.; 1981; IVORRA et al., 1989; MOSSA e TARIQ, 1991)

A 1mensa variedade na natureza quimica destes compostos sugere
a possibilidade de diversos mecanismos de acfo hipoglicemiantes, dentre

0s quais encontram-se a diminuigfo da absorgio de carboidratos, estimulo a
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sintese ou secregio de insulina ou interferéncia na sua biotransformagio,
aumento da concentra¢io ou afinidade dos receptores de insulina, agdes
periféricas no metabolismo dos carboidratos (como a inibigdo da
gliconeogénese ¢ o estimulo a glicogénese), efeito protetor sobre as células
B, inibigdo das células o das ilhotas de Langerhans, entre outros

(MORRISON e WEST, 1982).

’ . &
E fato que alguns destes compostos podem ter potencial
AL
terapéutico,  enquanto  outros podem  produzir  hipoglicemia,
hepatotoxicidade e nefrotoxicidade, como wm efeito colateral (NEAME e

PILLAY, 1964; MARLES e FARNSWORTH, 1995).

Referindo-se especificamente a atividade hipolipemiante, dentre
os compostos puros, ja identificados, produzidos por plantas destacam-se:
beta-caroteno, l{cope.nos, cicloartenol, besa-sitosterol, saponinas, proteinas

da soja, polissacarideos, propionato, mevinolin, flavonodides, niacina,

terpendides, dentre outros (WANG el al., 1999)

Diversas plantas sdo utilizadas pela populagdo para o tratamento
das hipercolesterolemias, sendo que algumas ja foram pesquisadas, como &
o caso do Ruta graveolens L.(arruda), a Fucus vesiculosus L. (fucus), a

Commiphora mukul Engl. (gum-gugul), a Catharanthus roseus, L. (Boa
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noite, Boa noite branca ou Bom dia), Zingiber Olfficinale Roscoe
(gengibre), a Ficus carica L. (figo), Terminlia chebula Retz. ¢ a
Achyranthes aspera L. (carrapicho) (Kuppurajan, et al., 1978, TSI et al,

1994; MUKHERIJEE et al., 1995; CHANDER et al., 1996).

As agBes mais conhecidas de plantas com atividade
hipolipemiante envolvem a inibicfio da biosintese de colesterol, aumento da
excrecdo fecal de acidos biliares, estimulo & atividade da lectina colesterol~

y
acil transferase plasmatica, inibigdo da absorgéio de colesterol, assim como
da HMG-CoA - redutase, aumento da sintese de HDL e do aumento do
catabolismo do LDL e enzimas lipoliticas teciduais, entre outras

(KHANNA e¢f al., 1981; MUKHERIJEE e/ al, 1995; CHANDER ef al,

1996),

1.5. C@nsidem@?cs botimicas sobre Bauhinia ungulaia -

Cuaesalpiniaceae

O género Bauhinia ¢é pré-lineano, tendo sido descrito em 1703 por
Charles Plumier. Este vocabulo genérico foi considerado uma homenagem
aos irmdos Bauhin, John ¢ Gaspar, famosos médicos botanicos do século

XVI e ¢é caracterizado pela forma das folhas bilobadas de suas espécies

(FONSECA, 1978; OLIVEIRA et al., 2001).
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O taxon Bauhinia foi bem aceito em todo século X\/.iﬂ. Carolus
Linnaeus o tomou valido ja a partir de 1753 e descreveu oito espécies, das
quais trés pertencentes a flora do continente americano (FONSECA, 1978)
Segundo CRONQUIST, (1981), as espécies de Bawhinia fazem parte da
ordem Fabales e pertence a antiga familia Leguminosae/ Caesalpinoideae,
sendo uma das mais importantes familias de plantas, cuja abrangéncia
compreende aproximadamente 650 géneros e 18.000 espécies distribuidas
em trés sub-familias: Mimosaceae, Caesalpinaceae ¢ Fabaceae (COWAN~

b

el al. 1981; WUNDERLIN, 1981).

Segundo BERG, (1982); HOLDRIDGE et al.; (1975) ¢ MASIS ez
al., (1998), as espécies do género Bauhinia, apresentam-se com@‘ arvores,
arbustos e cipos, éom tipicas folhas bifoliadas, paripeneadas, grandes,
ramificadas, unijugadas, glabras, geminadas com os foliolos trinervados
por vezes, esh’p{alas estreitas e caducas. As flores sdo grandes, algumas
semelhantes a‘uaﬁa orquidea; corola com cinco pétalas desiguais, androceu
diplostémone, as vezes com alguns estdmes reduzidos a estaminodios ou
ausentes, gineceu com ovario unilocular com 6vulos bisseriados, estiletes
livres ou conscrescidos. Frutos do tipo vagem, chato, escuro e comprido,

indescente ou deiscente, bivalvar, oblonga, com sementes, também,

achatadas. A Figura 1 representa um exemplar de Bauhinia ungulaia,

o,
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mostrando caracteristicas morfologicas que evidencia aspectos das plantas

deste género (MASIS et al., 1998).

Flor Vagem Folhas Haste “Tronco

Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas do généro Bauhinia. Fonte:
Adaptado de MASIS et al., 1998.

Segundo FONSECA, (1978); FORTUNATO, (1986); LEWIS, (1987)
e OLIVEIRA et al., (2001), foi possivel compilar alguns dados sobre a posicdo
boténica sisteméticavde Bauhinia ungulata Linnaeus, atendendo a determinagéo
do codigo de taxonomia atual. Estas informag¢Bes podem ser observadas na

Tabela 1.



Tabela 1. Classificacfio taxondmica da Bauhinia ungulaia Linnaeus.

Divisdo: Angiospermae Brongniart
in A. Brongniart In Enum. Gen. ed. 2:26.1850

Classe: Dicotyledoneae DC
in A. P. de Candalle Syst Nat. 1:123.1817.

1* sub classe:  Archichlamydeae Engler
in A. Engler, In Engler et Prantl. Nattrl Pflanzenf. Nachtr. ed. 1.
1{165): 344, 1897

Ordem: Rosales Lindley
in J. Lindley Nix. P1. 21.1833

Sub ordem: Rosineae Engler

A. Engler in Engler et Plantl., Natirl. Pflanzef, Nachtr ™
ed 1, 1'%°: 349, 1897. .

Familia: Leguminosae (Fabaceae) Jussien
in A. L. Jussieu Gen. Pl., ed. 1, 345. 1789

Sub familia: Caesalpinivideae Brown
R. Brown in Tuckey, Narr. Exped. Congo 430. 1818,

Tribo:  Cercidea (Brown) Wunderlin
in Phytologia 44: 325-7.1979.

Género:  Bauhinia L.
in Sp. PL. 1:374.1753.
/

Secgdo:  Pauletia (Cav.) DC
© -in Prodr. 2:513.1825

Espécie:  Bauhinia ungulata Linnaeus
Species Plantarum 1:374. 1753, {Sp. Pl }
Herb. Clifford 157, Bauhinia no. 3, (BM). LT designated by
Wunderlin, Taxon 46(3): 466 (1997).

Fonte: (FONSECA, 1978, FORTUNATO, 1986; LEWIS, 1987, OLIVEIRA, ef al., 2001)



O género Bauhinia compreende cerca de 250 a 300 espécies,
distribuidas pelas regides tropicais, subtropicais e temperadas do mundo,
especialmente na América ¢ na Africa (LINNAEUS, 1959; FORTUNATO,

1986)

Os relatos de CRUZ, (1985) afirmam que as espécies de Bauhinia
estio distribuidas por todo o territorio nacional € dentre todas as espécies
e

distribuidas no mundo, 64 estio no Brasil (MARTIUS emal. 1870,

ANGELI, 1969) em, valores até esta data.

Segundo alguns autores (PEREIRA, 1929; COSTA, 1942;
COSTA, 1945; CRUZ, 1979; LORENZI, 1982; PIO CORREA, 1984;
FORTUNATO, 1986; LORENZI, 1992; CARVALHO, 1994; GUPTA,
1995; OLWEIR/A et al., 2001, LORENZI, 2002), as sinonimias vulgares
das plantas deste género em varios paises sdo: Caoba del pais, Casbd;
Casco-de-vaca; Cauba; False Caobd; Mahogani; Mirord; Moror6, Pata-de-
bot; Pata-de-Buey; Pata-de-buiro; Pata-de-cabra; Pata-de-chivo, Pata-de-
toro; Pata-de-vaca; Pezufia-de-vaca; Polo buey; Toro-p6; Unha-de-anta;

Unha-de-boi; Unha-de-boi-de-espinho; Unha-de-vaca; e Unha-de-veado.
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No Nordeste, especialmente no Ceard, as espécies mais comuns

slo Bauhinia ungulata Linnacus (Figura 2), freqiiente no litoral e Bauhinia
cheilania Steud, freqiiente no sertdo. A espécie mais rara no Nordeste € a
Bauhinia forficata Link, o unico tipo de mororé ou pata-de-vaca com
espinhos € que ocorre nas serras frescas, podendo ser encontrada de forma
mais abundante no sul do pais. (LORENZI et o/, 2002). Na literatura
citada, as trés espécies sfo referidas com a sinonimia popular pata de vaca
e/ou mororos, e usa o bindmio Bauhinia unguiculaio Baker ao invés de B¢

.
ungulaia para esta espécie nordestina.
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Figura 2. Espécime adulta de Bauhinia ungulaia Linnaeus.
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A espécie ungulata, termo que do latim significa casco bovino,
tem folhas com os l6bulos de pontas agudas, no que difere da espécie

cheilanta cujas folhas tém l6bulos arredondados (Figura 3).

Bauhinia ungulata Linnaeus Bauhinia cheilanta Steud
(VAZ e TOZZ1, 2003)

Figura 3. Desenhos de Bauhinia ungulata Linnaeus e Bauhinia cheilania
Steud. Espécies de Bauhinia mais comuns no Nordeste do Brasil
especialmente no Ceara.

A ilustragio de uma fotdcopia
obtida, in vivo, de um exemplar de Bauhinia
ungulata L., coletado no Horto de Plantas
Medicinais da Universidade Federal do

Ceara, utilizado na preparagdo dos extratos

referidos neste trabalho € representada na - : : _
Figura 4. Fotocopia in

vivo da espécie Bauhinia

Figura 4, ao lado.
ungulata L.



1.6 Bauhinias -Stmula historica e estado atual da arte
1.6.1 Etnofarmacologia das espécies de Bauhinia

O termo etnofarmacologia é utilizado para designar praticas
médicas, especialmente remédios, usados em sistemas tradicionais de

medicina (ELIZABETZKY, 1999).

Em concordincia ao exposto acima, ALONSO, (2000) relata que

=
antes da ciéncia conhecer as propriedades hipoglicemiantes de muitas
especies de plantas do género Bauhinia, os indios brasileiros, bem como os
nativos de outros paises sulamericanos ja empregavam a infusio de folhas
deste género de planta como cicatrizante, digestivo, expectorante,

analgésico ¢ antiinflamatorio (ALONSO, 2000).

As folhas de Bauhinia forticata Link, um dos exemplares do
género Bauhinia mais citados na tradigio oral e escrita, foram
caracterizadas por Martins, em 1854, como mucilaginosas e adstringentes,

sendo aplicadas sob a forma de cataplasma, clister, gargarejo e emoliente

(COSTA,1945).
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Nas praticas caseiras da medicina popular da atualidade as folhas
de plantas do género Bauhinia sio utilizadas como antidiabéticas,
diuréticas, hipocolesterolemiantes, sendo empregadas também, contra
cistites, parasitoses intestinais e elefantiase (CORREIA et al., 1998, MORS
et al., 2000; LORENZI et al., 2002). Embora pouco se conhega a respeito
da atividade farmacologica das plantas do género Bauhinia a partiv de
1920, varias espécies passaram a ser mais freqilentemente estudadas quanto
a sua possivel acdo hipoglicemiante, em razio do uso na medicina popular”

- _
para o tratamento do diabetes, fato que persiste até os dias atuais

(OLIVEIRA, 1986; ZANINI, 1995; TESKE, 1995; SILVA et al., 2002).
1.6.2 FFormulagdes caseiras para o uso das plantas do género Bauhinia

O uso de plantas do género Bauhinia tem sido recomendado em
varios progranfas de fitoterapia. Segundo MATOS (1998), para a
preparagdo da infusido (cha) de plantas deste género, podem ser utilizadas
folhas e cascas frescas ou secas; 10g do material seco devem ser
submetido.s ao fogo brando em 150 ml de agua; o extrato obtido deve ser
tomado em torno de 75 mi, duas vezes ao dia, modificando as dosagens

conforme o resultado obtido.
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OLIVEIRA ¢t al. (1998), indicam o preparo da infusdo das folhas
de pata-de-vaca, com o uso de 5 folhas frescas da planta, cortadas em
pedagos pequenos e mergulhadas em meio litto de dgua, sendo em seguida
o material colocado ao fogo até levantar fervura, deixando por mais 3
minutos, o material deve ser resfriado até temperatura ambiente, onde o
extrato obtido devera ser tomado de 3 a 4 vezes ao dia. Controla a glicemia
para aumentar e diminuir a dose e ajusti-la a cada caso.

Y
1.0.3 Revisdo sobre os esiudos fitoguimicos de plantas do género Bauhinia
<.

Sdo 18 as espécies de Bauhinia referidas na literatura com o
estudo da composigdo quimica: Bauhinia candicans Benth., Bauhinia
candida Ait., Bauhinia championii Benth., Bauhinia hupehara Craib,

-
Bauhinia guianensis  Aubl, Bauhinia megalandra Griseb, Bauhinia
malabarica Roxb, Bauhinia manca Standley, Bauhinia purpiirea L.
Bauhinia mcéﬁosa Lam., Bauhinia reticulata DC., Bauhinia rufescens
Lam., Bauhinia splendens Kunth Var. latifolia Benth., Bauhinia thonningii
Schum., Bauhinia tomentosa L., Bauhinia uﬁzguayensis Benth., Bauhinia
valhii Wight et Am. e Bauhinia variegaia L. (RABATE el di., 1938;

FERREIRA et al.,, 1963; IRIBARREN ef al., 1983; ANJANEYULU ef at,

1984; MAILLARD et al., 1991; AZEVEDO et al., 2002; SILVA et al.,
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2002; AZEVEDO et. al., 2003, PIZZOLATTI et al. 2003; REDDY e¢f al.,

2003 e YADAVA et al, 2003).

Dentre as espécies de Bauhinia, as mais estudadas
fitoquimicamente foram: Bauhinia manca Standl., Bauhinia candicans
Benth., Bauhinia uruguayensis Benth., Bauhinia purpurea L., Bauhinia
Jorficata Link. ¢ Bauhinia splendens Kunth Var. Jatifolia Benth.
(RAMACE-{ANDRAN et al. 1967; SHANI et al., 1974; IRIBARREN et al.,

1987, WAHAB e/ al, 1987, ACHENBACH el afl, 1988;

VIJUAYAKUMARI et al. 1997, AZEVEDO et al., 2002 ¢ PIZZOLATTI e/

al. 2003).

As informagSes resultantes da pesquisa mostraram presenga
principalmente de esteroides, terpenos ¢ flavondides; outros constituintes
quimicos enconémd@s sdo: cromonas, alcaldides, alcoois (D-pinitol),
glicosideos, naftfoquinonas, taninos, aminoacidos, hormoénio (insulina
vegetal —glucocinina), estebendides benzenodides, e lactonas. Apesm'bde
muitos compostos serem quimicamente conhecidos, poucos estudos foram
realizados sobre sua atividade farmacologica (RABATE, et al., 1938;
RAMACHANDRA et al., 1954; FERREIRA et al., 1963; RAHMAN ¢t al,
1966; DURET et al., 1977; GUPTA ¢t al., 1980; IRIBARREN e/ al., 1983;

CHEN et al. 1985; ACHENBACH et al., 1988, GONZALEZ-MUJICA,
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2000; YADAVA eral., 2000; AZEVEDO et. al., 2003; PIZZOLATTL el al,

2003; REDDY et al., 2003 e YADAVA et al, 2003).

As plantas selecionadas da literatura foram divididas ¢ agrupadas
em wma tabela, onde as linhas achuriadas indicam a espécic e as colunas os
constifuintes quimicos isolados, sua classe quimica e as respectivas

referéncias (Tabela 2).

S
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Tabela 2: Espécics do género Bauhinia com constituintes quimicos isolados,
classes quimicas destes compostos e respectiva referéncia bibliografica

CLASSE REFERENCIA BIBLIOGRAFICA
QUIMICA (Autor, ano)

CONSTITUINTE QUIMICO

3ARREN, 1985
Trigonclina Alcaldide (SHANI et al.,, 1974),
Sitosterol Esterdide (IRIBARREN et al., 1983)
Campesterol Ester6idc (IRIBARREN et al., 1987)
Estigmastcrol Esterdide
Coleterotl Estoroide
Estigmasterol-3,5-dieno-7-O-B-glucosidco Esteroide
Sitosterol 3-O-oi-xilurono-furanosidio Esteréide
Kaempferol 3-O-B-rutinosideo Flavon()%dc
T—O-a-thamno-piranosideo F 13"011§1d0
Trigolelina Alcaloide .
Triacomanol Alcpol
3-O-metil-D-inositol (D-pinitol) Polidlcool =

Rutina ’ Flavonédide

Quercetina Flavonoide

Quercitrina Flavonoide

Apigenina Flavondide
) el

Benzenodide (Ct et al. 1985).

Acido galico

Bouhinina Glicosideo

B-sitosterol Esteroide (PIZZOLATTI et al. 2003)
kanferol / Flavondide
3,7-di-O-o-L-ramnopiranosilkanferol Flavonoide
3,7-di-O-c-L-ramnopiranosilquercetina Flavonoide
3-O-[B-D-glucopiranosil-(1->6)-a-L- Flavonoide

ramnopiranosil}-7- O-x-L-
ramnopiranosilkanierol

3-O-[B-D-glucopiranosil-(1—>6)-c-L- Flavondide
ramuopiranosil] -7-O-ot-L-

ramnopiranosilquercetina

O glicosideo 7-O-a-L-ramnopiranosilkanferol (2) Flavonéide
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Tabela 2: (Continuagdo) Espécies do género Bauhinia com constituintes
quimicos isolados, classes quimicas destes compostos ¢ respectiva referéncia

bibliografica

CONSTITUINTE QUIMICO

CLASSE
QUIMICA

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA
{Autor, ano)

Kaempferitrina
Kaemplerol-3-O-o.-Diraminosidio
Sitosterol

Insulina vegetal —glucocining

Sitosterol
Estigmasterol
4-hidroxi-7-metoxiflavona
Lapachol
Di-hidro-a-lapachona

,7-dihidroxicromona
Aromadendrina
Dihidroquercetina

Flavondide

pefiara Crail
Cromona

Flavondide
Esterdide
hormonio

Esterdide
Esterdide
Flavondide

Naflaguinona
Naftaquinona

Flavanonol
Flavondide

(SILVA et al, 2000)

(AZEVEDO ef al., 2002)

(VIANA ef al, 1999)

icosidio quercetol
Quercitrosidio
Rutosidio
Taxifolina ramnosidio

p-sitosterol
B-sitosterol-3-O-3-D;glucosidio
Estigmasta-4-eno-3-6na
Estigmasta-4-cno-3-diona

Acido cindmico

Cinamoil-B-D-glucose

f3-D-glucosidio

Acido galico

Galato de metila

Ester metilico do acido 4-hidroxi-2-
metoxibenzdico

Ester metilico do acido 4-hidroxi-3-
metoxibenzoico

}?‘stcr metilico do acido 3,4-metoxibenzdico
Ester metilico do acido 3,4-dihidroxibenzoico
a-hidroxipropioguaiacona

Siringargsinol
(75,8R 8°R)-5,5 -dimethoxilariciresinol

Flavondide
Flayonoide
Flavondide
Flavonodide

Estcroide
Esterdide
Esteroide
Esterdide

Benzendide
Benzendide
Benzenodide
Benzenoide
Benzendide
Benzenoide
Benzenodide
Benzendide
Benzendide
Benzendide
Benzenodide
Benzenoide

Benzendide
Benzengide

(ACHENBACH ef al., 1988)
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Tabela 2: (Continuagio) Espécies do género Bauhinia com constituintes
quimicos isolados, classes quimicas destes compostos e respectiva referéncia
bibliografica

CLASSE REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

CONSTITUINTE QUIMICO QUIMICA CAnrbor, sn)

(2S)-liquiritigenina 7-metoxi Flavonodide
(2S)-liquiritigenina 4-mctoxi Flavonoide
(25)-7 ,4-Di-hidroxiflavona Flavondide
(2S)-7,3-Dimctoxi-4-hidroxi flavona Flavonoide
(2S)-3.4-Dimectoxi-7-hidroxi flavona Flavonoide
(2S)-7,4-Dimetoxi-3-hidroxi flavona Flavonoide
7.3’-dimetil-oxi-4’-hidroxiflavona Flavonoide
3’,4’-dihidroxi-7-mctoxiflavona Flavonoide
Isoliquiritigenina 4-metil éter Flavonoide
Liquiritigenina 4’-metil éter Flavonoide ’
2,4’ dihidroxi-4-mcthoxidihydrochalcona Flavondide -
Lignana Flavonoide
Apigenina Flavonoide
Chrisoeriol Flavondide
Luteolina$5,3-dimetoxi Flavonoide
Kaempferol Flavondide
Isoliquiritigenina Flavonoide
Isoliquiritigenina 2-metoxi Flavonoide
Isoliquiritigenina 4-metoxi Flavondide
Echinatina Flavonoide
2 4-di-hidroxi-4-metoxi-dihidrochalcona Flavonoide
(2S)-narigenina Flavondide
(2S)-eriodictiol Flavonoide -
Ester metilico do acido (E) 4-hidroxicindmico Flavonoidc

14

/
Ester metilico do 4cido (E) 4-hidroxi-3- Flavonoide
metoxicindmico
(28,3R) 3-O-galoilepicatequina Tanino
Obtustircno Estebenoide
5.7-di-hidroxicromona Cromona
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Tabela 2: (Continuagfio) Espécies do género Bauhinia com constituintes
quimicos isolados, classes quimicas destes compostos ¢ respectiva referéncia
bibliografica

CONSTITUINTE QUIMICO

CLASSE
QUIMICA

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA
{Autor, ano)

©5.7.5 tri-hidroxi-2’-O-ramnos

vona

5.7,57-tri-hidroxi-5"-O-ramnosil-{lavona

Flavon6ide
Flavondide

ALEZ-MUJICA, 2000)

Isgqugrcﬂnna (YADAVA et al, 2000),
Quercetina Flavondide

Astragalina Flavonoide
5.6-di-hidroxi-7-mctoxi-flavona-6-O-f3-D- Flavonoide .
xilopiranosidio

Acido aspartico Amincacido (VUAYAKUMARI ef al. 1997)
Trconina Aumninoacido

Serina Aminoacido

Acido glutimico Aminoacido

Prolina Aminoacido

Glicina Aminoacido

Alanina Aminoacido

Valina Aminoacido

Metionina Anunoacido

Isoleucina Aminodcido

Leucina Aminoacido

Tirosina Aminoacido

Fenilalanina Anunoacido -

Histidina Aminoacido

Cisteina Aminoacido

Lisina . Aminodcido

Triptofano / Aminodcido

[soquercitrina Flavonoide (RAMACHANDRAN ¢f o, 1967)
Quercetina Flavonoide

Kacmpferol-3-glucosideo Flavondéide

Pelargonidina 3-glucosidio Antocianina (TIWARIL et al., 1978)
Pelargonidina 3-triglucosidio Autocianina

Rutina Flavonodide (WALAD et al., 1987)
Querceting Flavonéide
Quercitrina Flavonoide
Apigenina Flavonoide
Apigenina 7-O-glucosidio Flavonoide




Tabela 2: (Continuacfo) Espécies do género Bawhinia com constituintes
quimicos isolados, classes quimicas destes compostos ¢ respectiva referéncia
bibliogratica

CLASSE REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

CONSTITUINTE QUIMICO QU iMICA {Autor, ano)

Sitosterol 3-O-ci-D-riburonofuranosidio Esterdide (SILVA et al., 2002)
Pacharma Cromona

Raccmosol Cromona

Des-O-metilracemosol Cromona

octacosano Alcano (ANAND et al., 1976)
o-sitosterol ' Esterodide

P-amirina Esterdide

Resveratrol Flavonodide (ANJANEYULU ef ar., 1984)
Pacharina Cromona .
Raccmosol Cromona (ANJANL",}:‘UI,,U et al, 1986)

L-tartaric Aminoacido (RABATE et al., 1938)
Quercectina Flavondide

L-tartaric Aminoacido

Quercitrina Flavonéide

5,6-di-hidro-11-metoxi-2,2,12-trimetil-2 H-naflo-
{1.2-£1{1}-benzopirano-8.9-diol

 Estcbenbide (MAILLARD ¢f al., 1991)

I-metoxi-2,2,12-trimetil-2 H-nafto-[1,2-£]{ 1 }- Estebendide -
benzopirano-8,9-diol

1,7,8,12b-lctra~hidgh2,2 4-trimetil-2H-benzo- Estcbenoide
[6,7]-ciclo-hepta-]1,2,3-de][1 Jbenzopirano-

5.10,11-triol ‘

Il-metoxi-2, 2,12 -trimetil-2 H-nafto-{1,2-£}{1}- Estebendide
benzopirano-8,9-di

Flavonoide (LAUX et al, 1985)

dimethilenodioxiflavona)

Quercetina Flavonbide
Rutina Flavonoéide
Sitosterol Esteréide
Estigmasicrol Esteroide
Acido estearico Acido graxo

Galato de ctila Benzendide
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Tabela 2: (Continuacdo) Espécies do género Bawhinia com constituintes
quimicos isolados, classes quimicas destes compostos e respectiva referéncia

bibliografica

CONSTITUINTE QUIMICO

CLASSE
QUIMICA

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

Grifonilida

Sucralose (triclorogalacto —sacarose)
Tanino pirocatéquico

Acido tartarico

Rhamnitol

Grifonilida

Rutina
Quercetina
Isoquercetina

Estigmasta-1,3,5-tricno
Estigmasta-1,3.5-dieno

Campestcrol

Estgmastcrol

Sitosterol

Estigmasta-4,6-dicn-3-ona
Sitosterol-3-O-ct-D-riburono-furanosidio
Sitosterol-3-0O-B-D- xilopiranosidio
Sitosterol-3-0O-«-D- xilopiranosidio
Sitosterol-3-0-3-D- glucopiranosidio

Quercetina-3-0-a-L~ raminopiranosidio

Kacmplerol-3-0O-a-L- ramnopiranosidio
14

Acido aspartico

Treonina

Serina

Serina

Acido glutamico

Prolina

Glicina

Alanina

Valina

Metionina

Isolcucing, leucina

Tirosina

g
Lactona

Alcool
Flavonoide
Aminoacido
Polialcool
Lactona

Flavonoide
Flavondide
Flavonoide

4

Esterdide
Esteroide
Esteroide
Estlerdide
Esteroide
Esteroide
Esteroide
Esterdide
Esterdide
Esterdide

Flavondide
Flavonbide

Anunoacido
Aminoacido
Aminoacido
Aminoacido
Aminoacido
Aminoacido
Aminoacido
Aminoacido
Aminoacido
Aminoacido
Aminoacido
Aminoacido

{Autor, ano)

OKWUTEY, ¢t al., 19806)

(FERREIRA et al., 1963}

(RAMACHANDRA er al., 1954)

3

(IRIBARREN et al., 1989)
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Tabela 2: (Continuagio) Espécies do género Bauwhinia com constituintes
quimicos isolados, classes quimicas destes compostos e respectiva referéncia

bibliografica

CONSTITUINTE QUIMICO

CLASSE

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA
{Autor, ano)

QUinMICA

Fenilalanina Aminoacido (IRIBARRIEN et al., 1989)
Histidina Aminoacido

Colina Aminoacido

l:lidrocarbonctos i-jl,idrocarboncio

Alcoois i Alcoois lincar

glicosidio quercetol Flavondide (DURET et al., 1977) -
Quercitrosidio Flavonéide

Rutosidio Flavonodide ¢
Taxifolina ramnosidio Flavonoide "
Kaempferol Flavonoide

Quercetina Flavonoide

Agathisflavona Flavonoide

Campesterol Esterdide

Estigmasterol Esterdide

Sitosterol Esterdide

Acido betulinico Triterpenodide

Kéc'mpféirbvm-rhﬁiﬁé\bélu(:o&;i 10

Glicosidio quercctol Flavonoide (DURET et al,, 1977)
Quercitrosidio Flavonoide

Rutosidio , Flavonoide

Taxifolina ramnosidio Flavonbide

Kacmplerol Flavonéide

Glicosidio miricetol - Flavonoide

B-sitosterol Eleroide (GUPTA e1 al., 1980)
Lupcol Triterpendide

5,7-dimetioxiflavona Flavonodide
4’a-L-ramnopiranosil-B-D-glucopiranosidio Flavonoide
Kacmpf{erol-3-galactosidio Flavonoide (GUPTA et al., 1984)
Kaempferol-3-galactosidio Flavondide
Kacmpferol-3-ramno-glucosidio Flavonoide
Narigcnina-5,7-dimetoxi-4-ramnoglucosidio Flavonoide

Sitosterol Esterdide

Lupcol

Trilerpendide
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Tabela 2: (Continuagio) Espécies do género Bawhinia com constituintes
quimicos isolados, classes quimicas destes compostos e respectiva referéncia

bibliografica

CONSTITUINTE QUIMICO

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA
{Autor, ano)

CLASSE
QuUiMICA

fialanina

Amimoacido

Histidina Aminoacido
Colina Aminoacido
Hidrocarbonctos Hidrocarbonclo

Alcoois lincarcs

Alcoois lincares

glicosidio quercetol Flavondide (DURET et al., 1977)
Quercitrosidio Flavondide .
Rutosidio Flavondide

Taxifolina ramnosidio Flavondide -

Kaempferol Flavonoide

Quercetina Flavondide

Apgathisflavona Flavonodide

Campesicrol Esteroide

Estigmastcrol Esterdide

Sitosterol Esterdide

Acigio bet

Kacmpferol-3-rhamnoglucosidio Flavonéide (RAHMAN ¢t al., 1966)
a8

Glicosidio quercctol Flavonodide (DURET ¢t al., 1977)

Quercitrosidio Flavonoide

Rutosidio , Flavonoide

Taxifolina ramnosidio Flavonoide

Kacmplerol Flavonéide

Glicosidio miricetol’ Flavondide

!ﬂ-si[osim'ol Eleroide (GUPTA et al., 1980)

Lupcol Triterpendide

5. 7-dimetioxiflavona Flavondide

4’c-L-ramnopiranosil--D-glucopiranosidio Flavonéide

Kacmpferol-3-galactosidio Flavondide (GUPTA et al., 1984)

Kaempferol-3-galactosidio Flavonéide

Kacmpferol-3-ramno-glucosidio Flavonoide

Narigenina-5,7-dimetoxi-4-ramnoglucosidio Flavonodide

Sitosterol Esterdide

Lupcol

Trilerpendide
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Tabela 2: (Continuagio) Espécies do género Bauhinia com constituintes
quimicos isolados, classes quimicas destes compostos e respectiva referéncia

bibliografica

CONSTITUINTE QUIMICO

CLASSE REFERENCIA BIBLIOGRAFICA
QUIMICA {Autor, ano)

! S
Rutina Flavondide (WAHARB et al,, 1987)
Quercelina Flavonoide

Quercitrina Flavonoide

Apigenina Flavondide

Apigenina 7-O-glucosidio Flavonoide

(28)-5,7-dimcthoxi-3' 4'-methylenedioxiflavanon  Flavondide (REDDY et al., 2003)
3,6-dihydro-1,7-dihydroxy-3,4-dimethoxy-2- Dihidrodibenzo

methyldibenz flavonoids (3-5). xopirano

5,7.3' 4'-tetrahidroxi-3-methoxi-7-O-alpha-L- Benzoxopirano  (YADAVA et al, 2003)
rhamnopiranosila e

Insulina vegetal — Glucocinina Horménio _ (AZEVEDO et al, 2003)

T

%



1.6.4 Dados farmacoldégicos sobre as plantas do género Bauhinia e/ou

substdncias quimicas delas isoladas

Em relagdo aos aspectos farmacoldgicos foi possivel relacionar as
17 espécies referidas a seguir: Bawhinia forficala Link, Bauhinia
bauhinioides Mart.; Bauhinia candicans Benth.; Bauhinia cheilanta Steud.;
Bauhinia divaricata L, Bauhinia guianensis Aubl., Bauhinia manca
Standley; Bauhinia megalandra Griseb; Bauhinia microstaciiya (Raddiy
J.F. Macbr.;, Bauhinia monandra Xwrz, Bauhinia purpurea 1‘ Bauhinia
racemosa Lam.; Bauhinia rufescens Lam.; Bauhinia splendens Kunth Var.
latifolia Benth.;, Bauhinia tarapotensis Benth., Bauhinia ungulata L. ¢
Bauhinia variegaia L. (P10 CORREIA, 1984; MAILLARD et Qi.? 1991;
ANJOS et al., 1994; WAZLAWIK et al., 1994, AKHTAR et al., 1995;
CECHINEL FILHO et al., 1995; MORAIS et al., 1996; TAYLOR et af.,
1996; SAVI er é!., 1997; WILLAIN FILHO et al., 1997, PANDA et al.,
1999; CECHINEL FILHO, 2000; MINTO et al., 2000; PIZZA et al,

2001).

Bauhinia forficata Link. € a espécie que apresenta maior niumero
de estudos quanto & atividade hipoglicemiante. Muitos trabalhos
apareceram na literatura desde 1929, influenciados pelo entusiasmo da

pesquisadora Carmela Juliani que colocou este género em evidéncia
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relacionando-o 4 agfo hipoglicemiante, com o artigo intitulado; "The
hypoglicemic action of unha de vaca”, publicado na Revista de Medicina,
Pharmacia, Chimica e Physica, em 1929. (JULIAN]I, 1929) indexado ao

Chemical Abstract 25:4622. (COSTA, 1945).

Segundo JULIANI, (1929); JULIANI, (1941) e COSTA, (1945),
em estudos pré-clinicos e clinicos, o extrato aquoso de Bauhinia forficala
Link. deve ser administrado, nfio s6 no tratamento do diabetes, mas”

g
também nos distarbios enddcrinos relacionados a doenga.

ALMEIDA, (1984) em estudo, com o extrato etandlico bruto da
casca de Bauhinia forficata Link. em ratos albinos, administrado por via
oral, em testes de administragio cronica, revelou leve acdo

-

hipoglicemiante. PEPATO et al, (1998), analisaram os resultados da
14
administragdio oral croénica com o decocto da planta em ratos diabéticos,

onde verificaram melhoria no metabolismo dos carboidratos através de dos

menores niveis de glicemia e glicosuria.

RUSSO e al, 1990 demonstraram, entretanto, que a infusio
preparada com as folhas de Bauhinia forficata Link. ndo apresentaram
efeito hipoglicemiante em pacientes com glicemia normal e cm pacientes

com diabetes tipo I, assim como DAMASCENO et al. (2000), verificaram
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que o extrato alcoolico de folhas desta planta ndo reduzin a concentragdo da
glicose em ratos diabéticos induzidos pela estreptozotocina.
Contraditoriamente aos efeitos hipoglicemiantes da planta registrados na

literatura.

Os resultados discrepantes, relatados por estes autores, podem ser
devido a varios aspectos ndo levados em consideragdo nestas investigagdes,

R
como os fatores ambientais (tipo de solo, clima, etc.) e sazonais
-y

(CECHINEL FILHO, 2000).

Os extratos hexdnico, diclorometandico e acetato de etila obtidos
de folhas, caules e cascas de Bauhinia forficata Link. foram testados contra
fungos e leveduras patogénicos. Para a realizacio dos testes antifungicos

através da diluicdo em 4agar, concentracdes de até 1000 pg/ml foram
/ ‘
incorporadas nos meios de crescimento. Os resultados mostraram que
nenhum dos extratos testados apresentou atividade contra leveduras
(Candida  albicans, Candida tropicalis, Saccharomyces cerevisiae,
Cryptococcus  neoformans), Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatis,
Aspergillusniger cujas concentragdes inibitérias minimas foram acima de
1000 pg/ml. Por outro lado, diferentes resultados foram obtidos nos testes

dos extratos de Bauwhinia forficata Link contra dermatofitos (SILVA,

1999).

&
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O extrato de acetato de etila dos caules de Bauhinia forficala
Link. mostrou-se moderadamente ativo contra Epidermophylon floccosum ,
com concentracio inibitdria minima de 750 pg/ml, assim como os extratos
hexanicos das cascas, os quais foram ativos contra Microsporum canis,
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum e Ipidermophyion
floccosum com concentragdo inibitoria minima <1000pg/ml para todas as
espécies fangicas estudadas. O extrato de diclorometano das cascas”

"

apresentou o melhor resultado antifingico, sendo ativo contra ?"ric/mphﬁan
rubrume e Lpidermophyton floccosum com concentragfo inibitoria minima

de 500 pg/ml (SILVA, 1999).

SOUZA et al., (2000) avaliaram a atividade antimicrobiana dos

extratos e fragdes da Bauhinia forficala Link. e Bauhinia microstachya

y
/

(Raddi) J.F. Macbr. através do método de difusdo radial em agar,
observando que somente uma fragio da Bawhinia forficala Link. inibiu o
crescimento da Ischerichia coli e Staphylococcus aureus na concentragio
de 1000 pg/ml. A espécie Bauhinia microstachya (Raddi) J.F. Macbr. ndo

apresentou attvidade antimicrobiana.
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A espécie Bauhinia forficata Link. foi avaliada através do teste
geral de atividades (TGA), sendo que se observou uma intensa diurese apos
dez minutos de administragio do extrato bruto da tintura, denotando sua
acio diurética. Com relagfo aos efeitos sobre a musculatura lisa ¢ S.N.C,,
concluiu-se que somente em doses acima de 2,7 g/kg, evidenciam-se tais
efeitos. Quanto a toxicidade aguda, observou-se que o extrato bruto da
planta provocou morte em 50% dos animais na dose de 2,85 g/kg, quando
administrado por via intraperitoneal. Nas doses de 0,5 a 50 g/kg

-
administrados por via oral, o extrato bruto nfio apresentou qualquer efeito
toxico. A agdo antiinflamatoria do extrato bruto de Bauhjmajé:);y‘.?c'&m Link.
foi venificada, a péx‘tir da atividade antiedematogénica, associada a aciio
analgésica periférica (LUZ et al., 1996; LINO et al., 2002)

Inibidores de tripsina foram purificados do extrato salino de
sementes de féauhima bauhinivides Mart.  através de uma coluna
cromatografica de troca idnica. Dessa planta foram isolados os inibidores
BbTI-I e BbTI-II. Este ultimo, inibe a kalicreina pancredtica, hidmhsando

os aminoacidos H-Pro-Phe-Arg-ACM (OLIV A, 1999).

A infusdo a 20% das folhas secas de Bawhinia candicans Benth.,

reduziu em 39% a glicemia induzida pela aloxana, em ratos (LEMUS et al.,
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1999) estando este efeito relacionado & presenga do alcaloide trigonelina

(SHANI et al., 1974).

O extrato metanolico da Bauhinia cheilanta Steud. apresentou
efeito hipoglicemiante na dose de 600 mg/kg em ratos diabéticos por

aloxana (150 mg/kg, i.p), (ALMEIDA et al., 1997).

O estudo farmacologico do decocto obtido das folhas de Bavhinid®
g

divaricata L. apresentou moderado efeito hipoglicemiante em coelhos

normais (RAMOS e al., 1992).

Extratos obtidos da casca do caule de Bauhinia guianensis Aubl.
apresentaram atividade antiinflamatéria em modelo de edema de pata de
rato, induzido pela carragenina, dextrana e histamina, além de efeito

,?
analgésico no modelo de contorges abdominais induzidas pela acido

acético em camundongos (CARVALHO e/ al,, 1999).

MUNOZ et al, (2000) estudaram trinta espécies de plantas
tradicionalmente usadas na Bolivia contra os males associados 4 malaria e
testaram seus exiratos frente a atividade antimalarica. Dentre estas espécies

destacou-se a Bauhinia guianensis Aubl, a qual apresentou bons

e
£
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resultados, atuando principalimente para amenizar os sintomas pertinentes a

esta doenca.

Substancias quimicas isoladas da Bawhinia manca Standley
apresentaram significativa atividade antifingica contra as especies Boiryiis
cinerea, Claviceps viridis, Coprinus cinereus, Rhizoclonia solani e
Saprolegnia asterophora. As substincias com maior atividade foram (25)-
7,4-di-hidroxiflavona, (25)-4-hidroxi-7-metoxiflavona, (25)-7,3-dimetoxi-"

ALY

4-hidroxiflavona e (2 S)-4-acetoxi-7,3~-dimetoxiflavona (ACHENBACH, et

al., 1988).

Recentemente GONZALEZ-MUIJICA ef al., (1998) relataram que
0 extrato aquoso obtido de folhas de Bauhinia megalandra Griseb causou
inibigdo da glicose-6-fosfatase, enzima que pode ser de utilidade no
controle da hipé;gﬁcemia presente no diabético. Este efeito parece estar
relacionado, pelé menos parcialmente, com a presenga dos flavonoides;

5,7,5 -tri-hidroxi-2’-O-ramnosil-flavona e 5,7,5 -tri-hidroxi-5 "-O-ramnosil-

flavona. (GONZALEZ-MUJICA, 2000) .

SILVA, et al., (2001) avaliaram o efeito antinociceptivo e anti-
hiperalgésico do extrato hidroalcoolico obtido de partes aéreas de Bauhinia

microstachya (Raddi) J.F. Macbr. nos modelos de dor induzida pela injegfio
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intraplantar de capsaicina e intraperitoneal de 4cido acético em
carmundongos e na hiperalgesia induzida pela injecdo mtraplantar de
diversos agentes flogisticos, como a carragenina, bradicinina, capsaicina,
substdncia P e adrenalina. O extrato obtido de Bauhinia microsiachya
(Raddi) J.F. Macbr. apresentou significativo efeito antinociceptivo quando
analisado na nocicepg¢o quimica induzida pela capsaicina e pelo acido

acético em camundongos. Além disso, o extrato desta planta também

apresentou importante redugio da hiperalgesia induzida por carragenina,

uy

bradicinina, capsaicina, substincia P e adrenalina em ratos, substdncias

estas envolvidas na transmissio da dor.

A Bauhinie monandra Kurz. foi avaliada por ANJOS et al.
(1994) como possivel hipoglicemiante, através do método Glicose-Oxidase.

E- 4

Neste estudo, observou-se que o extrato hidroalcoodlico (500 mg/Kg, vv.o.)
apresenta aqﬁof hipoglicemiante, maior que a insulina, apds 4 h.
Recentemente, M.‘iNTO el al., (2000) confirmaram a agdo antidiabética
desta planta, demonstrando que o chd das folhas secas (10%) reduz

significativamente o nivel glicémico em camundongos, cujo efeito é

observado até 6 h apo6s a administragfo do cha.

A administragfio diaria do extrato das cascas de Bawhinia

purpurea L. (2,5 mg/kg 1.p.) em ratos Wistar fémeas com disfungfio
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tiroidiana revelou que esta planta foi capaz de aumentar a atividade da
glicose-6-fosfatase, assim como™ apresentou efeitos antiperoxidativos,
indicado pela diminuigdo da peroxidagdo lipidica hepatica e aumento da
atividade enzimatica antioxidante. Assim, concluiu-se que esta planta tem o
potencial de estimular a funcfo tiroidiana de ratos fémeas (PANDA et al.,

1999).

A atividade antiulcerogénica do extrato metandlico de brotos de-

A
flores de Bauhinia racemosa Lam. foi estudado em ratos através da
indugdo de ulceras gastricas com acido acetil salicilico, as quais foram

significativamente reduzidas pelo emprego do extrato desta planta
(AKHTAR et al., 1995

O extratos de diclorometano, obtido a partir de c;scas de
Bauhinia rufescéns Lam., apresentou atividade antifiingica contra a espécie
Cladosporium cucumerinum. As analises fitoquimicas com esta planta
permitiram o isolamento de quatro novos compostos tetraciclicos
antifangicos;  5,6-di-hidro-11-metoxi-2,2,12-trimetil-2H-nafto[ 1,2-£]]1]-
benzopirano-8,9-diol; 1 1-metoxi-2,2,12-trimetil-2H-nafto-[1,2-£][1]-
benzopirano-8,9-diol; 1,7,8,12b-tetra-hidro-2,2 4-trimetil-2H-benzo-[6,7]-

ciclo-hepta-[1,2,3-de][1]-benzopirano-5,9,10-triol; 1,78, 12b-tetra-hidro-
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2.2 4-trimetil-2H-benzo-[6,7]-ciclo-hepta-[1,2,3-de][1] benzo- pirano-

5,10,11-triol 26 (MAILLARD ef al., 1991).

A espécie Bauhinia splendens Kunth Var. ¢ amplamente
empregada na medicina popular para combater diversas doengas,
principalmente aquelas associadas a processos infecciosos ¢ dolorosos (P10
CORREIA, 1984). A mesma foi investigada quanto a possivel atividade
antibacteriana através do método da difusdo em agar e pela determinagdo-

A
da concentragfio inibitoria minima (CIM), mostrando-se ativa contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Os extratos de diclorometano e
acetato de etila das folhas desta planta foram ativos no modelo de difuséo
em agar contra Salmonella sp. em todas as concentra¢des utilizadas (1,.2&'
3,75 mg). O extrato de diclorometano também mostrou-se ativo contra
Streptococcus sp. e Staphylococcus aureus, com uma zona de inibigdo de
26 ¢ 18 mm, l‘es{pecﬁvameme, na concentragdo de 2,5 mg/disco. Por outro
lado, o extrato aQuoso desta planta ndo apresentou atividade antibacteriana.
Quanto a determinagio da Concentra¢fio Inibitoria Minima (CIM), o
extrato diclorometandico apresentou valores de 0,7 mg/ml contra
Staphylococcus typhimurium e 0,4 mg/ml contra Staphylococcus aureus, e
o extrato de acetato de etila apresentou CIM minima, mostrando-se ativa

contra bactérias Gram - de 0,8 mg/ml e 0,4 mg/ml, respectivamente. Estes

efeitos parecem estar relacionados com os compostos feno6licos (rutina,
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quercetina e galato de etila) isolados desta planta. (SAVI, er al., 1997,

CECHINEL FILHO, 2000).

Os extratos hidroalcodlicos e os de acetato de etila (10 mg/kg)
das folhas, caules, cascas e raizes de Bauhinia splendens Ku.mh Var.
apresentaram considerévei efeito .algésico quando analisados no modelo
de dor causado pelo acido acético 0,6% em camundongos, sendo mais
eficazes do que a aspirina e o paracetamol, dois farmacos amplamente

)

utilizados na clinica (CECHINEL FILHO et al., 1995).

O extrato hidroalcoolico de Bauhinia splendens Kunth Var., na
dose de 3-60 mg/kg (i.p) ou 50-400 mg/kg (oral) causou inibi¢io dose-
dependente na constricgdo abdominal causada pelo acido acético, com DI
50 de 3 mg/kg (via 1.p) € 177,6 mo/kg (via oral) e inibigdo nxa’axiul; de 95 +
2 e 61 £ 6%, fespectivamente. No teste da formalina, na dose de 1-60
mg/kg (i.p.) e 50-400 mg/kg (oral), a espécie B. splendens mostrou-se mais
ativa na segunda fase da dor induzida pela formalina. As porcentagens de
inibigdo maxima para a primeira e segunda fase da dor foram 68 = 6 ¢ 99 +
1%, respectivamente, pela via i.p. ¢ 37 + 6 e 69 + 9%, pela via oral. Porém,
estas mesmas doses ndo foram significativamente eficazes na resposta
edematogénica causada pela formalina. O mecanismo de acfo do extrato de

Bauhinia splendens ainda continua desconhecido, porém parece estar
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relacionado com a modulagdo de receptores opidides (WILLAIN FILHO et

al., 1997),

Estudos recentes indicaram que a Bauhinia larapoiensis Benth.

apresenta varias substancias com perfil antioxidante (PIZZA et al., 2001).

Ensaio clinico da tintura de Bawhinia ungulata L. comprovaram
sua atividade hipoglicemiante.O acompanhamento clinico de 15 pacientes
oy
portadores de Diabetes mellitus submetidos ao tratamento com tintura a
20% das folhas, apds concordincia do comité de ética local. Antes do
tratamento com a tintura, todos os pacientes fizeram uso de clorpropamida
4
numa dose de 125 mg/dia dependendo do nivel de glicemia, foram
administradas 15, 30 e 70 gotas/dia a cada paciente, mantendo-se o
acompanhamento mensal para realizagfo dos exames clinicos laboratoriais
4
(glicemia). Foi observado que 40% dos pacientes submetidos ao tratamento
com a planta, suspenderam a clorpropamida e conseguiram o controle da

glicemia apenas com a tintura de mororé e desta forma mantiveram a

glicemia normal (MORAIS e ANDRADE, 1996).

O extrato hidroalcotlico das sementes da Bauhinia variegata L.

(1000  mg/kg) apresentou polifendis (flavondides) com efeito
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hipoglicemiante em ratos com diabetes induzida por estreptozotocina (55

mg/kg) (WAZLAWIK ef al., 1994).

Em um screening de plantas usadas tradicionalmente 1.10 Nepal
para tratar de doencas que podem ser causadas por virus, 0s extratos
metandlicos de algumas espécies de Bauhinia mostraram-se parcialmente
eficazes contra os microorganismos Herpes simplex, Sindbis virus e

Poliovirus ( TAYLOR et al., 1996). g
1.7 Inositois

A existéncia de mediadores quimicos intracelulares que sinalizam
as respostas & insulina foi proposta em 1974 por LARNER ¢/ a/. Desde
entdo, tem sido feitos progressos na identificagdo de tais me;iiadores
(CHENG ef al. ’,1985). Mediadores putativos que regulam a atividade da
adenilato ciclase e da adenina monofosfato ciclico (AMPc) dependente de
proteina quimase (CHENG et al, 1995, MALCHOFF et al, 1987),
fosfodiesterase de AMPc (MALCHOFF et al., 1987; SALTIEL et dl,
1986), piruvato desidrogenase (SALTIEL, 1987; SUZUKI, 1987) ¢ outros
sistemas enzimaticos insulino-controlados (ALVAREZ, 1987) tém sido

identificados e purificados a varios graus de homogeneidade, embora as

relagdes estruturais entre os mediadores individuais ainda ndo tenham sido
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elucidadas. Esses mediadores foram isolados do figado e tecidos
musculares (CHENG e/ al. 1985), membranas e figado (MALCHOFF e/
al., 1987, SALTIEL, 1987) e uma variedade de outras fontes.

(MALCHOFF et al., 1987; SALTIEL, 1986; MATO, 1987)

A familia isomérica de nove inositois inclui mio-, cis-, allo-, epi-,
muco-, neo-, escilo- € os isdmeros Opticos D e L quiro- inositdis. O mi;ém
inositol € amplamente distribuido na natureza. A ciclase, biossintetizada a-
parte da glicose (DAUGHADAY et al., 1955), que converte 8 precursor
imediato 6-p frutose para mio-inositol que foi recentemente clonado
(DEAN-JOHNSON e al, 1989). L-quiro-inositol € o produto da
epimerizagdo da hidroxila 1 do mio-inositol, enquanto D-quiro-inositol é o
produto da epimerizagfo da hidroxila 3 do mio-inositol (Figura 5). D-quiro-
inositol tem sido freqiientemente encontrado em plantas e mseto;. Muitas
plantas séo ncaép em pinitol, o éter 3-0-metilico do d-quiro-inositol extraido
pela primeira Vei da madeira do Pinus (pinheiro), (ANDERSON, 1988). L-
quiro-inositol também foi isolado de plantas e de parasitas como
quebraquitol (éter 2-O-metil) (SCHMATZ, 1988). L-quiro-inositol também
foi identificado em figado bovino e fosfolipidios no tecido de rato

(BRUZIK et al.,1994; KENNINGTON, 1990).
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Figura 5. Estruturas do mio-, D e L quiro-inositol. Nos esqueletos
quimicos € possivel observar que o mio-inositol é epimerizado na posigdo 1

« . P . . . P v A . &
originando o isémero L-quiro-inositol e na posigio 3 o isdmero D-quiro-
inositol -

Dois fosfoglicanoinositois distintos (IPG), mediadores putativos
de insulina do figado de ratos, foram purificados e quimicamente
identificados. O primeiro ativa a fosfatase da piruvato dehidrogenase
(PDH), contém D-quiro-inositol e galactosamina e o segundo que inibe a

quinase dependente de AMPc (PKA) e a adenilato ciclase, contém mio-

/ |
inositol e glucosamina (LARNER et /., 1983).

DAUGHADAY e LARNER ef al., 1954, demonstraram um
aumento na excregdo urinaria de mio-inositol em diabélicos tipo 2
comparado com controles, utilizando um bioensaio de crescimento de
levedura concluindo que o aumento na excregdo era devido a uma

competi¢do entre glicose e mio-inositol no transporte tubular renal. Estes
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autores mediram a excreg¢do urinaria nos grupos controle e diabéticos tipo
2, usando uma método modemo de analise (GC/MS). Observaraxﬁ, assim
um aumento na excr-ec;ﬁo de mio-inositol em diabéticos tipo 2 comparado
com o0s controles € também um decréscimo na excregdo de quiro-inositol
(KENNINGTON et al.,, 1990). Este fenomeno foi observado em uma
populagdo local na Virginia (EUA), bem como em uma populacdo de
indios Pima. Um padrdo semelhante também foi observado no macaco
Rhesus, onde se verificou um aumento na excregdo de mio-inositol ¢ uma *
-
diminuigio na excregdo de quiro-inositol progressiva em pacientes ndo-
diabéticos e diabéticos tipo 2 (KENNINGTON et al., 1990). Este padrdo de
aumento na excregdo de mio-inositol e diminuigdo na excregdo de quiro-
inositol na urina também foi relatado em ratos Goto — Kakizaki (GK), um
modelo de diabetes tipo 2 ndo-obeso, desenvolvido no Japdo através da

selecdo de ratos com resisténcia a insulina (SUZUKI et al., 1991).
4
}
O decréscimo da excregdo de quiro-inositol na urina foi
relacionado mais estritamente a resisténcia a insulina em diabetes tipo 2 em

macacos Rhesus (ORTMEYER et al., 1993).

Como visto, decréscimo na taxa de excre¢do de quiro-inositol na
urina estd linearmente relacionado a sensibilidade de insulina diminuida

(aumento da resisténcia a insulina). Correlagdes semelhantes foram obtidas



em humanos através da comparagio de controles euglicémicos com néo-
diabéticos com intolerdncia a glicosé e diabéticos tipo 2 (SUZUKI et al.,

1994).

Pelo visto o decréscimo de D-quiro-inositol na urina, como
também o aumento da excregio de mio-inositol podem ser marcadores de
resisténcia insulinica (SUZUKI e1 a/., 1994).

-

Taxas alteradas de excre¢do de mio-inositol e decréscimo da
excregdo de quiro-inositol na urina tém sido proposto como um indice de
medida mais sensivel de resisténcia a4 insulina em humanos
(KENNINGTON, 1990; KENNINGTON er al, 1990; ASPLIN ef ol
1993; LARNER e CRAIG, 19906). Estes ¢ outros estudos recentes com
1nositéis em urina e tecidos (masculo) (WAHL et al., 1998; ASPLIN et al.,
1993) indicam {;,ma deficiéncia generalizada de quiro-inositol associada

com a resisténcia tecidual a a¢fio da insulina.

Os dois mediadores IPG purificados de figado de rato, um
contendo D-quiro-inositol e chamado IPG-P (inositol fosfoglicano
estimulador de fosfatase) e o outro contendo mio-inositol IPG-A
(fosfoglicano inibidor de PKA) foram mjetados em ratos com diabetes

induzida por doses pequenas de estreptozotocina (STZ) em modelo de
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diabetes de tipo 2. Estes compostos reduziram a hiperglicemia de modo
dose-dependente (HUANG et a/., 1993). Uma fOnica injegdo intravenosa
(iv) em 1_1;0/;18 em doses mnanomolar reduziu a hiperglicemia em
aproximadémenﬁ;e 50%. Subseqiientemente, usando wm protocolo de
infusdo no mesmo modelo animal, uma dose equivalente nanomolar de
insulina foi comparada com uma dose semelhante de IPG-P (FONTELES
el al., 1996). Uma vez que o IPG foi identificado como insulino mimético,
reduzindo /i vivo a hiperglicemia com o uso de doses comparaveis a
Y

insulina, esta evidéncia esta de acordo com seu papel potencial de

mediador da insulina sendo, talvez, um pouco mais fisiologico em sua agdo

que o IPG-A (LARNER, 2002).

ORTMEYER e colaboradores, em 1993, realizaram estudos em

E-4

ratos com diabetes induzida por baixas-doses de estreptozotocina e
/

demonstraram que o d-quiro-inositol nas doses de 1-10 mg/kg, induziu uma

modesta diminuicdo da hiperglicemia de maneira dose dependente com

resposta maxima de 50%. Quando administrou-se d-quiro-inositol

endovenosamente (100 mg/kg) em macacos Rhesus diabéticos e insulino

resistentes, houve um declinio nas taxas de glicose e insulina no plasma.

YOSHINO e colaboradores em 1999, usando animais pré-tratados

com troglitazona ou D-quiro-inositol por 7 dias, demonstraram que D-
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quiro-inositol nfo teve nenhum efeito na glicose hepatica produzida, mas
preveniu a msésténcia insulinica periférica, em contraste o pré-tratamento
com troglitazona melhorou a glicose hepatica produzida mas ndo teve
efeito na resisténcia insulinica periférica. Isto indica novamente a

efetividade do D-quiro-inositol para corrigir a resisténcia insulinica.

H4 cerca de 10 anos PAK e colaboradores, demonstraram as

caracteristicas da epimerase em tecidos e como esta enzima se relaciond
)
com a transformagfo de mio-inositol para quiro-inositol (PAK, ¢/ al, 1993).

O decréscimo de mio-inositol para quiro-inositol através da atividade de
epimerase observada em extratos de tecido do rato GK pode ser
considerado uma explicagdo sobre o decréscimo de niveis de quiro-inositol

na urina e tecidos relacionados a resisténcia insulinica subjacente

a8

(LARNER, 2001).

14
/



OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais

Considerando a caréncia de estudos cientificos ¢ a ampla
utilizagdio de vérias espécies de Bauhinia na medicina popular para o
tratamento do diabetes e da hipercolesterolemia, selecionamos para nossos
estudos a Bauhinia ungulata, espécie abundante na regifio Nordeste,”

oy
também, empregada comumente com esta finalidade.

Este estudo tem por objetivo geral realizar um estudo com a
planta Bauhinia ungulata L., enfocando os seguintes aspectos: tragar um
perfil toxicologico -agudo e cronico com avaliagdo geral e bioquimica,

.
realizar uma triagem farmacologica no sentido de validar o uso desta planta
como antidiabéfica e averiguar seu potencial no controle de seqiielas e
fatores de risco associados ao diabetes, como disfun¢do endotelial e
tendéncia a hipertensdo. Incluindo ainda no objetivo geral a comparagiio
deste efeito com os dos principios ativos importantes (os inositdis) e

verificar a possivel correlagfio das taxas de excregdo destes agucares na

urina de ratos diabéticos.



56

2.2. Objetivos especificos

e  Verificar através da espectroscopia de massa a presenga de mediadores
da ac¢fio da insulina no extrato aquoso da planta por espectometria de

massa.

e  Determinar a DLsy (determinagdo da dose letal média) do extrato
aquoso de Bauhinia ungulato (EABU) em camundongos por via oral e
0y

intraperitoneal.

o  Avaliar os efeitos toxicos do extrato aquoso de Bauhinia ungulata
(EABU) através do estudo da toxicidade subcrénica em ratos com
verificacfio das condigdes fisica e dos pardmetros bioquimigos, apos

administragio aguda ou cronica.

4
4

e Avaliar a agfo hipoglicemiante do extrato aquoso de Bauhinia
ungulata (EABU) e do extrato etandlico de Bauhinia ungulata (EEBU)
em animais euglicémicos ¢ diabéticos por estreptozotocina (STZ) e

comparar estes efeitos com os mediadores putativos da insulina DCI

(D-quiro 1nositol) e pinitol.
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Caracterizar os efeitos hipotensores do extrato aquoso de Bauwhinia
ungulalo (EABU) em ratos normotensos, in vivo e avaliar potencial
acfo vasodilatadora in vitro no leito vascular mesentérico (LVM) de

ratos normotensos.

Avaliar o potencial vasoprotetor do extrato aquoso de Bauhinia

ungulaia (EABU) na disfungio endotelial diabética em vasos de

~ . . ~ . gn re . ke

condutancia ¢ rvesisténcia, utilizando-se anéis de aorta ¢ o leito
)

vascular mesentérico de ratos diabéticos perfundido a pressio

constanie.

Estudar a agdo hipolipemiante e hipotrigliceriante do exirato aquoso
de Bauhinia ungulata (EABU) em camundongos tratados com
tiloxapol, um agente indutor de dislipidemia.

¥

f
Investigar se a administragdo oral do extrato aquoso de Bauhinia
ungulaia (EABU) pode restaurar a taxa de excrego urinaria de DCI

(D-quiro inositol) em animais com diabetes induzida por aloxana.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Herborizacfo e identificacfio do espécime botanico

Para iniciar os estudos de qualquer natureza com uma planta, &
necessario, que inicialmente, o wmaterial seja identificado por um
botanico. Isto € feito através da herborizacdo, procedimento que resultara
em uma excicata que deverd ser integrada a um herbario e examinada
pelo taxonomista. Estes cuidados sdo importantes uma vez que a exsicata, -

A
unidade basica de colegfio de wm herbario, se constitui no material
testemunho referencial para futuros estudos, dando ao pesquisador a
certeza do género ¢ da espécie da planta eleita para estudo. A excicata,
também pode permitir a documentagdo permanente da composicio
floristica de areas que se modificam ao longo do tempo, seja pela agio
antropica ou por efeito de eventos e perturbagdes naturais como furacdes,
f,
aterramentos, vulcanismos e terremotos; que alteram irremediavelmente a

cobertura vegetal, dentre outras referéncias. (BONONI e¢f al.1984;

KRAUS,1997)

Em conformidade ¢om as referéncias citadas acima e
objetivando a correta identificagio da planta selecionada para o estudo

quimico e farmacolégico deste trabalho, € que realizamos a herborizacfo

w
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da Bauhinia ungulata cortando varios ramos floridos com frutos de

aproximadamente 30 cm. O material botanico foi prensado entre duas

grades de madeira com cordas fortemente amarradas; foi colocado um

ramo da planta dentro de uma folha de jomal ¢ em seguida por cima um

pedaco de papeldo até completar trés conjuntos, sendo que no tltimo

ramo foi colocado uma ficha de identificagdo com os nomes populares

(Pata-de-vaca, Morord), o porte da planta (arvore), o local de coleta

(Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal do Ceara — prof.p
Y

diretor Dr. Francisco José de Abreu Matos), a data da coleta (30/07/2002)

e o nome do coletor (Marta Regina Kerntopf). O material foi colocado

para secar em camara
fechada com luz
incandescente por 4
dias. Na Figura 6 ¢
/?
observar a

possivel
seqiiéncia de operagdes
de montagem da prensa
para a obtencdo da
exsicata de Bawhinia

ungulata L.

Jomal
dobrado

Ramo

ﬂorido\ %g

Amarras de
corda fina

Papel

Grade de
madeira

Pacote fortemente amarrado
com altura maxima de 50cm

Adaptado de MATOS, 1988

cormgado

Figura

6.

Seqiiéncia de

operagdes

montagem da prensa para preparagio
exsicata de Bauhinia ungulaia L.

de

da
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A herboriza¢iio de Bauhinia ungulata L. resultou na excicata
namero 31.930 que foi depositada no Herbério Prisco Bezerra da
Universidade Federal do Ceard, tendo sido identificada pelo professor Dr.

Afrinio Gomes Fernandes especialista na familia, Figura 7.

Figura 7. Fotocopia da exsicata de Bauhinia ungulata L. que se encontra
no Herbério Prisco Bezerra do Departamento de Biologia da UFC,
registrada sob o niimero de codigo 31.930
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3.2 Estudo quimico

3.2.1 Obtengdo dos extratos aquoso e etandlico das folhas de Bauhinia

ungulaia

As folhas da planta (30 Kg) foram mergulhadas em agua
destilada na proporgdo (1:3) respectivamente ¢ submetidas a decocgdo até
reduzir a dgua a metade. Em seguida o material foi filtrado e Ejoﬁlizado
em liofilizador (BOC Edwards — U.S.A.) até a formacgdo de um resid’ue

seco de coloragdo marrom escuro (437,5 g) denominado EABU (Extrato

aquoso de Bauhinia ungulata). A torta foi desprezada (Figura 8).

Uma aliquota do EABU (180 g) foi cromatografada em

coluna filtrante de gel de silica 60 (Merck S.A., S Paulo, Brasil),

¥
I

utilizando-se a seqii€ncia dos seguintes eluentes: éter de petroleo, hexano,
cloroformio, acetato de etila e etanol. A fragdo etanolica foi eleita para
estudo por ser a mais polar e apresentar maior rendimento, sendo
concentrada a residuo seco por destilagfio do solvente em cv;apomdoa‘
tolative 4 tomperntuen tenor a0 80°C, denoanundo de PEBIU (Futiato
ctandlico de Bauhinia ungulaia), fornceendo 53 g de um material viscoso

castanho escuro; as demais fragdes foram eliminadas, Figura 8.
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Folthas de Bauhinia ungulata
(30 kg)

» Extragiio em dgua por decocglio

| !

Torta Extrato aquoso de Bauhinia ungulata
(EABU)
(Desprezada) (4375 g)

» Aliquota de 180 g

° Coluna filtrante em gel de silica
Demais fragdes Fragiio eluida em etanol
(Eliminadas)

=
Extrato etandlico de Bauhinia ungulata
(EEBU)
(53 g)

Figura 8. Fluxograma de obtengfio do Extrato aquoso de Bauhinia
ungulata (EABU) e do Extrato etandlico de Bauhinia ungulata (EEBU)

3.2.2 ldentificagdo e quantificagdo de inositdis no extrato aquoso de

a5

Bauhinia ungulata (EABU)

14
f

As  analises para identificagdo quimica dos principais
componetes do extrato aquoso das folhas de B. ungulata (EABU),
procedimento ocorreu efetuando-se duas hidrolises visando a prospecgio

da presenca de inositois.

A primeira hidrdlise foi obtida, utilizando-se uma aliquota de

200 mg de EABU em 4cido cloridrico (HC1) 6N a 100°C por 48 horas. O
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material hidrolisado foi separado, lavado em agua destilada e liofilizado,
sendo denominado EABU-hidrelisado-HCIL O material nfdo hidrolisado
em HCL foi novamente submetido a uma segunda hidrélise, utilizando-se

acido trifluoroacético (TFA) 4N a 100°C, por 4 horas. O matenial lavado

em agua destilada e liofilizado foi denominado EABU-hidrolisade-TFA.

O EABU-hidrolisado-HCI foi redissolvido em 5 mL de agua
destilada. Uma aliquota de 200 pL foi retirada e dissolvida em uma
mistura contendo 100 pL de N-O-bis-(trimetilsilil) trifluoratetamida
(BSTFA), 1% trimetilciorossilano (TMCS) e acetonitrila a 55°C, por 20
horas. O material metilado foi injetado numa coluna capilar de fase
estacionaria de um cromatégrafo de gas (DB-5 GC) acoplado a um
espectrometro de massa (AutoSpec da Fisions Instruments, modelo M,
impacto eletronico de 70 e.V.). O mesmo procedimento foi realiza;io para
o EABU-hidrolisado-TFA, obtendo-se dois cromatogramas para analise
especifica dos picQs de inositdis. O espectrometro de massa posé;uia um
software apropriado de andlise que permitia a integragdo, produgdo de
uma curva padréo e determinacgdo posterior da concentracdo de inositois

na amostra por comparagio com a injegao do padro.

Um banco de dados de espectros de compostos quimicos

conhecidos foi utilizado para comparagdo dos picos obtidos nos dois
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cromatogramas originados dos hidrolisados do EABU (Extrato Aquoso

de Bauhinia ungulaia) com os padrdes.

3.2.3 Quantificagdo de lon poldssio e sédio no extralo aquoso de

Bauhinia ungulata (FEABU)

As concentragdes dos ions potassio e sodio do extrato aquoso de
Bauhinia ungulata (EABU) foram determinadas em uma aliquota diluida
(1:4) em agua destilada, por fotometria de chama (Micronal, B;r‘asii) por
aspiragdo direta das solugdes aquosas € medicdo da intensidade de

emissio dos fotons.

3.3 Testes biologicos
3.3.1 Animais experir}'iemai_s'
/

Os ratos (Rattus norvergicus) da cepa Wistar, assim como 0s
camundongos albinos (Mus musculus) da cepa Swiss utilizados neste
trabalho foram obtidos no Biotério da Unidade de Pesquisas Clinicas da
Universidade Federal do Ceara (UFC). Os animais foram acondicionados

em caixas de polipropileno e/ou gaiolas metabolicas (dependendo do
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experimento), a temperatura ambiente de 22-24°C, com ciclos
claro/escuro de 12 horas, recebendo ragdo padrdo e agua ad libitum.
Todos os procedimentos utilizados seguiram as normas da ¢tica em

pesquisa.
3.3.2 Drogas e reagentes

Todas as drogas e reagentes utilizados neste trabalho eram de

£
padrdo analitico, obtidas das companhias Sigma (St. Louis, MO, E.U.A)),
Merck (Darmstadt, Germany), Reagen (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e

Synth (Diadema, Séo Paulo, Brasil).

As drogas diabetogénicas utilizadas: estreptozotocina e aloxana,
foram de fabricagdo da Sigma/Aldrich Chemical Co. (Saint Louis, MO,
7 B
/

E.U.A)). Sendo, antes do uso, diluidas em solugdo fisiologica (NaCl

0,9%) na hora da indugdo e protegidas da luz.

As substincias controles hipoglicemiantes utilizadas por via
parenteral, (insulina) ou oral, (glibenclamida). Foram foram obtidas da

Nordisk (Wintlal —Londres, UK). Os inositois, D-quiro-inositol e pinitol
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foram gentilmente cedidos pelo prof. Joseph Larner (Allomed, Richmond,

VA, E.U.A) e diluidos quando necessario antes da utilizacdo.

O indutor de dislipidemia, tiloxapol® (Triton WR 1339,
Sigma/Aldrich) ¢ a droga hipolipemiante gemfibrozil (Lopid® -Ache
Laboratorios Farmacéticos S. A., Sdo Paulo, 5.P) foram mantidas como
solucdo estoque de 400 mg/mlL e 100 mg/mlL, respectivamente §5
estocadas em freezer a -20 °C e descongeladas no momento do uso.

-

As drogas utilizadas nos experimentos de validagdo dos efeitos
do EABU na pressdo arterial, i1.e., atropina (ATR), hexametonio (HEX),
fentolamina (FEN), quentaserina (KEN), indometacina (IND),
prometazina (PROM), e propranolol (PRO), foram obtidas da

Sigma/Aldrich Chemical e diluidas apenas nos dias dos experimentos. O

7
/

mesmo procedimento foi utilizado em relagdo aos seus coniroles
experimentais, i.e., acetilcolina, fenilefrina, serotonina, histamina e

isoproterenol, também foram obtidos da Sigma/Aldrich.

Nos experimentos com anéis de aorta ou leito arteriolar
nmiesentérico foram utilizados solugdes estoque (-20°C) de 10 ™ M de

fenilefrina, acetilcolina (10 M) em 4cido acético e nitroprussiato de
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sodio (10 “M; Merck, New Jersey, NJ, E.U.A.) que eram descongeladas

apenas no dia do uso e refeitas semanalmente.
3.3.3 Solugdo nutritiva

A solugfio utilizada nos experimentos de aorta e leito
mesentérico foi a solugfo de Krebs-Henseleit (KHS), cuja composigéo
em gramas/L era: 6,7g de NaCl; 0,37¢ de KCl; 0,17g de KH,PO4.H,0;
0,144g de MgS0,.7TH,0; 2,1g de NaHCO;3; 0,31g de CaCl,.2H,0 ¢ 0,65g ~

Y
de glicose .

Todas as solugles tiveram pH ajustado para 7,4 e foram
oxigenadas com mistura carbogénica (95% O, ¢ 5% CO,). Todos os sais
utilizados eram de padrdo analitico obtidos das empresas Reagen e Grupo

Quimica (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e estocados em temperatura

ambiente.

3.3.4 Metodologia e principios biogquimicos para avaliagdo dos perfis

glicemicos e lipidicos
3.3.4.1 Glicose

A determinagdo do nivel de glicose plasmatica foi realizada

pelo método enzimatico (Glicose GOD-ANA LABTESTE®, Labtest,
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Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil), que tem como principio a catalizagdo
oxidativa da glicose pela glicose oxidase (oxigénio-1-oxidorredutase),

respectiva da reagdo.

Glicose + %2 O, + H,0 Glicose oxidase  Gluconato + H,0,

O peroxido de hidrogénio formado reage com 4-
aminoantipirina e fenol, sob acio catalisadora da peroxidase (POD-
Doador: hidrogénio-perdxido oxidorredutase), através de wma reacfo

N -
oxidativa de acoplamento, formando uma antipirilquinonimina vermelha

cuja intensidade de cor ¢ proporcional a concentragdo da glicose na

amostra representada na equacfo abaixo.

i iniri roxida
2H,0, + 4-Aminoantipirina + fenol peroxigase

Antipirilquinonimina + 4H,0

o

Dentre/ os reagentes envolvidos: fosfatos 70 mmol/L, fenol 5
mmol/L, glicose oxidase > 10 U/mL, peroxidase > 1 U/mL, 4-
aminoantipirina 0,4 mmol/L, pH 7,5 ¢ o padrdo de glicose (Glicose 100
mg/dL). Apds obtengfio das amostras, as mesmas foram imersas em
banho Maria a 37 °C por um periodo de 15 minutos sendo depois
retiradas e resfriadas em 4agua corrente por 5 minutos. As quantificaces

scricas da glicose foram obtidas através da densidade 6tica aferida pelo
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espectrofotdmetro e uma tabela de correlagdo entre a densidade ética e a.
concentracdo de glicose (TIESTZ, 1970). Somente animais com glicemia

igual ou superior a 200 mg/dL foram incluidos no estudo.

3.3.4.2 Triglicérides

O método utilizado para a determinagdo dos triglicerideos fo1 o

enzimatico de Trinder (Trighcérides GPO-ANA LABTESTE®, Labtest, *

A

Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil), que tem como principio a reagfo de
hidrolise dos triglicerideos pela lipase lipoprotéica, onde o glicerol
liberado ¢ fosforilado pelo glicerol quinase, formando glicerol fosfato,
que ¢ oxidado a dihidroxiacetona e dgua oxigenada por acdo da glicea‘oﬁu
3-fosfato oxidase. Através da reagdio oxidativa catalisada pela peroxidase,
a Agua oxigenada reage com a 4-aminoantipirina ¢ ESPAS (N-etil-N (3-
su.ifopmpil)—m-énisidina/surfatame), produzindo a antipirilquinonimina
que € um complexo colorido cuja absorbéancia é quantificada em 540 nm

por espectrofotometria, com valores diretamente proporcionais 2

concentragdo de triglicerideos (TONKS, 1970). As equagdes destas

reagOes sfo descritas a seguir.
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Triglicérides + H20 Lipase ‘1ipoprotéica_ Glicerol + dcidos graxos

Glicerol + ATP Glicerol quinase  Glicerol-3-P + ADP
Mg b V‘ (~
Glicerol-3-P + O, G3P-oxidase  Dihidroxiacetona-P +H,0,

peroxidase

2H,0, + 4Aminoantopiridina + ESPAS Dihidroxiacetona-P + H,0,

Os reagentes utilizados para a analiseforam: Pipes 45 mmol/L,
4-clorofenol 6 mmol/L, cloreto de magnésio 5 mmol/L, lipase > 100~
U/mL, glicerol quinase > 1,5 U/mL, glicerol - 3 — fosfato G;idase > 4
U/mL, peroxidase > 0,8 U/mL, 4-aminoantipirina 0,75 mmol/L, ATP 0,9

mmol/LL com pH 7,5. O padrdo foi o glicerol quantitativamente

equivalente a 200 mg/dL de trioleina (TONKS, 1970).

3.3.4.3 Colesterol Total

4

4

Para a determinagiio do colesterol total foi utilizado o método

enzimatico de Trinder (Triglicérides GPO-ANA LABTESTE®, Labtest, ¥
Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil), onde os ésteres de colesterol sio
hidrolisados pelo colesterol-esterase formando o colesterol livre que, ap6s
oxidagdo pela colesterol oxidase, forma o perdxido de hidrogénio. Este,

reagindo com o fenol e 4-aminoantipirina, através de copulagio oxidativa
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catalisada pela peroxidases, produz uma quinonimina de cor vermelha,
cuja absorbincia, medida em 500um, ¢ dirctamente proporcional a
concentracdo de colesterol da amostra (TONKS, 1970). As equagdes

destas reagOes sdo descritas abaixo.

col. esterase

Ester de Colesterol + H,0 » Colesterol + Ac. graxo

Colesterol + 2 O, + H,0 col. oxidase > Colestenona + H,0,

2 1,0, + 4-aminoapiridina + Fenol peroxidase

»
> Quinonaimina + 4H,0
A

Os reagentes de cor envolvidos nesta analise foram; Pipes 35
mmol/L, colato sodico 0,5 mumol/L, fenol 28 mmol/L, colesierol esterase
> 0,2 U/mL, colesterol oxidase > 0,1 U/mL, peroxidase > 0,8 U/mL, 4-
aminoantipirina 0,5 mmol/L, com pH 7,0. O padrdo utilizado foi 200

E-4

mg/dL de colesterol (TONKS, 1970).
/

3.3.4.4 Colesterol HDL

O método utilizado para a determinagfo do colesterol HDL foi o
enzimatico de Trinder (Triglicérides GPO-ANA LABTESTE®, Labtest,
Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil), onde os quilomicrons e as

lipoproteinas de baixissima densidade (VLDL) e de baixa densidade
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(LDL) presentes na amostra, precipitam em presenga de fosfotungstato e
ions magnésio. O sobrenadante da centrifugacdo contém as lipoproteinas
de elevada densidade (HDL), cujo colesterol quantifica-se

espectrofotometricamente; as rea¢des sdo semelhantes as descritas para o

colesterol total (TONKS, 1970).

Os reagentes envolvidos nesta analise foram; fosfatos 35
mmol/L, colesterol esterase > 0,2 U/mL, colesterol oxidase > 0,1 U/mL, »
=
peroxidase > 1 U/mL, 4-aminoantipirina 0,5 mmol/L, colato sodico 0,5

mmol/L, diclorofenol-sulfonado 4mmol/l, Fosfotungstato 0,4 mmol/L,

acetato de magnésio 20 mmol/L, com pH 7,0 (TONKS, 1970).

3.3.4.5 Colesterol LDL

7

I
O teor de colesterol LDL foi calculado através da {6rmula da

Friedwald, descrita abaixo; para niveis de triglicérides menores ou iguais

a 400 mg/dl (FRIEDWALD et al., 1972).

LDL-colesterol = CT - ( HDL-colesterol -+ TG/5)

Onde;:

LDL-colesterol = low density lipoprotein, lipoproteina de baixa densidade



CT = colesterol total sérico
HDL-colesterol = high densily lipoproiein, lipoproteina de alta densidade

TG/5 = triglicérides/5 = VLDL = lipoproteina de muito baixa densidade
3.3.4.6 Indice Aterogénico (14)

O indice aterogénico (IA) foi expresso como LDL +
VLDL/HDL, onde VLDL corresponde a lipoproteina de densidade muito

baixa (KOBAYASHI et al., 1999).
3.3.5 Lfeitos hipocrdlicos e determinacdo da dose letal média (DLsy)

Camundongos albinos (Mus musculus) da cepa, Swiss
(n=10/grupo), p,esando 20-30 g, foram tratados pela via intraperitoneal e
oral através de ,c?mula de gavagem, com salina (0,01 mL/Kg) ou extrato
aquoso de Bauhinia ungulata (EABU) (30; 100; 300; 500; 750; EOOO,
2000 ¢ 3000mg/Kg). Seguindo o método de MALONE e ROBICHAUD,
(1962) os animais foram observados por uma hora para verificagdo de

efeitos hipocraticos sendo anotados em tabelas de Malone modificadas.

Apos 24 horas o nimero de mortos foi registrado.

w
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3.3.6 Avaliagdo da ioxicidade sub-aguda

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar, machos ¢ fémeas,
pesando entre 250 a 300 g. Cada grupo foi constituido de 20 anumais (10
machos ¢ 10 fémeas) separados em gaiolas de acordo com o sexo. Os
grupos foram tratados diariamente por via oral com a dose de 400 mg/Kg
do extrato aquoso de Bawhinia ungulata (EABU), durante 30 dias. O

grupo controle recebeu um volume correspondente de salina 0,9 % (0,1

mL/100 g; v.0.). ! b

A seguir os animais foram anestesiados com éter etilico e
através de um tubo micro hematécrito foi feita a pungdo do sangue no
plexo venoso orbital. Este procedimento fez-se no inicio € no fim do
tratamento para analise de parfmetros bioquimicos (concentrafdo de
ghicose, uréia, fm‘eaﬁnma, transaminase-glutamica oxalacética (TGO),
transaminase glutdmica pirtivica (TGP), colesterol total), hematoldgicos
[hemacias, plaquetas, leucécitos (neutrofilos, eosinédfilos, baséfilos,
monoécitos e linfocitos)] e dos indices  hematimétricos: volume
corpuscular médio (MCV), hemoglobina corpuscular média (MHC) e
concentragdo de hemoglobina corpuscular média (MCHC). Os animais

eram pesados semanalmente. Diariamente eram observados para

F
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verificagio de alteragdes comportamentais ou clinicas; os dados obtidos

eram anotados em tabelas de Malone (MALONE, 1962).

Ao final do periodo experimental os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical seguido de sangria por secgdo dos
vasos cervicais. Fragmentos de baco, cérebro, coragio, figado, pulmdes e
rins foram coletados de todos os grupos (tratados com EABU e tratados
com salina) ¢ fixados em formaldeido a 10%. Os fragmentos foram -

g
desidratados, diafanizados ¢ cortados em micrétomo numa espessura de 5

pum. O matenial for corado com Hematoxilina-Eosina e as laminas

avaliadas por microscopia 6tica (CORMACK, 1991).

3.3.7 Determinagdo da atividade hipoglicemianie

O diabetes foi induzido, 48 horas antes do experimento, por

y
7

injegdo intraperitoneal de estreptozotocina (65 mg/Kg) em ratos Wistar,

machos.
3.3.7.1 Atividade hipoglicemiante aguda

Esta avahagdio foi feita utilizando-se dois conjuntos de

experimentos.

&
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No primeiro conjunto ratos Wistar (machos, 250-300 g)
diabéticos por estreptozotocina, foram anestesiados com pentobarbital
sodico (45 mg/Kg); em seguida, realizou-se cirurgia para @anka'iagﬁo da
veia jugular com canulas de polietileno (PE20) previamente
heparinizadas, para infusdo dos extratos e drogas; procedeu-se a infusio
através de uma bomba (B. Brown Melsungen, Hamburgo, Alemanha)
com salina (50 pL/min; n=6); EABU (0.25, 0.5 ou 1 mg/Kg/min; n=6
cada grupo); EEBU (0.25, 0.5 ou 1 mg/Kg/min; n=6 cada gmpg‘); pinitol
(400 pg/Kg/min; n=6); D-quiro inositol (400 ng/Kg/min; n=0); éu
insulina (20 nM/Kg/min; n=6) (Novolin®,1 Ul/Kg;), por um periodo de
duas horas. As amostras de sangue foram coletadas na veia caudal, a cada
20 minutos depois da infusfo ao longo de 120 minutos. O controle (tempo
zero) foi coletado antes da infusdo. O sangue foi centrifugado a 3000 rpm

por cinco minutos ¢ a concentragdo de glicose determinada conforme

H
7

técnica ja descrita.

No segundo conjunto procedeu-se a avaliacdo dos efeitos
agudos do EABU, quando administrado por via oral, na glicemia de ratos
machos, pesando entre 250-300g, cuja diabetes foi induzida por
estreptozotocina. Os animais foram tratados por via oral (gavagem) com

salina (1 mL/Kg; n=6), EABU (100 mg/Kg, 200mg/Kg 400 mg/Kg v.o.;
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n=8), EEBU (100 mg/Kg, 200mg/Kg 400 mg/Kg v.0.; n=6), pinitol (20
mg/Kg;, n=6, wv.0); D-quiro-inositol (20 mg/Kg, n=06, v.0), ou

glibenclamida (2 mg/Kg; v.0.; n=06),

Apbs 30 minutos da administragiio das drogas os animais foram
anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/Kg) e amostras de sangue
foram coletadas na veia caudal a cada 20 minutos, por um periodo de 120
minutos. As dosagens da glicemia foram realizadas em um periodo~

=

inferior a 1 hora apds o término dos experimentos, seguindo o método

anteriormente descrito.

3.3.7.2 Teste de tolerdncia oral a glicose - efeito do EABU e do EEBU

k4

Nestes testes foram utilizados ratos Wistar machos pesando

14
entre 150-200 fg, divididos em 5 grupos com n=8, mostrado na Tabela 3.
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n=8), EEBU (100 mg/Kg, 200mg/Kg 400 mg/Kg v.0.; n=0), pinitol (20
mg/Kg;, n=6, v.0), D-guiro-inositol (20 mg/Kg, n=06, v.0), ou

glibenclamida (2 mg/Kg; v.0.; n=6),

Apo6s 30 minutos da administragfio das drogas os animais foram
anestesiados com pentobarbital sodico (50 mg/Kg) e amostras de sangue
foram coletadas na veia caudal a cada 20 minutos, por um periodo de 120
minutos. As dosagens da glicemia foram realizadas em um periodo »
. . , , - . . ™ r
inferior a 1 hora apés o término dos experimentos, seguindo o método

anteriormente descrito.

3.3.7.2 Teste de tolerdncia oral a glicose - efeito do EABU e do EEBU

=

Nestes testes foram utilizados ratos Wistar machos pesando

entre 150-200 ¢, divididos em 5 grupos com n=8, mostrado na Tabela 3.
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Tabela 3. Grupos experimentais sclecionados para o teste de tolerancia
oral a glicose, verificando o efeito do extrato aquoso de Bauhinia
ungulata (EABU) e do extrato etandlico de Bauhinia ungulaia (EEBU)
apo6s uma sobrecarga de glicose

Grupo Tratamento

Grupo 1:  (Controle sem sobrecarga de glicose)
(salina 1 mL/Kg + salina 1 mL/Kg)*

Grupo 2:  (controle com sobrecarga de glicose)
(sobrecarga de glicose a 3g/Kg + salina 1 mL/Kg)*
Grupo 3:  (sobrecarga de glicose a 3g/Kg + EABU 400 mg/Kg)*
Grupo4:  (sobrecarga de glicose a 3g/Kg + EEBU 400 mg/Kg)*
wy

Grupo 5:  (sobrecarga de glicose a 3g/Kg + glibenclamida 2mg/Kg)*

* = tratados vo (via oral) com 8 animais por grupo

Os grupos 2, 3, 4 e 5 receberam uma sobrecarga de glicose de
3g/Kg 30 minutos apds o tratamcnto com salina 1 mL/Kg, EAB:U 400
mg/Kg, EEBU 400 mg/Kg ¢ glibenclamida 2mg/Kg, respectivamente
(KUMARI E AEIGUSTINL, 1995; WANG et af., 1996). O grupo 1 nfo
sofreu sobrecarga de glicose. Todas as administragdes foram realizadas

por via oral (gavagem).

As amostras de sangue foram coletadas do plexo infra orbital
em tubos de coleta de soro (Vacuette, Sdo Paulo, S.P., Brasil), nos tempos

0, 30, 60 e 90 minutos, apds administragdo da glicose, centrifugadas e
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enviadas para imediata dosagem da glicemia seguindo o método

anteriormente descrito.

3.3.8 Avaliacdo dos efeitos metabdlicos (perfil glicémico e lipidico) e no
ganho de peso corporal, apds tratamenio oral com o0 exiralo

aquoso de Bauhinia ungulata (EABU) durante 3 semanas

Este experimento foi realizado através de ensato com 9 grupos,
experimentais (I a IX), pesando entre 200 a 250g, que estdo Compilados

na Tabela 4.

Neste experimento, foi verificado o efeito da administragfio das
drogas citadas na Tabela 4, durante 3 semanas de tratamento, sendo

=

avaliados os valores glicémicos, perfil lipidico e ganho de peso corporal

. P ’
por avaliagdo’semanal.

Amostras de sangue (3mL) foram coletadas através do plexo
infra orbital em tubos de coleta de soro de 4 mL com gel separador
(Vacuette, Sdo Paulo, S.P., Brasil), foram realizadas trés coletas
sucessivas, a primeira para a confirmagdo da euglicemia e da
hiperglicemia induzida por estreptozotocina (STZ), a segunda

denominada como o primeiro dia do experimento e uma terceira efetuada
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enviadas para imediata dosagem da glicemia seguindo o método

anteriormente descriio.

3.3.8 Avaliagdo dos efeitos metabdlicos (perfil glicémico e lipidico) e no
ganho de peso corporal, apds itralamenio oral com o exiralo

aquoso de Bauhinia ungulata (EABU) durante 3 semanas

Este experimento foi realizado através de ensaio com 9 grupos .
hd .
experimentais (I a IX), pesando entre 200 a 250g, que estdo compilados

na Tabela 4.

Neste experimento, foi verificado o efeito da administragdo das
drogas citadas na Tabela 4, durante 3 semanas de tratamento, sendo

E 4

avaliados os valores glicémicos, perfil lipidico e ganho de peso corporal

por avaliagdo sémanal.

Amostras de sangue (3mL) foram coletadas através do plexo
infra orbital em tubos de coleta de soro de 4 mL com gel separador
(Vacuette, Sdo Paulo, S.P., Brasil), foram realizadas trés coletas
sucessivas;, a primeira para a confirmagdo da euglicemia e da
hiperglicemia induzida por estreptozotocina (STZ), a segunda

denominada como o primeiro dia do experimento € uma terceira efetuada
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apos 3 semanas de tratamento diario finalizando o protocolo, os grupos
selecionados para estudo estdo especificados na Tabela 4. Na pruneira
coleta verificou-se o perfil glicémico, na segunda e na terceira os perfis
glicémico e lipidico (triglicérides, colesterol total e fracionado). As
amostras de sangue foram centrifugadas e enviadas para dosagem. Os
métodos de dosagem foram detalhados anteriormente.

Tabela 4. Grupos experimentais selecionados para avaliagdo dos efeitos
metabolicos (perfil glicémico ¢ lipidico) e no ganho de peso corporal,

apoOs tratamento oral com EABU, EEBU, pinitol, D-qujro inositol,
insulina e salina tratados diariamente por 3 semanas '

Grupo Dose/ periodo/ via n

I- Euglicémico + Salina ImL/Kg/12h/ v.0 11

11- Euglicémico + EABU 400 400mg/Kg /12h/ v.0. 7
1I- Euglicémico + EEBU 400 400mg/lKg /12h/ v.0. 7
IV-  Diabético-STZ + Salina ImL/Kg/12h/ v.o 8
V- Diabético-STZ + EABU 400 400mg/Kg /12h/ v.0. 8
VI-  Diabético-STZ + EEBU 400 400mg/Ke /12h/ v.o. 8
__VII-  Diabético-STZ + Pinitol 20mg/Kg/12h/ v.0, = 7
VIII- Diabético-STZ + D-quiro-inositol 20mg/Kg/12h/ v.o. 9
IX- Diabético-STZ + Insulina 1 U/Kg/24h/ s.c. 8

EABU = extfato aquoso de Bauhinia ungulata, EEBU = extrato etanolico
de Bauhinia ungulaia STZ = estreptozotocina.

3.3.9 Ixfeitos do extrato aquoso de Bauhinia ungulata (EABU) na

dislipidemia induzida por tiloxapol

A hiperlipidemia foi induzida em camundongos machos,

pesando entre 20 a 30 g, por uma unica injegdo intraperitoneal de
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tiloxapol (Triton WR 1339- Sigma/Aldrich, Samnt Louis, MO, E.U.A) na
dose de 400 mg/Kg (HALL et al., 2000). Seguindo a mesma metodologia
utilizada por SILVA, (2000) camundongos albinos Swiss foram

separados em 6 grupos aleatérios (n=10/cada grupo), organizados

conforme observa-se na Tabela 5.

Tabela 5. Grupos experimentais selecionados para a verificagdo dos
efeitos do extrato aquoso de Bauhinia ungulala (EABU) na dislipidemia
induzida por tiloxapol (n=10/cada grupo)

'
Grupo Tratamento

(n=10/grupo)

Grupo 1 salina (1 mL/Kg; i.p.) + salna (1 mL/Kg; v.0.)

Grupo 11 tiloxapol (400 mg/Kg; 1.p.) + salina (1 mL/Kg; v.0.)
Grupo IlII  tiloxapol (400 mg/Kg; i.p.) + gemfibrozil 100 mg/Kg; v.0.)
Grupo IV tiloxapol (400 mg/Kg; i.p.) + EABU (100 mg/Kg; v.0.)
Grupo V. tiloxapol (400 mg/Kg; i.p.) + EABU (200 mg/Kgi v.0.)
Grupo VI tiloxapol (400 mg/Kg; i.p.) + EABU (400 mg/Kg; v.0.)

4
7
Os grupos acima relacionados na Tabela 5 foram tratados de

acordo com o esquema apresentado na Figura 9.
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| l | | i ?

Tiloxapol  Drogas teste Drogas teste  Coleta de  Drogas teste  Coleta de

ou (EABU) e (EABU) e sangue (EABU) e sangue
Salina coniroles controles  (Infraorbital)  controles  (Infra orbital)
(i.p) (gemfibrovil, (gemfibroxil, {gemlfibrozil,
salina) salina) salina)
(v.0.) (v.0.) (v.0.)

Figura 9. Protocolo de avaliagdo do efeito do extrato aquoso de Bauhinia
ungulata (EABU) na dislipidemia induzida por tiloxapol

Amostras de sangue foram coletadas através do plexo infra -
orbital no periodo de 24 ¢ 48 horas apds os tratamentos espgciﬁcados
acima na Figura 9, sob leve anestesia etérea, em tubos para coleta de soro
(Vacuette). As amostras (0,5 mL) foram centrifugadas < 3000 rpm onde
os triglicérides (TG), colesterol total (COL) e fracionado foram dosados,
utilizando-se kits labtest (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil) de maneira

o

semelhante ao descrito anteriormente.
¥
I3
3.3.10 Ifeito do extrato aquoso de Bauhinia ungulata (EABU) na presséo

arterial média (PAM)

Para analisar os efeitos do EABU sobre a PAM foram
utilizados ratos Wistar machos, adultos, normotensos com peso entre 250
e 300g. Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico

(50mg/Kg) por via intraperitoneal e apods atingido estado cirfirgico foi
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realizada dissecag@io dos masculos esterno-cleido-mastdideo e hidideo. A
seguir foi realizada a dissecagfio da artéria carétida e canulagio da mesima
com canula de polietileno (PES0) a qual foi acoplada a wm transdutor de
pressdo Gould Statham P23 (Gould Co. Inc., Oxnard, CA, EU.A)) de
registro fisiografico (Narco Biosystems, Houston, TX, E.U.A.). A veia
Jugular, foi também canulada, com cénula de polietileno (PE20), para
mjecdo em bolus de volume fixo (200 pl) das drogas e controles

experimentais.

As substincias utilizadas nos experimentos foram injetadas
lentamente com intervalo minimo de 15 minutos entre as injegdes. As

pressoes arteriais médias (mmHg) foram calculadas segundo a formula

abaixo:
Onde:
APAM= PD + (PS - PD) APAM = A da variagfo da pressio arterial
4
3 PD = pressio diastdlica

PS = pressiio siatdlica

A freqii€ncia cardiaca foi acompanhada por tacémetro acoplado
ao poligrafo (Narco Biosystems, Houston, TX, E.U.A.). Apds um periodo
controle inicial de 20 minutos com registro continuo da pressdo o EABU
fo1 injetado na forma bolus de volume constante (200 pL), nas doses de

10, 30 e 100 mg/Kg em animais normotensos. Os seguintes protocolos
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realizada dissecagfo dos musculos esterno-cleido-mastéideo e hidideo. A
seguir foi realizada a dissecagfo da artéria cardtida e canulagdo da mesma
com cénula de polietileno (PE50) a qual foi acoplada a um transdutor de
pressdo Gould Statham P23 (Gould Co. Inc., Oxnard, CA, EU.A)) de
registro fisiografico (Narco Biosystems, Houston, TX, E.U.A.). A veia
jugular, foi também canulada, com cénula de polietileno (PE20), para
injecdo em bolus de volume fixo (200 plL) das drogas e controles

experumentais.

As substancias utilizadas nos experimentos foram injetadas
lentamente com intervalo minimo de 15 minutos entre as injecdes. As

pressOes arteriais médias (mmHg) foram calculadas segundo a férmula

abaixo:
Onde:
APAM= PD + (PS - PD) APAM = A da variagfio da pressiio arterial
3 PD = pressdio diastélica

PS = presséo siatdlica

A freqii€ncia cardiaca foi acompanhada por tacémetro acoplado
ao poligrafo (Narco Biosystems, Houston, TX, E.U.A.). Apds um periodo
controle inicial de 20 minutos com registro continuo da pressdo o EABU
fo1 mjetado na forma bolus de volume constante (200 pL), nas doses dé

10, 30 ¢ 100 mg/Kg em animais normotensos. Os seguintes protocolos
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foram realizados, objetivando investigar o possivel mecanismo de agdo
hipotensor, onde o efeito do EABU na dose 30mg/kg em animais
normotensos foi analisado antes e apdés o pré tratamento com
bloqueadores em doses suﬁcﬁemes para bloquear os agonistas especificos,
a saber, hexametonio (HEX; 5 ¢ 30 mg/kg), atropina (ATR; 1 mg/kg},
fentolamina (FEN; 0,1 mg/kg), queﬂmsm‘im (KEN; 20 mg/Kg),
indometacina (IND;, 40 mg/Kg), prometazina (PROM; lmg/Kg) e
propranolol (PRO; 2 mg/Kg), (n=06/grupo). Um experimento controle para
-
verificar o efeito agudo de uma solugio contendo a mesma concezm'agﬁa

de potassio (13 mEq/L) verificado no EABU foi realizado por injegdo da

mesma em bolus de 300 uL na veia jugular.
3.3.11 Estudo da atividade vasodilatadora do EABU

7
Is : - v . \
Para melhor compreender o efeito hipotensor (nfo associado a
bradicardia in vivo) do EABU, foi estudada sua agfio direta em leito

vascular de resisténcia para avaliagdo de seu potencial vasodilatador.

Para tanto, ratos Wistar com peso entre 250-300g foram
anestesiados com pentobarbital sodico (50 mg/Kg, i.p.) e apds inducio de

plano cirtrgico foram submetidos 4 incisfio mediana da linha alba. A
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seguir a artéria mesentérica superior foi canulada em sua bifm‘ca@ﬁé com
a aorta abdominal e imediatamente perfundida com solugdo de Krebs-
Henseleit (KHS; pH 7,4; 37 °C) a um fluxo constante de 4mL/min e
continuamente aerado com carbogénio (95% O, e 5% CO,). A pressdo de
perfusio foi medida por intermédio de um transdutor de pressdo acoplado
a um poligrafo (Narco Biosystems, Houston, TX, E.U.A). Apds um
periodo de equilibrio de 30 minutos a preparagdo foi pré-contraida com
fenilefrina (1-5 pM) até que uma pressdo estavel (100-120 mmHg) fosse

L
atingida,

Apbs atingido o platd vasoconstritor foram adicionados em
yolume constante (S0pL): salina, nitroprussiato de sodio (10° M) e

EABU (0,1 a 25mg), (n=7/grupo).
33124 vaiz’ag‘d{() do potencial vasoprotetor do IFABU

Com o objetivo de verificar o potencial do EABU na prevencéo
da disfungfio endotelial do diabetes, a fung¢do endotelial foi avaliada na
aorta e no leito mesentérico de ratos diabéticos por estreptozotocina

tratados com salina (n=8); insulina (n=8) ou EABU (n=8).
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3.3.12.1 Anédis de aorig de rato

A reatividade vascular foi avaliada em segmentos de aorta

toracica nos quais o endotélio foi preservado. A integridade funcional do
endotélio foi testada por adigdo de uma dose Gnica de acetilcolina (Ach-
10 ° M) aplicada no platd da resposta contratil da fenilefrina (0,1pg/ml) e
um relaxamento > 80% considerado como funcdo endotelial integra

(FURCHGOTT e ZAWADSKI, 1980).

Ratos Wistar, machos, com peso entre 250 e 300g, diabéticos
induzidos por injegdio intraperitoneal de estreptozotocina (65 mg/Kg),
foram sacrificados por deslocamento cervical ¢ a seccio dos vasos
cervicais. Apos a abertura do torax a aorta foi removida e cuidadosamente
limpa de seu t(;;,cido conectivo em placa de Peiri contendo solucdo de

Krebs-Henseleit (pH7,4), mantida a 37°C ¢ aerada constantemente com

carbogénio.

A aorta toracica foi cortada em anéis de Smm montadas
horizontalmente sob tensdo inicial de 1 g tensfio em 5 ml de banhos para
registros isométricos. Os anéis foram mantidos em solugcdo de Krebs-

Henseleit (KHS; pH 7,4; 37 °C) a um fluxo constante de 4 mL/min e
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continuamente aerado com carbogénio (95% O e 5% COy). Curvas de

concentragio-resposta a  vasodilatadores, endotélio  dependente

(acetilcolina; 107

2.2 10 M) ou endotélio independente (nitroprussiato de

. ae - . 3 . . , e
sodio; 10 % a 107 M), foram realizadas em tecidos pré-contraidos

submaximamente (~ 50-60 %) com fenilefrina. As alteragdes de tensdo

foram registradas por meio de transdutores de forga (Narco Biosystems,

Houston, Texas, E.U.A.) acoplado a um poligrafo de quatro-canais

(Narco Biosystems).

As curvas concentragdo-resposta para os agonistas endotélio-

dependente (Ach) ou endotélio-independente (SNP) foram comparadas

entre 08 grupos nos seguintes pardmetros: resposta maxima (Ruux) € PD,

(cologaritmo da

CEsp definido comno concentragfo necessaria para induzir

o

50% da resposta maxima). A disfungdo endotelial nos grupos foi medida

y
/

de acordo com a seguinte formula:

Onde:
DE (%) =
Runax Diabx100 =

Rmz’xx Eugli =

DE (%) — 100 _ (RpDiabx 100)
(R, ;. Eugl)

max

Percentual de disfungfo endotelial.

Resposta vasodilaladora maxima obtida com agonista endotélio-
dependenie nos tecidos obtidos de ratos diabéticos pela
estreptozotocina

Resposta vasodilatadora maxima obtida com o agonista endotélio-
independente nos tecidos obtidos de ratos euglicémicos.
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3.3.12.2 Leito vascular mesenitérico

A artéria mesentérica superior foi identificada e os ramos
pancreatico-duodenal, ileo-cecal e cecal desta artéria foram ligados. A
artéria mesentérica foi cuidadosamente dissecada e canulada na porgdo
distal, proxima a aorta, utilizando tubo de polietileno (PE20). O
mesentério foi separado do intestino e imediatamente levado ao sistema
de perfusdo com KHS (pH 7.4; 37 °C), constantemente aerada com 95%
0, e 5% CO, perfundida a fluxo constante (4mL/min) e as alterac;@es em
pressdo de perfusdo foram medidas por meio de um transdutor de pressio

Statham P23 (Gould, Oxnard, CA, E.U.A)) acoplado a um poligrafo

(Narco Biosystems).

As curvas de concentrago-resposta a acetilcolina (Ach™10 * a
10 M) ou nitroprussiato de sodio (SNP 10  a 10 ~* M) foram analisadas
isoladamente € comparadas entre grupos. Os relaxamentos foram

expressos como porcentagem das contragSes de fenilefrina.

Os parametros analisados foram os mesmos referidos

anteriormente, para os experimentos realizados com anéis de aorta, no

item 3.3.12.1.
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3.3.13 Determinagdo das concentragdes de D-quiro-inositol (IDCI) na

urina de ratos diabéticos por aloxana

Foram utilizados ratos (;?%azfzzw norvergicus) da cepa Wistar,
machos, com diabetes induzida por aloxana (45 mg/I{g, 1.v.) submetidos a
jejum prévio de 12 horas (SANNOMIYA et al, 1997). O diagnéstico de
diabetes foi realizado 72 hs apés indugfo em amostras venosas, obtidas
por pungio no plexo infraorbital e somente animais com glicemia 2 200

g

mg/dL foram incluidos no estudo. Além de animais diabéticos, foram
utilizados animais com glicemia normal como controle euglicémico.
Todos os animais foram previamente adaptados nas gaiolas metabdlicas

por 5 dias antes de iniciar os testes, os mesmos foram divididos em 3

grupos (I, 11 e 1II), que foram tratados por 3 semanas como indicado na

Eo

Tabela 6.
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Tabela 6. Grupos experimentais selecionados para avaliagdo do perfil
glicémico e lipidico, dosagem de sodio, potassio e D-quiro-inositol (DCI)
e ganho de peso corporal, apds gavagem oral com o extrato aquoso de
Bauhinia ungulata (EABU) e salina, tratados diariamente por 3 semanas

Grupo Droga/Dese/ periodeo/ via n

I- (Controle hiperglicémico) Salina/l mL/Kg/24b/ v.o. 6
Diabético-Aloxana + Salina

1~ Diabético-Aloxana + EABU 400 EABU/400 mg/Kg/24h/ v.0 8

Il- (Controle eniglicémico) Salina/1 mL/Kg/24h/ v.o. 7

Euglicémico + Salina

g,

Amostras de urina foram coletadas diariamente no periodo da,
manhi (8:00 horas), filtradas ¢ armazenadas em freezer -70 °C (Modelo
ULT 2586-3D14, Reveo Scientific, Inc. Asheville, N.C., EUA). Uma
aliquota foi retirada para dosagem de so6dio e potéssio por fotometria de

chama e outra aliquota liofilizada para dosagem do d-quiro inositol

(DCY).

No inicio e no término do tratamento, amostras de sangue foram
coletadas para avaliagfio do perfil glicémico e lipidico, onde as dosagens

foram realizadas segundo a metodologia descrita anteriormente no item

3.2.2.
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3.3.15 Andlise esiatistica
Os dados da funcfio vascular in vitro foram expressos com

porcentagem das contragdes prévias induzidas por fenilefiina e assun

como os valores brutos dos pardmetros bioquimicos, foram expressos

como média =+ erro padriio da média e os dados brutos obtidos in vitro e in

vivo (forga em g, pressio em mmHg e fluxo em mL/min; valores dos
perfis bioquimicos) foram analisados para diferencas estatisticas através
da analise de wvaridncia ANOVA por intermédio do progtama de
computador SIGMA STAT. Os graficos ¢ os calculos de CEsy e PD,
foram realizados utilizando-se o programa de computador GRAPHPAD
PRISM sofiware versdo 3.00 for Windows, onde as CEsy e DLsy foram
calculadas por interpolagdo semilogaritmica e considerados como a

v A~ . . . -,
concentragdo da substincia capaz de produzir 50% do seu efeito maximo,

no caso da DLsy'a morte.
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4. RESULTADOS

4.1 Identificacdo e quantificacio de inositéis no extrato aquoso de

Bauhinia ungulata (EABU)

No levantamento bibliografico efetuado no Chemical Absiracts
ndo foi encontrado nenhum relato da composicdo quimica de Bawvhinia

ungulaia L.

Neste trabalho foi efetuada a analise quimica espe®ifica para
identificagfio e quantificagfio de inositodis no extrato aquoso de Bauhinia
ungulaia. Para i1sso foram realizadas duas hidrolises em uma aliquota do
EABU que originaram dois hidrolisados denominados EABU-
hidrolisado-HCl (hidrolisado com HCI do Extrato Aquoso de Bawhinia
ungulata) e EABU-hidrolisado-TFA (hidrolisado com TFA, do”Extrato

Aquoso de Bauhinia ungulata) respectivamente.
r

Ambos  hidrolisados (EABU-hidrolisado-HCl ¢ EABU-
hidrolisado-TFA) sofreram tratamentos quimicos com posterior analise
por cromatografia gas-liquido em espectrémetro de massa (CGL/EM) e

deste procedimento originaram-se dois cromatogramas (Figura 10 e 11).

Os cromatogramas foram interpretados através da comparagio

com espectros de massa padronizados da literatura.

A~
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Na Figura 10 ¢ possivel observar a presenga de quiro-inositol
que comprende 32% do EABU-hidrolisado-HCl e também mio-inositol
que compreende 13,4%. A quantidade de D-quiro inositol (DCI) no

extrato seco foi determinada em 6,5 % (g/100 mL).

AbidEnce o TIC BRARCLYED
: 2100000 | )

|
2000000 |

|
i
3
]
{
¢
§

1800000 -

1830000

4 70000¢ . Ghiro lnositol 88 mgig .38
. | :

300000 -

|

1500000 J( j

14090450 I

1400000 | 8.21 : i

1200500 |
: {
i 1100000 |

i
1060000 §

ey

Chiro tndatol 32%

¢
3

206000 | 7.97 i Myoinesfiol 13.4%

1
| 800000 i
|
|

i woc(mo; 10.12
[ syoooe |
L s
! 5cocooi :

400000 i iy 1215
{ i H

'
|
f 306000 4 8.07
i

|
o |
|
|

200000«

i
100000 i

7.52 7;?? |

F

R

l B o e 2 1 v i v o
%F!ma«) 7.50 8.00 8.50 .00 8.50 10.00 18,50 14100 14,50 12,00 12.50

Figura. 10: Cromatograma do hidrolisado com HCl do Extrato Aquoso de
Bauhinia ungulata (EABU-hidrolisado-HCl), com identificagdo dos picos de
1nositois
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Dos constituintes quimicos do EABU-hidrolisado-TFA,
registrados no cromatograma (Figura 11), trés sfo inositois, sendo
majoritarios o pinitol (22,0%) e o metilado - inositol (14,0%) ¢ em menor
teor o mio-inositol (1,3%); os demais constituintes sfo oses. O percentual

de pinitol no extrato seco foi determinado como sendo 0,8 % (g/100 mL).
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95

Na Tabela 7 é possivel observar o teor e o tempo de retengdo
dos constituintes quimicos idem‘iﬁcados nos cromatogramas obtidos dos
dois hidrolisados (EABU-hidrolisado-HCl ¢ EABU-hudrolisado-TFA)
originados do EABU. |
Tabela 7. Constituintes quimicos observados nos dois hidrolisados

(EABU-hidrolisado-HCl ¢ EABU-hidrolisado-TFA) obtidos a partir do
EABU

TEMPO DE
CONSTITUINTES TEOR (%) RETENCAO

_pmitol : 22,0 8,09

Foi demonstrado que inositois, como pinitol € D-quiro-inositol,
encontrados nos derivados hidrolisados do EABU, possuem efeito
hipoglicemiante agudo e crbnico, tanto por administragdo endovenosa

como por administragdo oral (NARAYANAN, 1987; FONTELES et al.,

1996).
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4,2 Quantificacio dos teores de s6dio ¢ potissio no extrato aquoso de

Bauhinia ungulata

Da quantificagdo dos teores de sodio e potassio do extrato
aquoso de Bauhinia ungulata (EABU) obteve-se os valores 126 £ 93 ¢

13,6 £2,6 mEqg/L respectivamente para os referidos ions.

%

4.3 Efeitos hipocraiticos e determinacio da dose letal media (DLsg)
oy

O EABU (Extrato aquoso de Bauhinia ungulaia) nfo apresentou
efeitos toxicos significativos quando administrado por via oral em

camundongos até uma dose de 3000 mg/Kg.

Administrado por via intraperitoneal, em doses superiores a
300 mg/Kg, o EABU, induziu piloerecdo, “scraiching” em patas e
focinho e posterior morte de alguns animais (n=10/grupo). A DL

calculada, apds a administragdo intraperitoneal do extrato aquoso da

planta foi de 440 [259-621]mg/kg, (Tabela 8).
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Tabela 8. Doses utilizadas do extrato aquoso de Bawuhinia ungulaia
(EABU) no teste de toxicidade aguda e mortalidades obtidas apos 24
horas da administragdo intraperitoneal deste extrato ou do veiculo (0,9%
de salina) em camundongos (n=10/grupo)

Dose do A rairineric o e ot s el
EABU Anm;gms An.mmas % morios Ag‘mx .ug,sd«n‘ de ¥ z.aEm" de
mortoes VIVOS ANNNALS Mortos probitoes
(mg/Kg)
3000 10 00 100 97,50 6,9675
2000 09 01 90 87,75 6,2820
1000 09 01 90 87,75 6,2820
750 07 03 70 68,25 5,5240
500 03 07 30 29,25 <1,4760
300 04 06 40 39,00 4,7470
100 00 10 00 2,50 © o 3,0325
30 00- 10 00 2,50 3,0325
conirole 00 10 00 00 2.5

7
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Os pardmetros hematologicos ligados a concentragio de
hemoglobina ¢ a contagem de células no sangue [hemadcias, plaquetas,
leucocitos (neutrdfilos, cosindfilos ¢ baséﬁi@s, monocitos e linfocitos)]
ndo foram significativamente alteradas (Tabela 10). Os parametros
bioquimicos séricos avaliados (concentracdo de glicose, uréia, creatinina,
transaminase glutdmica oxalacética (TGQ), transaminase glutdmica
piruvica (TGP), colesterol total e triglicérides), também ndo foram

significativamente alterados pelo tratamento com EABU a dose de-

L

400mg/Kg (Tabela 11).
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Tabela 10. Pardmetros hematologicos de ratos Wistar antes ¢ depois do
tratamento oral por 30 dias com 400 mg/Kg/dia EABU (Extrato Aquoso de
Bauhinia ungulaia) ou salina (0,1 mL/Kg

Pardmetros

Salina

EABU

Dia 0 (p=20)

Dia 30 (n=16)

Dia 6 (n=20)

Dia 30 (n=18)

Hemacias x 10%/mm’

69+19
16.4-74]

6,25 1,70
[5,796 - 6,704]

75408
[7,1-7.8]

61403
[5.3~06,7}

14,6+ 0.6
[13,1-16,2]

14,97 + 0,30
[14,20 - 15,74]

149+12
114,5 - 15,28]

453 40,6
[43.90 — 46,77]

48,17 + 0,54
[46,77 —49,56]

46,1+ 14
[41,4 - 50.9]

492416
[45,9 - 52.5]

MCV (i)

(Volume Corpuscular Médio)

66,5 1,6
(62,26 - 70,74]

89,83 + 1,17
[86,83 —92,83]

68,1+ 1,5
[61-75.2]

872+19
3
(84,7 - 89.8]

.................................................................................................... B e e

MCH (pg)

{Hemoglobina Corpuscular Média)

212+0,7
[19,24 - 23,09]

24+ 0,82
[21,90 = 26,10]

19,6+ 1,3
[18 -213]

MCHC (%)

(Concentragio  de  Hemoglobina

Corpuscular Mddia)

Neutrofilos x 10°/mm’

Monéeitos x 10°/mm’

322%1,1
[29,32 —35,62]

11870 + 900,6
[9833 — 13910]

31,17 £ 0,48
129,94 —32,39]

10880 £ 1271
[7616 - 14150]

30,923
[30,3 -31.4]

12080 + 7393
[10530 - 13630]

303 +2,1
29,7 - 30,9]

13170 + 1677
[9636 - 16710]

3378 + 628
[1957 — 4798]

2183 £321
[1757 = 3008)

3406 + 3774
[2616 - 4196]

3996 £ 822.8
{2260 £ 5731

8104 + 546,5
[[6868 —9340]
178+ 28 11
[114,4 - 241,6]

8307 + 988
[5766 — 10850]
109+ 12,7
[76,2 - 141]

12430+4290

[3449-21410]
271458,7

[148,1-393.9]

9369+1027
7203-11540

S Tt S B i O

328,3499,9
[117,4-539.2]

Os valores representam média £ erro padrio da média (E.P.M.) com respectivos

intervalos de confianca de 95% colocados entre colchetes | ].

Nao foram observados diferencas estatisticas significativas entre 0s grupos.
*, p<0,05; ANOVA, segundo Tukey-Kramer.
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Tabela 11. Perfil bioquimico de ratos Wistar antes e depois do tratamento
oral por 30 dias com 400 mg/Kg/dia EABU (Extrato Aquoso de Bauhinia
ungulaia) ou salina 0,09% (0,1 mL/Kg)

Parimetros Salina EABU
Dia 0 Dia 30 Dia @ Dia 30
{n=20) {(n=16) {n=20) {n=18)
Glicose (mg/dL) 95,7548.,6 64.33+59 83,3443 9 9332442
“Colesterol (mg/dly T 5784447 5410467 (69,46£4.6  7491%53

Trighicerideos (mg/dLy 7762483 8330473  94,64357 10734468

Albumina (mg/dL) 3,03+0,62 840,18 2,65£0,16 2,83+0,16
Uréia (mg/dly 44431 403430 52,1425 469420 -
............................................................................................ b R,
Creatinina (mg/dL) 0,45+0,03 0,41£0,011 0,48+0,03 0,50+£0,02
TGO (UmL) 50,5517 469%2.0 101370 989492
(Transaminase Glutdmica Oxalacélica)
TGP (UmL) 15,1414 17,0410 - 40,653,1  40,6324
(Transaminase Glutimica Pirdvica)
Bilirrubina Total (mg/dL) 0,18£0,03  0,1740,019  023+0,03  025+0,02
Bilirrubina Direta (mg/dL) 0,04£0,004  0,03+0,003  0,10£0,01  0,24+0,06
Bilirrubina Indireta (mg/dly 0,11£0,03  0,1410,06  0,1340,02  0,13£0,015

A é%léiise histopatologica ndo revelou alteragbes na estrutura
padrdo dos tecidos estudados. A administragdo de 400mg/kg de EABU
em ratos durante 30 dias ndo induziu manifestacdes clinicas de ¥
toxicidade, alteracOes hematoldgicas ou alteragdes de marcadores

bioquimicos da fungfio hepatica e renal,
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4.5 Atividade hipoglicemiante dos extratos de Bauhinia ungulata e
dos mediadores putatives da insulina em ratos diabétices por

estreptozotocina (STZ) apés duas horas de infusfio intravenosa

A infusdo infravenosa continua do extrato aquoso de Bauhinia
ungulaia (EABU) nas taxas de 0,25; 0,5 e 1 mg/Kg/min induziram queda
nas concentragGes plasmaticas de glicose de maneira tempo dependente
(Tabela 12). A queda percentual maxima na glicemia foi de 2,2 + 0,8%

-
(244,7 = 14,2 ves. 2394 £ 10,7 p>0.05) nos ratos diabéticos infundidb&
com salina e de 19,9 £ 1,7% (282,1 £ 6,6 mg/dL vs. 226,11 + 8,0 mg/dL;
p<0,05, n=6); 20,8 * 3,3% (315,9 + 2,0 mg/dL vs. 250,1 + 17,6 ,s'ng/dL;
p<0,05, n=6); 39,3 £4,7% (301,8 £ 12,1 mg/dL vs. 183,1 + 16,5 mg/dL;
p<0,01, n=6), apos a infusdo de EABU nas taxas supracitadas gFigura

12a).

Um efeito hipoglicemiante ainda maior foi observado em ratos
tratados com extrato etanodlico de Bauhinia ungulata (EEBU) nas mesmas
taxas de infusfo. A queda méaxima percentual nas concentracdes
glicémicas foi de 32,4 + 4,1% (293,3 + 10,5 mg/dL ves. 1982 + 7.8

mg/dL; p<0,01, n=6); 39,6 + 4,8% (304,3 £ 15,2 mg/dL vs. 183,9 + 11,6
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mg/dL; p<0,01, n=6); 59,6 + 6,3% (289,3 + 13,7 mg/dL vs. 116,8 £ 11,2

mg/dL; p<0,01, n=0), respectivamente (Figura 12b).

Por outro lado, a infusdo intravenosa de D-quiro inositol (DCI),
pinitol  (me-DCI) nas taxas de 0,4 mg/Kg/min induziram | queda
semelhante nas concentragdes glicémicas. A queda maxima percentual na
glicemia foi de 28,2 + 3,6% (255,1 £ 3,8 mg/dL ves. 1894 £ 7.9 mg/dL;
p<0,01, n=6) e de 38,2 * 4,3% (290,4 = 14 mg/dL ves. 1794 *
12,2mg/dL; p<0,001, n=0), respectivamente (Figura 13a). Nes:e mesmo
protocolo, a infusdo de insulina (20nM/Kg/min) induziu severa queda na

glicemia de um valor inicial de 285 + 20 mg/dL para 70 + 7,3 mg/dL;

queda de 75,4 £ 6,3%; p<0,001, n=6, ao final de 120min (Figura 13a).



Tabela 12. Efeito agudo do EABU (Extrato aquoso de Bauhinia ungulata), EEBU (Extrato etandlico de Bauhinia ungulara), Pinitol, D-quiro-inositol

e insuling sobre a concentracfo plasmatica de glicose em ratos diabéticos por estreptozotocina (STZ) apés infusdo intravenosa

Concentragdo plasmatica de glicose (mg/dL)

. i Ti ™ v VI VI VI 33 X
Tempo (min) Saline AEBU AEBU AEBU EEBU EEBU EEBU Pinitol B-quiro-inositol Insulina
alina 0.25mg/kg/min 0.5mg/kg/min Img/ke/min 0.23mg/kg/min 8.3mg/kg/min Img/kg/min 0.4mg/ko/min 0,4mo/kg/min 20nM/K g/min
0 244 74142 282.136,6 315,9420.0 301,8%12.1 293,3£10,5 304,3x15.2 289.3x13.7 290,4+14.0 255,1£3.8 285120
T 0. 246,9511,1 261,479 2688+136  234,0£193° 273,907 262.8%11,7  2688%113  2476%11,8°  236,0844 2554140
T 0 239,4+10,7  2283£10,2%  257,4%19,5  223.8%16,5°  242.9+102°  248,6x123°  224813,2°  215,9¢122°  210,3£5.6° | 199516 %
T 60 2402%12,5  237,5393°  255,5+12,8°  2245:11,1°  227,7:7.8°  2473%12,0°  13592%16,1°  220,1£17,2°  198.747.1% 124+13 %
T so 25464107 243,127,4°  257,2420,9°  203,7£12,7°  209,8+62°  213,74172°  134319,7° 20262120  192,1480% 9548
o 0o 24884184 234,327.2° 250,1£17,6°  183.1£16,5°  205,3%11,3°  2082413,1°  1273+11.6° 193.4%122%°  183,137.9%  §5456°°
T 120 2547497 226,0+11,8°  266,5416,9°  194.4%26,5°  198,2%7.8°  183,9%11,6° 116.8+11.2° 179.4x122%°  184.4228% 70573
Os dados estfio expressos como média + §.E.M de cada grupo com 6 animais.
* p<0.05 versus. Grupo salina a0 mesmo tempo.
b p<.03 versus. Tempo zero (antes da infuséo). ,
' 3
%
104
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Figura 12. O efeito agudo da mfusdo intravenosa do extrato aquoso de
Bauhinia ungulota (EABU) na ghcemia de ratos diabéticos por
estreptozotocina (Diab) ¢ mostrado em (A). No painel (B) ¢ mostrado o efeito
da infusdo do extrato etandlico de Bawhinia ungulata (EEBU). Os dados sdo
expressos como média £ erro padrio da média (n=6). As taxas de infusdo para
ambos os extratos foram de 0,25, 0,5 e 1 mg/Kg/min. *p<0,05, ANOVA
seguida de Tukey-Kramer vs. Diab-salina. # p<0,05, ANOVA seguida de
Tukey-Kramer vs. Diab-EEBUO,25 e Diab-EEBUO,5.
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Figura 13. O efeito agudo da infusdo intravenosa de D-quiroinositol (DCI),
metil-D-quiroinositol (me-DCI) e extrato aquoso de Bawhinia ungulala
(EABU) na glicemia de ratos diabéticos por estreptozotocina (Diab) é mostrado
em (A). No painel (B) ¢ mostrado o efeito da infusdo do extrato aquoso
(EABU) ou etanolico de Bauhinia ungulata (EEBU) na taxa de 1 mg/Kg/min
comparada com o efeito da infusdo de 0,4 mg/Kg/min de ambos os inositois
[D-quiro-inositol (DCI) e pinitol (me-DCD)] e de 20 nm/Kg/min de insulina
(INS). Os dados sdo expressos como média + erro padrio da média (n=6).
*p<0,05, ANOVA seguida de Tukey-Kramer vs. Diab-salina. # p<0,05,
ANOVA seguida de Tukey-Kramer vs. Diab-insulina
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4.6 Atividade hipoglicemiante dos extratos orginicos de Bauhinia
ungulata ¢ de mediadores putativos da insulina em ratos

diabéticos pela estreptozotocina apds tratamento oral

O extrato aqwso de Bauhinia ungulata (EABU) administrado
oralmente por gavagem induziu decréscimo agudo e duradouro (<120
min) na glicemia que alcangou wn maximo de 44,7 + 3,5% (298 = 13, 2
mg/dL versus 164,7 + 4,9 mg/dL; p<0,05, n=0) (figura 14a). O extrato
etandlico de Bauhinia ungulata (EEBU) produziu uma queda méxima de
58,244,6 % (295,5+11,3 mg/dL para 123,2+4,8 mg/dL; p<0,05, n=0)
(Tabela 12, Figura 14b). A administragdo de D-quiroinositol (DCI)
causou uma queda na glicemia de 26 * 3,8 % (242,4415,6 mg/dL para
179,4421 mg/dL; p<0,05, n=6) e de me-DCI wma hipoglicemia maxima
percentual de 39,3 + 2.8 (254,7+13,6 mg/dL para 154,718 mg/dL;
p<0,05, n=6) (%igura 15a). Usando o mesmo protocolo a glibenclamida,
uma sulfoniluréia usada como agente anti-diabético oral, induziu um
efeito hipoglicémico semelhante ao decréscimo maximo 59,1 £ 5,7%
(266,2 + 9,7 versus de mg/dL. 108,8 + 8,6, p<0,05, n=6) (Tabela 13,

Figura 15b).



Tabela 13. Efeito agudo do extrato aquoso de Bauhinia ungulata (EABU), extrato etandlico de Bauhinia ungulata (EEBU), Pinitol , D-quiro-mositol e
glibenclamida sobre a concentragfo plasmatica de glicose em ratos—diabéticos por estreptozotocina (§TZ) apds tratamento oral

Concentracfio plasmatica de glicose (mg/dL)

11 Il v v Vi Vii VIII 5.4 b
Tempo I s .
(min) Salina EABU EABU EABU EEBU EEBU EEBU - Pinitol d-quiro-inssitol  Glihenclamida
100mg/keg 200mg/kg 400mg/kg 100mg/kg 200mg/kg 4060mg/kg 20mg/kg 20mgt/kg 2mg/kg
278.9+10, 28714123 S5+11.3 2547413 42,415 ]
0 24474142 2913+104 28914143  208,0+132 78,9£10,1 87,1412, 295,5%11,3 MTESG 24245136 50500
""""" S T R TR R vt )l P TE D TV v
0 246,9+11,1  2564%112  2349+123% 21764750 cinIEILZ 21735LT 187,378 23935143 IO g 5500
T AR e R TR T SIS W T TR S T T R e Y e T
10 POAEI0T 2273965  2142875%  sorseger 216308 TIRIEOS Y U6 241035 266515,6% T BBIHRL 100w
ool ooonnlooolso oo S R T O PV R B P
%0 24024125 2187486° 196,835 1g14p1g ey 20RSETT 18IS 143,25122 5 204 THES T B4 LT o3 5ue 800
T plo P e T P e T
80 254 6+10,7  206,8+7.0*°  189,643,6%°  1752443%° 197,249,5 171,247,2 148,4£8,3 186,4%15.8 214,3+17,3 114,3+7,5 %P
T T o -';_“"iﬁ ''''' -‘-“1.'_{:“"&‘,5 """"" —:_";",.'hé,'b """""" ::i: """" a ',5“"","';_"-{"'a:b'""”"“"“:"'
100 248.8418.4  2145473%  178.1334°%  lea7e4gne  188.5%T3 158,361 123,204,870 179551437 1946237 150 g1g g0
""""" a0 T T 03,048 2 % 1610456 % 128.0462 % 1547418 (794421 %

253,6%9.7 228 844 1% 1872426  169,1+4.1 % R 108,883 *°

* As informacdes estiio expressas como média + S.E.M de cada grupo com 6 animais
® 1p<0.03 versus. Grupo salina a0 mesmo tempo.
© p<.05 versus. Tempo zero (antes da infusio).
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Figura 14. O efeito agudo apdés administragdo oral do extrato aquoso de
Bauhinia ungulaia (EABU) na glicemia de ratos diabéticos por estreptozotocina
(Diab) ¢ mostrado em (A). No painel (B) € mostrado o efeito da administrago
oral do extrato etandlico de Bauhinia ungulata (EEBU). Os dados sio expressos
como média + erro padrdo da média (n=6). As doses para ambos os extratos
foram de 100; 200 ¢ 400 mg/Kg. *p<0,05, ANOVA seguida de Tukey-Kramer
vs. Diab-salina. # p<0,05, ANOVA seguida de Tukey-Kramer vs. Diab-
EEBU200. & p<0,05, ANOVA seguida de Tukey-Kramer vs. Diab-EEBU100.
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Figura 15. O efeito agudo apds administragdo oral de 20 mg/Kg D-
quiroinositol (DCI) ou metil-D-quiro-inositol (mne-DCI) na glicemia de
ratos diabéticos por estreptozotocina (Diab) comparado com o efeito da
glibenclamida (2 mg/Kg) ¢ mostrado em (A). No painel (B) € mostrado a v
comparagdo entre os efeitos hipoglicemiantes apos administragdo oral de
400 mg/Kg de extrato aquoso de Bauhinia ungulaia (EABU) ou extrato
etandlico de Bauhinia ungulata (EEBU) comparado com o efeito dos
inositols D-quiroinositol (DCI) ou metil-D-quiro-inositol (me-DCI) (20
mg/Kg) e glibenclamida (2 mg/Kg). Os dados sdo expressos como média +
erro padrdo da média (n=6/grupo). As doses extratos foram de 0,25; 0,5 ¢ 1
mg/Kg/min. *p<0,05, ANOVA seguida de Tukey-Kramer vs. Diab-salina.
# p<0,05, ANOVA seguida de Tukey-Kramer vs. Diab-glibenclamida.
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4,7 Atividade hipoglicemiante de extratos de Bauhinia ungulata no

teste de tolerancia oral a glicose em ratos

O tratamento com extrato aquoso de Bauwhinia ungulata (EABU) e

extrato etandlico de Bauhinia ungulata (EEBU) (400mg/Kg, v.o., n=8 por grupo)

reduziu significativamente (p<0,05) os niveis glicémicos dos amimais nos

periodos de 30, 60 e 90 minutos (Tabela 14, Figura 16) ap6s uma sobrecarga de

slicose (3g/Ke, v.0.) em comparacdo ao grupo que recebeu apenas a sobrecarga
& £ Y

de glicose, de forma similar aos animais tratados com glibenclamida (2mg/Kg,

v.0.).

Tabela 14. Atividade hipoglicémica de extratos de Bauhinia ungulata no teste de

tolerancia oral a glicose em ratos euglicémicos

tempo Controle sem S@bricmga _S@ha‘imrga Sﬂbs‘imrga S@bx’isaaga
(min)  sobrecarga veiculo EABU EEBU ‘libenclamida

0 68,80 £730a 102,40x4,60b 117601370 106,20+ 10,30

85,40 = 10,10a

30 82,004520a 145,60+ 16,00b 116,40 £980a 101,90+ 10,30a

86,00 +3,70a

60 6090+4,10a 193,50+ 1230b 14530+980ab 11730+£930ab

84,80 £7,90a

90 73,40+£540a 179,60+ 11,30b 136,50+4,80ab 104,60+ 8.60a

90.20 £ 6.60a -

Os valores representam a media + EPM (n=8 animais/grupo)
a. p< 0,05 em relagdo ao grupo controle com sobrecarga

b. p< 0,05 em relagio ao grupo controle sem sobrecarga
(ANOVA e teste de Tukey)

EABU = Extrato Aquoso de Bauhinia ungulata, EEBU = Extrato Etanodlico

de Bauhinia ungulata
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Figura 16. Efeito protetor do EABU (Extrato Aquoso de Bauhinia
ungulata) e EEBU (Extrato Etanolico de Bauhinia ungulata) no teste de
tolerdncia oral a glicose em ratos, quando administrados na dose de 400
mg/Kg por via oral 30 minutos antes da sobrecarga de glicose (n=8
animais/grupo). Os dados sfo expressos como média + erro padrio da
média. * p<0,05 ANOVA seguida da corregdo de Tukey-Kramer vs.
SobrecargatVeiculo. # p<0,05 ANOVA seguida da correcdo de Tukey-
Kramer vs. Controle que ndo sofreu sobrecarga (cont s/ sobrec).
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4.8 Atividade do tratamento de 3 semanas com EABU (Extrato Aquoso
de Bauhinia ungulata), pinitol, d-quiro-inositol ¢ insulina sob o

peso corporal e pardmetros biogquimicos de ratos diabéticos-5TZ

A administragio oral do extrato aquoso de Bauhinia ungulaia
(EABU) diariamemé durante trés semanas em ratos diabéticos por
estreptozotocina (STZ) corrigiu tanto a hiperglicemia como a dislipidemia
observadas em animais confrole. O decréscimo maximo na concentracdo de,
glicose do plasma induzida por EABU foi de 44,7+5,3% (?92,11‘31’7
mg/dL vs. 216,71 9,9 mg/dL; p <0.05) comparada a 2,1+0,3% variagfio
induzida por salina (3874 21,7 mg/dL vs. 395,2425,6 mg/dL) ou 77,8
+13,2% diminuicdo induzida através do tratamento com insulina (365,6+
33,9 mg/dL vs. 81,043,6 mg/dL). Por outro lado, EABU ﬁﬁo‘mduzm
nenhuma alteragfio em ratos euglicémicos tratados oralmente por gavage
durante U‘és—senrlanas (68,3+4,8 versus 74,316,1 mg/dL) (Tabela 15 ¢
Figura 17). Além disso, o EABU também induziu uma diminui¢io
significativa (45,144,6%) na trigliceridemia de ratos-diabéticos com
variagdo de valores controle de 224,0431 mg/dL para 123+ 11,3 mg/dL (p
<0,005) comparados aos valores obtidos em animais diabéticos tratados

durante trés-semanas com salina (de 421%£29.7 mg/dL para 378%18.0

mg/dL) (Tabela 15).
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Por outro lado, o extrato etandlico de B. wngulaia reduziu a
glicemia de animais diabéticos em 55,146,4 % (276123 mg/dL para
124411 mg/dL). A hipertrigliceridemia associada ao diabetes também foi
reduzida por EEBU em 88,9 + 73 % (483%68,3 mg/dL para 53,7+9,1

mg/mL) (Tabela 15).



Tabela 15. Efeito do tratamento oral de 3 semanas com exiratos de Bauhinia ungulata e mediadores putativos da insulina no peso corporal e pardmetros

bioquimicos de ratos diabéticos-STZ, comparados com os da insulina

Grupo n Peso Glicose TG COL HDL LDL VLDL LA.
corporal (g  (mg/dL) {mg/dL) {(mg/dL) {mg/dL) {mg/dL) {mg/dL})

yde X2 IAE,

226,5+8,4 68,3148 68,2428 86,4424 26,1+0,2 44369 16,0537 2,31+0,1
254+4.6% 74,3161 66,9+1.8 859+2.3 23,410,7  45.1+5.7 13,439 2672018
226,5£17 76,5263 74+6,2 86,8+5,6 40+4.3 32124 14,8228  1,17%0,09
274x13,6% 83,4+7.7 86+7,1 93,6+8,4 335,4+3,8 41£3.6 17,2231 1.64£0,23
: e ———— e ——— 100 358550 812559 46004

1I- Euglicémico

II- Euglicémico + EABU 460 (3-semanas)

III- Euglicémico

HI- Euglicémico + EEBU 400 (3-semanas)
- ST e

1~ )~

R

Ehlmnlnts 23’»——9 » bty p e S
139+11,3 30,2347 64+2.8 44,8£3.9

pa iy

392,1+31,7

‘ V- Diabético 239+13.8 224431 3,60£0,26

V- Diabético + EABU 400 (3-semanas) 221+87 216,7+9 9%  125+113% 86176 40,4142 21£1,9*% 246527  1.23+0,36%
VI~ Diabético 24318 276£23 483,0+68,3 14353 17,2423 29,6443 66,6+4.8 3424036

VI- Diabstico + EEBU 460 (3-semanas) 283%21 124+11%* 33,7¢9.1*  641+80* 224+19  310+1 8 10,74%33* 1.86+0,09*
VII- Diabético 221,4+12 334x£13,2  240,7+543  106,8%44 18,043 40,734 48,1x2,6  4,93+0,25
VII- Diabético + Pinitol (3-semanas) 2377 245124% 121+28% 80,1+56 21,646 34233  242+37% 2 7+0,18*%

223,4+173 367+186  254,6%33,6 109,1x6,7  28,5£1.9  49.7+72  50,6£10,7 3,50£0,09
246+24 310£102%  123+121% 809346  26,2%14 30£3.3 24 632 4% 2 08:0,25%
236x£129 36562339 208,3£33,0 1063x4,6 22,628  42.0+3.,0 41,7£3,1  3,70+0,31
281,6+13,0% 81.0+£3,6% 1332+4378% 795+58*% 234421 291121  27.0£39% 240+0,07%

VIII- Diabético
VIII- Diabético + D-quiro inositol (3-semanas)
IX- Diabético

IX- Diabético + Insulina (3-semanas)

00 Cof W0 WO ~1 ~1] 00 o0 oo cof

Salina (1mVkg/12h, v.0.); EABU (400mg/kg /12h, v.0.); EEBU (400mg/kg /12h, v.0.); pinitol (20mg/kg/12h, v.0.) ¢ d-quiro inositol (20mg/kg/12h, v.0.); insulina (1
Ulkg/24h, s.c.). Glicemia e perfil lipidico de ratos diabéticos-STZ * p<0.05 versus diabetico

EABU = Extrato Aquoso de Bauhinia ungulata; EEBU = Extrato Etandlico de Bauhinia ungulata, STZ = estreptozofocina; TG = Triglicéride; COL = Colesterol,
HDL = Lipoproteina de Alta Densidade; LDL = Lipoproteina de Baixa Densidade, %LDL = Lipoproteinas de Baixissima Densidade; 1A = Indice Aterogénico

Eid
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7.5 y= 0,0091x + 0,9037
r=0,8954
p<0,0001
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Figura 17. Correlagdo linear entre valores de concentracfio sérica de
glicose ¢ indice aterogénico de uma amostra populacional de ratos
Wistar euglicémicos (n=36) e de ratos diabéticos por estreptozotocina
(n=506).
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Os indices aterogénicos dos aninmié diabéticos foram
significativamente maiores do que os obtidos em animais cuglicémicos de
mesma idade e sexo. Uma correlagdo positiva significativa foi encontrada
entre glicemia e indice aterog€nico nos nossos animais experimentais
(Figura 17) com coeficiente de Pearson calculado em 0,8954 (p<0,001). O
indice aterogénico calculado para animais euglicémicos tratados com salina

foi de 2,26 + 0,08 comparado com 5,52 £ 0,9 (incremento de 144,25 +

12,7%), p<0,001) obtidos em animais diabéticos de mesma idade e sexo.”

=

Por outro lado, animais diabéticos tratados com EABU (400mg/Kg; ‘{/0)
tiveram reducdio significativa do indice aterogénico (3,6 £ 0,26 vs. 1,23 +
0,36) (redugdo de 65,8 = 4,2%, p<0,001) assim como aqueles tratados com
EEBU (400mg/Kg) (5,42 + 0,4 vs. 1,86 + 0,09, reducdo de 65,7 + 5,2%;
p<0,001), Tabela 15, Figura 18 aeb.

De ;naneim similar, o tratamento dos animais com metil-D-
quiro-inositol (me-DCI) reduziu o indice aterogénico em 45,2 +3,7% (4,93
0,25 vs. 2,7%0,18; p<0,001), em 40,6 +3,4% (3,5 £ 0,09 vs. 2,08 +0,25)
nos animais tratados com D-quiro inositol (DCI) e em 35,1 +2,6% (3,7 +
0,31 vs. 2,4 £ 0,07; p<0,001) no.s animais tratados com insulina (INS),

Tabela 15, Figura 19 aeb.

b
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Figura 18. Efeito do tratamento oral por trés semanas através de gavagem
oroesofagica com 400 mg/Kg de extrato aquoso de Bauhinia ungulaia (EABU;,
painel A) ou extrato etandlico de Bauwhinia ungulata (EEBU; painel B) no
indice aterogénico de ratos diabéticos por estreptozotocina (DIAB) comparado
com o efeito obtido em animais euglicémicos. Os dados sdo expressos como
média * erro padrio da média. *p<0,001, teste t de Student pareado vs.
controle diabético anterior ao tratamento. v = veiculo; eugli = euglicémico. #
p<0,001 teste t de Student ndo pareado vs. animais euglicémicos controles.
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Figura 19. Efeito do tratamento oral por trés semanas através de gavagem
oroesofagica com 20 mg/Kg de D-quiro inositol (DCI) ou metil-D-quiro-
inositol  (me-DCI) no indice aterogénico de ratos diabéticos por
estreptozotocina (DIAB) comparado com o efeito obtido em animais
euglicémicos. Os dados sfio expressos como média + erro padrio da média.
*p<0,001, teste t de Student pareado vs. controle diabético anterior ao
tratamento. V=veiculo; eugli=euglicémico. # p<0,001.
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4,9 Atividade hipolipemiante do extrato aquoso de Bauhinia ungulata

(EABU) em camundongos tratados com Tiloxapol

Amostras de sangue foram coletadas do plexo retrorbital 24 ¢ 48
horas e processados para dosagem de triglicérides (TG) e colesterol total
(COL) e fracionado utilizando-se Kits labtest com método de leitura
espectofotométrica.

Os animais tratados com salina tinham concentracss séricas de
triglicérides (TG); nas 24 horas ap6s indugfo da dislipidemia, de 60 + 6,7
mg/dL e 2730,0 + 273,7 mg/dL, naqueles tratados com tiloxapol, 253,9 =+

73,3 nos tratados com EABU (400 mg/dL; p< 0,001 vs. tratados com

tiloxapol) (Figura 20a).

A hipercolesterolemia induzida pelo tiloxapol também foi
revertida pelo EABU (400 mg/Kg) a partir de 473 + 19,1 mg/dL para 143,3
* 10,4 mg/dL (p<0,01) com niveis comparados aqueles dos animais

tratados com salina (122,3 + 9,8 mg/dL) (Figura 21a).

As demais doses e drogas nfo alteram a dislipidemia induzida

pelo tiloxapol nas primeiras 24 hs, (Figuras 20a e 21a).
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Os niveis de triglicérides (TG) das 48 h no grupo tiloxapol era de
2745 £ 280,8 mg/dL e de 203,3 + 17,3 nos tratados com EABU na dose de

400 mg/Kg (p<0,001), (Figura 20b).

Nos animais tratados com gemfibrozil (Lopid®) a concentragdo de
triglicérides (TG) foi de 1013 £231,5 mg/dL (Figura 20b).
O colesterol sérico no grupo tiloxapol foi de 4594 + 3033ﬁ
wy

comparado com 145,1 * 8,6 (EABU 400 mg/Kg; p<0,005) ¢ de 255 + 29,7

nos animais tratados com gemfibrozil (Lopid®), (Figura 21b).
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Figura 20. Em (A) observa-se o efeito do extrato aquoso de Bauhinia ungulaio
(EABU) na hipertrigliceridemia induzida por tiloxapol (400 mg/Kg) apés 24 »
horas da indu¢do. No painel (B) verifica-se o efeito do extrato aquoso de
Bauhinia ungulala (EABU) na hipertrigliceridemia induzida por tiloxapol
(Triton; 400 mg/Kg) apos 48 horas da inducio, (n=10/grupo). Letras diferentes
correspondem a diferenga estatistica com significancia de 5%, teste t de Student
pareado.
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Figura 21. Em (A) verifica-se o efeito do extrato aquoso de Bauhinia
ungulata (EABU) na hipercolesterolemia induzida por tiloxapol (400
mg/Kg) apos 24 horas da indugfio. Em (B) observa-se o efeito do EABU
na hipercolesterolemia induzida por tiloxapol (Triton); 400 mg/Kg) apés
48 horas da indugfio, (n=10/grupo). Letras diferentes correspondem a
diferenga estatistica com significancia de 5%, teste t de Student pareado.
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4.10 Efeito do EABU na pressio arterial média (PAM) de ratos

normoiensos

Apbs a injecdo em bolus do extrato aquoso de Bauhinia
ungulata (EABU) nas doses de 10 e 30 mg/Kg, o mesmo induziu efeito
hipotensor de curta duragfio (<2 minutos), na dose 100 mg/Kg. O efeito do
extrato aquoso de Bauhinia ungulaia (EABU) teve duragdo prolongada
com média de 39,2 + 10,1 minutos, obtendo-se uma recuperagdo de 115,7-

-

5,2 mmHg, correspondendo em valor percentual a 88,8 + 3,3% em relagdo

a pressfo basal inicial (130,7 + 5,1 mamHg), (n=6/grupo), (Figura 22).

PAM
(mmHg)
33mim
0d M
[ ] T
Ach Ach EABU LABU EABU
Sup/Ke  Sug/kg 10mg/Kg 30mg/Ke 100mg/Kg

Figura 22. O espectro mostra um tragado de poligrafo representando o
efeito do extrato aquoso de Bauhinia ungulata (EABU) na pressio arterial
média (PAM), usando-se acetilcolina (Ach) (5 pg/Kg) como controle. As
setas indicam o local do registro que marca o ponto de aplicagdo da Ach
(ug/Kg) ¢ do EABU (mg/Kg). O tragado ¢ representativo de 6
experimentos.
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As inje¢des do extrato aquoso de Bauhinia ungulaia (EABU)

(10, 30 ¢ 100 mg/Kg), induziram uma queda dose-dependente na pressdo
arterial media (PAM) (mmHg) da ordem de 29,8 + 2,9% (1299 :t
6,7mmHg para 91 * 8,1 mmHg, p<0,05; n: 6), 39,0 £ 2,6% (1293 £
5,7mmHg para 79 + 6,7mmHg; p<0,001; n:6) e 58,5 % 3,6% (130,7 &
5,1lmmHg para 54,3 * 5,4mmHg; p<0,001; n:6), respectivamente (Figura
23a). Este efeito hipotensor nfo foi acompanhado de mudanga significativa
na freqiiéncia cardiaca dos animais. A freqiiéncia cardiaca varigu, apbs as’
inje¢des de EABU (10, 30 ¢ 100 mg/Kg) de um valor controle de 358,3 +

32,5 bpm para 387 * 36,5bpm, 396,5 + 41,3 bpm ¢ 412 £ 35,2 bpm,

respectivamente, (Figura 23b).
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Figura 23. O painel (A) mostra o efeito de extrato aquoso de Bauhinic
ungulata (EABU) e da acetilcolina (ACh) na pressio arterial média (PAM)
em animais normotensos apos infusdo intravenosa em bolus nas doses de
10, 30 e 100 mg/Kg. Em (B) é mostrado a auséncia de efeito deste extrato
na freqiiéneia cardiaca in vivo. Os dados sio mostrados como média + erro
padrio da média *p<0,05, teste t de Student parcado vs. basal
imediatamente anterior (n=6/grupo).
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Figura 24. O grafico (A) mostra o efeito de bloqueadores de receptores
muscarinicos e adrenérgicos na resposta hipotensora do extrato aquoso de
Bauhinia ungulata (EABU). As drogas atropina (ATR 1 mg/kg), fentolamina
(0,1 mg/kg) e propranolol (2 mg/kg) foram injetados 20 minutos antes da
administragio de EABU e comparadas com o efeito obtido antes da inje¢do das
drogas. Em (B) na auséncia de efeito de bloqueadores inespecificos de receptor
da serotonina (quentaserina: KEN; 20 mg/kg), bloqueador histaminérgico
(prometazina, PROM,; 1 mg/kg), bloqueador da sintese de prostandide
(indometacina, INDO; 40 mg/kg) e do bloqueador ganglionar (hexametonio,
HEX; 5 mg/kg) na resposta hipotensora induzida pelo EABU. As drogas foram
injetadas 20 minutos antes da administragdo de EABU e comparadas com o
efeito obtido antes da injec¢do das drogas. Os dados sfo expressos com média +
erro padrio (n = 6/grupo). *p < 0,05 vs. hipotensdo induzida pelo EABU antes da
injecdo da droga. PAM = pressdo arterial média.
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O efeito hipotensor induzido por inje¢fo em bolus do extrato

aquoso de Bauhinia ungufatla (EABU) (30mg/Kg) ndo foi alterado em ratos
atropinizados (Img/Kg). A variagdo percentual da pressdo arterial apos
administracio de EABU foi de 37,0 + 3,4% ¢ 32,8 + 3,1 apds atropinizagdo

(p>0,005; (Figuras 24a e 25a).

PAM
(mmHg)

150@5

0 L

OdAch  pABU ATR Ach EABU
1g/Kg  30mg/Kg 3mim lmg/Kg Spe/Ke 30mg/Kg
-
PAM
{(mmHg)

— .
25
0. T T T T
EABU HEX EABU EABU
omg/Kg 30mg/Ky 30mg/Ke 30me/Kg

IFigura 25. Os tragados (A) ¢ (B) representam os registros obtidos de um
poligrafo. Em (A) observa-se um tragado para a atropina (ATR; 1 mg/kg) e
em (B) um tragado para o hexametonio (HEX; 30 mg/kg), ambos na
resposta hipotensora do extrato aquoso de Bauhinia ungulata (EABU) (30
mg/kg) em animais normotensos. As setas indicam o momento de cada
injecdo das substincias e as respectivas concentragdes. Cada tragado (A) e
(B) ¢ representativo de 6 experimentos. PAM = pressio arterial média.
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De maneira similar, o pré-tratamento com fentolamina nfo afetou
a hipotensfo induzida pelo extrato .quoso de Bawhinia ungulaia (EABU).
A variagio percentual da pressfio arterial média (PAM) na auséncia de
fentolamina foi de 41,3 & 4,@% e de 356 * 4,5% na presenca de

fentolamina (0, lmg/Kg), (Figuras 24a ¢ 26D).
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LEABU IFEN FENTO IFEN EABU Ach
30mg/Kg 10pg/Kg mg/Kg 10ng/Kg 30mg/Kg Sug/Kg

Figura 26. Os tragados (A) e (B) representam os registros obtidos de um
poligrafo. Em (A) observa-se um tragado para o propranolol (PRO; |
mg/kg) e em (B) um tragado para a fentolamina (FEN; 0,1 mg/kg), ambos
na resposta hipotensora do extrato aquoso de Bauhinia ungulata (EABU)
(30 mg/kg) em animais nonmotensos. As setas indicam o momento de cada
injecéo das substancias e as respectivas concentragdes. Cada tragado (A) e
(B) € representativo de 6 experimentos. PAM = pressio arterial média.
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A administragdo de quentaserina também mndo alterou
significativamente o efeito hipotensor induzido pelo extrato aquoso de
Bauhinia ungulaia (EABU) sendo a variagdo percentual da pressdo artertal
média (PAM) antes do pré-tratamento de 49,5 & 5,0 e ap6s administragdo

com quentaserina de 44 + 9,8 (Figuras 24b e 27b).

PAM
A (mmtg)
150}
TOT: \/ ” v
50
04 3mim
T [ T
HUST EABU PROM HIST FABU
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R ‘i‘ T |
EaBU SER LABU KEN SER EABU
I0mg/Ke  jopp/Ke 30mg/Kg 20mg/Kg 10pg/Ke 30me/kg

Figura 27. Os tragados (A) e (B) representam 0s registros obtidos de um
poligrafo. Em (A) observa-se um tragado para a prometazina (PROM; 1
mg/kg) e em (B) um tragado para a quentaserina (KEN; 20 mg/kg), ambos
na resposta hipotensora do extrato aquoso de Bauhinia ungulata (EABU)

(30 mg/kg) em animais normotensos. As setas indicam o momento de cada

injegdo das substincias e as respectivas concentragdes. Cada tragado (A) e
(B) € representativo de 6 experimentos. PAM = pressdo arterial média.
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Similarmente, a administragdo de propranolol nfo afetou a

resposta hipotensora evocada pelo extrato aquoso de Bauhinia ungulaia
(EABU) com variagGes percentuais de 41,8 £ 3,9% antes e de 38,5 £ 4,8%

ap6s administragfo de propranolol (Figuras 24a e 26a).

O bloqueio de receptores H; histaminérgicos com prometazina
ndo alterou a resposta hipotensora ao EABU com variagSes percentuais da
pressdo arterial de 38,0 + 4,0% antes e de 27 £ 2,5% apos pré-tratamento *

B

com prometazina (Figuras 24b e 27a).

O bloqueio ganglionar com hexametdénio € conseqilentemente
bloqueio da x*esisténcia periférica, diminui significativamente a resposta
hipotensora ao EABU com a variagdo percentual da pressfo induzida por
EABU antes da administragio de hexametdnio (30mg/Kg) de 57,1 £ 6,7%
e de 0,7 £ O,Br% (p<0,001) ap6s o pré-tratamento com hexametonio,

(Figuras 24b e 25b).
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Para afastar a possibilidade de um efeito indireto via liberagio
de prostaglandinas, o efcito da mesma dose do extrato aquoso de Bauhinia
ungulata (EABU); i.e., 30mg/Kg, foi testado antes ¢ apds administragdo de
indometacina (40mg/ke). A variagio da pressio arterial nfio foi diferente
apés pré-tratamento com mdometagma (54,0 £ 1,9 vs 43,1 £ 4,3) (Figuras
24b e 28a).
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Figura 28. Os tragados (A) e (B) representam os registros obtidos de um
poligrafo. Em (A) observa-se um tragado para a indometacina (IND; 40
mg/kg) e em (B) um tragado para o potassio (K'; 13 mEq/Kg), ambos na
resposta hipotensora do extrato aquoso de Bawhinia ungulata (EABU) (30
mg/kg) em animais normotensos. As setas indicam o momento de cada
injecdo das substancias e as respectivas concentragtes. Cada tragado (A) e
(B) ¢ representativo de 6 experimentos. PAM = pressio arterial média.
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Neste mesmo sentido, foi testada a hipdtese de um efeito
inespecifico associado a alta concentragfio de potassio nas folhas (13
mEq/L). A administra¢do de uma solugdo (pH 7,4; 37°C) de cloreto de
potassio (13mEq/L) no volume comrespondente a 1mL/Kg de peso de rato
ndo alterou a pressfo arterial. O EABU provocou queda da ordem de 48,4 +
4,4% e a injecdo da solucio de cloreto de potassio produziu um pequena

resposta hipotensora de 3,4 £ 1,2%, (Figura 28b).
4.11 Estudo da atividade vasodilatadora do EABU -

Para verificar uma possivel atividade vasodilatadora direta o
efeito da administragdo do extrato aquoso de Bauhinia ungulata (EABU)
foi testado em wum leito vascular de resisténcia, o leito arteriolar

mesentérico.

A inje¢do de EABU em bolus nas concentragdes de 0,1 a 20
mg/mL provocax;n um efeito vasodilatador dose-dependente com resposta
maxima de 75,1 £ 8,6 % de concentragio de fenilefrina com CEj5, calculado
em 1,82 [1,32 - 2,52] mg, (Figura 29 a e b). As variagdes da pressdo de
perfusido apos inje¢do de EABU (0,1, 1 e 10 mg/bolus) foram de -19,6 +
3,6% (p<0,01); comparado com a resposta obtida por injecdo
isovolumétrica de salina: -35,3 £ 3,7 % (p<0,01) e -69 + 5,9% (p<0,01)

Figura 29a.
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Figura 29. Em (A) ¢ mostrado o efeito do extrato aquoso de Bawhinia
ungulata (EABU) no leito arteriolar mesentérico (leito de resisténcia)
quando infundido em bolus em doses variando de 0,1 a 20 mg. Os efeitos
sdo comparados com aqueles obtidos apés injecdo isovolumétrica de salina.
Os dados sfio mostrados como média + erro padrio da média (n=7/grupo).
*p<0,05, anélise de varidncia seguida de teste de Tukey. No painel (B) €
mostrado wm tragado poligrafico representativo do efeito do EABU na
resisténcia vascular do leito mesentérico perfundido a fluxo constante. Fen
= Fenilefrina, SNP = Nitroprussiato de sédio
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4,12 Efeito do extrato aquoso de¢ Bauhinia ungulata (EABU) na

disfuncio endotelial de ratos diabéticos por estreptozotocina

O relaxamento de natureza endotelial induzido pela acetilcolina
na aorta de rato diabético pela estreptozotocina foi muito prejudicado
quando comparado com aquele obtido em animais controles euglicémicos
de mesma idade e sexo. O relaxamento maximo induzido por acetilcolina
(Ach) fo1 944 + 4,6% (PD2 7.9 [8.3-7.6]) em tecidos obtidos de ratos.

b
euglicémicos ¢ 454 + 2,5% (PD2 8.5 [8.8-8.2]) (PD,; = cologaritmo da
CEs definido como concentragio necessaria para induzir 50% da resposta
maxima.) definido como concentragdo necessaria para induzir 50% da
resposta maxima em aortas de ratos diabéticos tratados com salina (p
<0,05). O vasorclaxamento endotéhio-dependente maximo induzido por
acetilcolina na aorta de ratos diabéticos pré-tratados com extrato gquesa de
Bauhinia amgu?laza (EABU) foi de 65,423,6% (p <0,05 versus diabético

tratado com salina), (n=7/grupo), (Figura 30 a e b).
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Figura 30. Curva dose-resposta a acetilcolina em anéis de aorta de rato
com 3 semanas de diabetes induzida por estreptozotocina (A) ¢ em (B) €
mostrado a disfuncéio endotelial nos animais diabéticos ¢ a prevengio da
mesma nos animais tratados com extrato aquoso de Bauhinia ungulaia
(EABU), n=7/grupo). Os dados sdo expressos como média * erro padrio
da média. *p< 0,05 versus diabético + EABU e # p< 0,05 versus diabético.
DE = Disfuncdo endotelial, Fen = fenilefrina, Diab = diabético.
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Semelhantemente, o relaxamento endotélio-dependente
induzida por acetilcolina no leito vascular mesentérico melhorou apos pré-
tratamento dos ratos diabéticos por estreptozotocina (STZ) com @xmm
aquoso de Bauhinia ungulaia (EABU) [400 mg/Kg; v.o; durante 3
semanas, (n=7/grupo)]. A resposta maxima de diminuigio da pressio de
perfusio obtida em tecidos de ratos diabéticos tratados com EABU foi de
67,6 3,4% (PD; 6.4 [6.9-5.8]) comparado com 41,3%+4,6% (PD; 6.5 [7.3-
5.71) (PD, = cologaritmo da CEsy definido como concentragfio necessarid

-
para induzir 50% da resposta maxima) obtidos em ratos diabéticgsv por
estreptozotocina tratados com salina (p <0.05) e 93,5+2.3% (PD, 6.0 [6.2-

5.9]) em ratos eugiicémicos (Tabeia 16, Figwra 31 aeb).

Tabela 16. Efeito do extrato aquoso de Bauhinia ungulaia (EABU) na
disfun¢do endotelal de ratos diabéticos por estreptozotocina, (n=7/grupo)

A

Grupo Tecido  Agonista Rundix PD,
Euglicémico aorta Ach 94,4+ 4,6 :]’9 8.3 -7.0]
: SNP 100,0 + 0,0 59161 -5.6]
"y Ach 454125 85 [8.8 - 8.2
D b 1 bl > ? R} 24
1abetico aorta SNP 100,0 + 0,0 6.6 (6.9 - 6,4]
T | Ach 654 +3.6 801(8.3~7.6]

Diabético + EAB aor 4 £3, V18,3~ 7,

1abetico U~ aorta SNP 100,0 + 0,0 7.0 7.3~ 6.7
o Ach 93,5423 6162-509]
Buglicémico LVM K ’ .’ iy
5 SNP 100,0 + 0.0 5.6 [5.9~53]
T Ach 413 +4.6 6.517.5-5.7]
Diabélic LVYM § i b >
© SNP 97,7 + 0.6 5.7 (5.9~ 5.4]

N | A £3. ' -
Diabético + EABU  LVM ch 67,6+3,4 6:416,9=5.8]

SNP 100,0£ 0,0 5,716,753}

EABU = Extrato Aquoso de Bauhinia ungulata , LVM = Leito vascular
mesentérico, SNP = Nitroprussiato de sodio, Ach = Acetilcolina, Rmax =
resposta méaxima, PD, = cologaritmo da CEsq definido como concentragfo
necessaria para induzir 50% da resposta maxima.
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Semeclhantemente, o relaxamento  endotélio-dependente
induzida por acetilcolina no leito vascular mesentérico melhorou apos pﬁ"ém.
tratamento dos ratos diabéticos por estreptozotocina (STZ) com @xtram
aquoso de Bauwhinia ungulaia (EABU) [400 mg/Kg; v.o; durante 3
semanas, (n=7/grupo)]. A resposta maxima de diminui¢do da pressdo de
perfusfo obtida em tecidos de ratos diabéticos tratados com EABU foi de
67,6t 3,4% (PD; 6.4 [6.9-5.8]) comparado com 41,3+4,6% (PD; 6.5 [7.3-
5.71) (PD; = cologaritmo da CEsq definido como concentragfio necessaria

=
para induzir 50% da resposta maxima) obtidos em ratos diabéticos poﬁ‘
estreptozotocina tratados com salina (p <0.05) e 93,5+2,3% (PD; 6.0 [6.2-

5.9]) em ratos euglicémicos {Tabeié 16, Figura 31 aeb).

Tabela 16. Efeito do extrato aquoso de Bauhinia ungulala (EABU) na
disfuncdo endotelial de ratos diabéticos por estreptozotocina, (n=7/grupo)

Grupo Tecido  Agonista Rmax P,
Euglicémico aorta Ach 94,4 24,6 7,918,3-7.6]
: SNP 100,0 0.0 5.916,1 - 5.6]
. Ach 454125 8.5 8.8~ 8,2]
Dlab i s n ? b > > 3
eHeo aora SNP 100,0 £ 0.0 6,6 [6.9 — 6,41
o Ach 65.4+3.6 8083~ 17.6]
Diabético + EABU 1t i > o ’
aora SNP 100,0 0.0 7.0 [73 - 6.7]
o Ach 935+ 2.3 6162 ~509]
Euglicémico LVM ’ ° i ’
5 SNP 100,0 + 0,0 5.6 (5.9 53]
e s Ach 413 +46 6,517,5-5,7]
Diabético LVM ’ ’ e o
SNP 977+ 0.6 5.7 5.9 - 5.4]
o Ach 67,6+ 3,4 6,4 6,9 - 58]
Diabético + EABU LYM ’ ’ o .
SNP 100,0+0,0 5,716,7-5,8]

EABU = Extrato Aquoso de Bawhinia ungulaia , LVM = Leito vascular
mesentérico, SNP = Nitroprussiato de sodio, Ach = Acetilcolina, Rmax =
resposta maxima, PD, = cologaritmo da CEs, definido como concentragio
necessaria para induzir 50% da resposta maxima.
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Figura 31. Efeito da acetilcolina na pressdo de pertusdo do leito vascular
mesentérico obtido de ratos euglicémico ¢ de animais com 3 semanas de
diabetes induzida por estreptozotocina (A) e em (B) é mostrado a disfungdo
endotelial nos animais diabéticos ¢ a prevencdo da mesma nos animais
tratados com extrato aquoso de Bauhinia ungulata (EABU), (n=7/grupo).
As curvas foram obtidas, em grupos distintos, na auséncia e presenga de
EABU. *p<0,05, teste de varidncia ANOVA seguida de Tukey vs.
Diabético + salina. # p<0,05, teste de variancia ANOVA seguida de Tukey
vs. euglicémico+ salina. DE = Disfungdo endotelial, Fen = fenilefrina.
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utro lado, a resposta maxima para nitroprussiato de sodio

(SNP), um agouista endotélio-inderendente, era semelhante em todos os

grupos estudados. A resposta maxima para SNP em aortas de ratos

diabéticos foi de 100,0 £ 0% (PD; 5,9 [6,1-5,6]) comparado a 100,0 + 0,0%

(PD, 7,0 {7,3-6,71) obtido em ratos euglic€micos, (n=7/grupo, Figura 32).

Relaxamento (% Fen)

100+ —e— Diabético+Veiculo
ol SN —— Diabético+EABU
i ~0o— Euglicémico+Veiculo ‘
Ry
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40
20+
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Nitroprussiato de sédio {Log M)

Figura 32. Efeito endotélio-independente induzido pelo nitroprussiato de
sodio em anéis de aorta, obtido de ratos euglicémicos e de animais com 3
semanas de diabetes induzida por estreptozotocina, (n=7/grupo). As curvas
foram obtidas, em grupos distintos, na auséncia e presenga de EABU.

SNP = mitroprussiato de sodio, Fen = fenilefrina.
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Semelhantemente, ndo havia diferenga enfre as respostas para

SNP obtidas em leitos mesentéricos de ratos diabéticos ou ratos
euglicémicos. A resposta maxima de diminuigdo na pressio de perfusio foi
de 100 + 0% (PD, 5.6 [5.9-5.3] comparado a 100 £ 0% (PD, 6.3 [6.7-5.9]),

respectivamente, (n=7/grupo, Figura 33).
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Figura 33. Efeito do nitroprussiato de sodio na pressdo de perfusdo do leito
vascular mesentérico obtido de ratos euglicémicos e de animais com 3
semanas de diabetes induzida por estreptozotocina, (n=7/grupo). As curvas
foram obtidas, em grupos distintos, na auséncia e presenca do extrato
aquoso de Bauhinia ungulata (EABU). SNP = nitroprussiato de sddio, Fen
= fenilefrina.
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4.13 Determinagfio das concentracdes de D-quiro-inositol (DCI) na

urina de ratos diabéticos por aloxana

Os ratos mantidos em gaiolas metabolicas e fratados com
extrato aquoso de Bauhinia ungulata (EABU) (400 mg/ kg/ 24h; v.o;
durante 3 semanas) apresentaram queda na glicemia (52,2 £ 13 %) com
variagdo glicémica a partir de valor controle de 366,6 = 25,1 mg/dL para
1694 £ 5,7 mg/dL (p < 0,001; n = 8) (Tabela 17). Estes resultados
contrastam com os resultados obtidos em ratos diabéticos ta‘;ados com
salina (1 mL/ kg/ 12h ; v.0.; durante 3 semanas), que tiveram variagio na
glicemia de 3,6 £ 6,5 % (p > 0,05); (341,5 £ 16,2 mg/dL vs. 351,6 £ 19,4
mg/dL; n = 6) (Tabela 16). No entanto, a queda da glicemia induzida por
EABU ap6s terceira semana de tratamento ndo atingiu niveis de @ué;ﬁcemm
(169,4 £ 5,7 mg/dL vs. 86,0 £7,6 mg/dL; p< 0,05, n=7) (Tabela 17).

Ademais, o tratamento com EABU reduziu o nivel de
triglicérides dos animais diabéticos em 46,0 £ 4,8 % (p < 0905;'11 =8)a
partir de valores controle de 112,0 + 11,8 mg/dL para 62,3 + 15,6 mg/dL
(Tabela 17). Nos animais diabétiéos tratados com salina, ao contrario, o

nivel de triglicérides aumentou ap6s terceira semana (93,1 + 18,0 %; p <
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0,05; n = 6) variando de um valor controle interno inicial de 58,7 + 10,0

mg/dL para 102,0 = 9,0 mg/dL (Tabela 17).

Nos demais pardmetros analisados, ie, peso corporal,
colesterol total ¢ fracionado ndo houve altera¢les significativas, apenas
tendéncia de methora no perfil lipidico dos animais diabéticos.

-

Essa tendéncia de melhora se refletiu na redugip do indice
aterogénico apods tratamento com EABU a partir de wm valor controle de

2,940,3vs. 1,302, p<0,001;n=8.

No grupo de ratos diabéticos tratados com salina houve um
incremento no indice aterogénico (ILA.)) de 190,9 + 23,0 % com variagio
absoluta a partir de um controle inicial de 1,1 + 0,18 para 3,2 + 0,3 (p<

r

0,001; n =6) (Tabela 17).



Tabela 17. Efeito do tratamento oral de 3 semanas com extrato aquoso de Bauhinia ungulata (EABU) no peso corporal e pardmetros bioquimicos de

ratos diabdticos- ALX.

-

Grupo n  Peso corporal Glicose TG COL HDL LDL VLDL 1A,
4] (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) {mg/dL)
1. Diabético 6  241,5+162 3415x162 587+100 88,0+54 332%x53 451x43 11,7220 1,10%02
I- Diabético + Salina (3-semanas) 6 273,6%194 3316+194 1020£90*% 96446 31,2+31 760%58 204+1.8 3,20£073%
II-  Diabético 8 2265+173 36662351 1120118 764+41 208+12 362+32 224+24 290+03
1I- Diabético+ EABU 4060 (3-semanas) 8 25378+143 1694 +37% 623+156* 698+59 319+37 255+45 12,543,1*% 130+0,2*%
HI- Euglicdmico 7 2354+173 86,0+ 7.6 67,0+4,8 387+43 262%+235 171%£26 134x£21 12403
III- Euglicémico + Salina (3-semanas) 72963+ 141 81,047 632+34 620x54 21,024 284%£34 126x14 128+072

Salina (1ml/kg/24h, v.0.). EABU (400mg/kg /24h, v.0. Glicemia e perfil lipidico de ratos diabéticos-ALX, * p<0.05 versus diabético
FABU = Extrato Aquoso de Bauwhinia ungulata. ALX = Aloxana, TG = Triglicéride; QQL = Colesterol; HDL = Lipoproteina de Alta Densidade, LDL =
Lipoproteina de Baixa Densidade, VLDL = Lipoproteinas de Baixissima Densidade; IA = Indice Aterogénico

g
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A dosagem de D-quiro-inositol (DCI) na urina destes ratos

mantidos em gaiola metabolica revelou que hd uma queda nos niveis de DCl na
urina de ratos diabéticos em relagfo aos euglicémicos (44,3 + 4,3 nmol/ mL vs.
123,4 £ 7,4 nmol/ mL; p < 0,001) (Figura 34). O tratamento oral com extrato
aquoso de Bauhinia ungulata (EABU) durante trés semanas reverteu o nivel de
excrecdo de DCI no sentido da normalidade a partir de um valor controle de

54,3 £6,3 nmol/ mL para 84,3 £ 6,2 nmol/L (p < 0,05) (Figura 34).

N
o
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~0— Eugli+Veiculo

120+

o
?
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W [{s]
e T
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Figura 34. Efeito do extrato aqudso de Bauhinia ungulata (EABU) na excrecgio
urindria de D-quiro-inositol (DCI) em ratos diabéticos mantidos em gaiola
metabolica tratados com salina ou EABU comparado com a taxa de excregiio de
ratos euglicémicos (n= 5 animais/grupo). Os dados sfo expressos como média +
erro padrio da média. * p<0,05 ANOV A seguida da correcio de Tukey-Kramer
vs. Diabéticot+Veiculo. # p<0,05 ANOVA seguida da corre¢dio de Tukey-
Kramer vs.Euglicémico+Veiculo.
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Nestes mesmos animais a variagdo do volume uringdrio e excreglo de
sddio e potassio foi acompanhada diariamente. O volume urinario aumentou com
o diabetes em 180,3 + 37% quando comparado com ratos euglicémicos variando
de 14,6 +3,8 mL — eugli para 33,6 £ 2,8 mL —diab (p <0,001) (Figura 35a). Este
sintoma se manteve até o fim da terceira semana nfo sendo significativamente
alterado no grupo tratado com extrato aquoso de Bauhinia ungulaia (EABU)

(14,1 £4,3 mL —eugli vs. 26,1 £7 mL —diab + EABU, p <0,01) (Figura 35a).

o

No que diz respeito & excregdo de K" e Na' ouve variagOes de
natureza temporal ciclica que nfo alcancaram significancia estatistica. A medida
da excregdo urinaria de K’ na terceira semana revelou que a diabetes parece
incrementar a excre¢io de potassio (58,4 + 4,6 mEq/ L —eugli vs. 140,2 = 134
mEq/ L —diab) e este efeito ndo ¢ alterado pelo tratamento com EABU (138,1 +

11,3 mEq/ L diab + EABU vs. 140,2 + 13,0 mEq/ L diab + salifa) (Figura 35b).

N;) entanto, ndo houve variagdo significativa na excrecdo de sddio em
nenhwm dos grupos. Os valores da excregiio de sodio no final da terceira semana
foram de 103,7 + 10,7 mEq/ L nos ratos euglicémicos tratados com salina dé
104,4 £ 11,3 mEq/ L nos ratos diabéticos tratados com salina ¢ de 101,2 + 10,3

mEq/ L nos ratos diabéticos tratados com extrato aquoso de Bauhinia ungulaia

(EABU) (Figura 35¢).
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Figura 3S. Efeito do extrato aquoso de Bauhinia ungulata (EABU) no volume
de excre¢do urindria (A), excrecdo de potéassio (B) e sodio (C) em ratos
diabéticos mantidos em gaiolas metabolicas tratados com salina ou EABU
comparado com a taxa de excrec¢io de ratos euglicémicos (n= 5 animais/grupo).
Os dados sdo expressos como média + erro padrio da média. * p<0,05 ANOVA
scguida da correcdo de Tukey-Kramer vs. Diabéticot+Veiculo. # p<0,05
ANOV A seguida da corregdo de Tukey-Kramer vs.Euglicémico+Veiculo.
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5, DISCUSSAQ

O extrato aquoso de Bauhinia. ungulata (EABU) fo
caracterizado quimicamente quanto a presenga de inositois através de
cromatografia de gés acoplada a espectrometria de massa pelo Dr. Joseph
Larmer no Laboratério de Insmed em Rochester, VA, EU.A.. Foram
identificados varios inositois, especialimente D-quiro-inositol (DCI) (6,5%)
e pinitol (0,8%) cujos teores estdo expressos em g % do @xn‘mg seco. Estes
compostos  possuem  efeitos  hipoglicemiantes  ja demonsﬁ*ad@g
(NARAYANAN, 1987, FONTELES ef al., 1996 ¢ 1998) ¢ poderiam
contribuir para o efeito hipoglicemiante induzido pelo EABU. Nio
obstante, outros compostos nfo identificados podem agir em sinergismno,

em adigéo ou até mesmo antagonizando o efeito dos inositois.

’
r

A identificagio do D-quiro-inositol (DCI) e mio-inositol em
quantidades aprecidveis no extrato aquoso de Bauhinia. ungulala (EABU) e
a ocorréncia de efeitos semelhantes a insulina ¢ a sensibilizagdo a agio da
msulina induzida por estes compostos, permitiu sugerir que sejam estes
compostos os provaveis principios ativos de acdo antidiabética de B.

ungulata. Inositdis, especialmente o D-quiro-inositol, possuem atividade
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antidiabética, definida como melhora do controle glicémico, combate a

seqiiela da diabetes e melhora da sensibilidade a insulina.

A quantidade de potassio mensurada no extrato aquoso (13,6 *

2,6 mEq/ L) ndo foi capaz de alterar a pressdo arterial ¢ as quantidades de

sodio (126,0 £ 9,6 mEq/ L) foram consideradas isosmoticas com plasma.

Portanto, os niveis destes eletrdlitos, principalmente, apos inje¢do aguda

. . . P i

em bolus, parecem nio interferir nos efeitos agudos do extrato, pelo menos
w5

na pressio arterial.

Por outro lado, a administracdo oral de EABU a camundongos até
uma dose de 3 g/ kg ndo provocou nenhuma sintomatologia digna de nota,
demonstrando sua baixa toxicidade por esta via. No entantg, quando
administrado por via intra-peritonial provocou morte de alguns animais em
doses superiorés a 300 mg/ kg com DLso de 440 [259 — 621] mg/ kg. Nesta
faixa de DLsy, segundo HODGE e STERNER (1949), uma substincia ¢
considerada de toxicidade média. De maneira similar, a administracio de
EABU (400 mg/ kg; v.o.; durante 30 dias) nfo induziu nenhuma

sintomatologia digna de nota e nem afetou o ganho de peso.

o
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A avaliagfo hematoldgica ou de alguns marcadores bioquimicos

séricos de fungo renal e hepatica também nédo revelavam alteragdes dignas
de nota, o que demonstra a baixa toxicidade do EABU. Portanto, o extrato
aquoso de Bauhinia ungulata quando administrado por via oral na dose de

400 mg/ kg ¢ praticamente destituido de toxicidade significativa.

A andlise histopatologica tambén’l ndo revelou alteragdes
significativas em nenhum dos 6rgdos examinados, 1. €., coragfo, pulmdes,
rins, figado, ba@ e cérebro. Estes dados toxicologicos corroboram com 0s
dados de LUZ e cols. (19%} e LINO ¢ cols. (2002) que demonstraram que
outra espécie correlata de Bauhinia, a B. forficata, que apresenta DL50 de
2,8 g/ Kg por via intra peritoneal e de até 5,0 g/ Kg por via oral, nfo

apresentou efeito toxico significativo.

Varios estudos tém demonstrado a atividade hipoglicemiante de
extratos de folhas de muitas espécies de Bauhinia principalmente a 5.
Jorficata (JULIANIL, 1929 e 1941; COSTA, 1945; ALMEIDA, 1984;
PEPATO, 1998), B. candicans (LEMUS et al., 1999; SHANI et al., 1994),
B. cheilantha (ALMEIDA et al., 1997), B. megalandra (GONZALEZ-

MUJICA et al., 1998, 2000 ¢ 2003), B. monandra (ANJOS et al, 1994;
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MINTO et al., 2000) e B. variegata (WAZLAWIK ef al., 1994) e tambeém

de B. ungulata (MORAES e ANDRADE, 1996).

Um estudo clinico preliminar conduzido no municipio de
Maracanat mostrou que 40 % (6 de 15) dos pacientes conseguiram manter
a glicemia apenas com uso da tintura de B. wngulata (MORAIS e
ANDRADE, 1996). ANJOS et al. (1994) relatam que a administracio oral
de um extrato hidroalcoodlico das folhas de Bauhinia monandra (500 mg/
kg) reduz a glicemia de rato diabético induzida por aﬂoxana‘de maneira
tempo-dependente (1%, 2°, 3" e 4" hora apds administragdo) a partir da 1°
hora apos administragdo, com valores de 4945 £+ 20,4 (controle interno
inicial) e 280,6 +3,5; 229,6 £ 2.4 ¢ 1404 + 5,5 (todos significantes a nivel
de 5 %). Este valor de redugo da glicemia na 4" hora foi sigmﬁcaﬁilvmnem@
maior que a redugdo induzida por insulina (71,6 = 4,7 vs. 59,5 £ 3,3 %,
respecﬁvamemre) com variagio de 472,2 + 25,4 mg/ dL para 191,4 + 4.7
mg/ dL. No entanto, apemé alguns destes trabalhos tem apontado, ainda
que de manetra incipiente, dados sobre toxicidade, ou mecanismo de agdo
hipoglicemiante ou sobre qual (is) seriam o (s) principio (s) ativo (s)

responsavel (is) pelos efeitos descritos.
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O presente estudo apodia e parece justificar o estudo anterior de
MORAIS ¢ ANDRADE (1996) ¢ demonstra efeito hipoglicemiante de B.
ungulaia  em pacientes diabéticos. Aqui se demonstrou o efeito
hipoglicemiante em modelo animal experimental, apos administragdo oral
ou intravenosa de maneira aguda ¢ manutengiio do controle glicémico apoés

tratamento de 3 semanas.

O EABU nfio induziu efeitos hipoglicemiantes em rato§
-

euglicémicos, o que estd em conformidade com dados prevﬁzuném@
relatados para B. forticalo (ALMEIDA E AGRA, 1984; SOUSA, 2004).
Este achado também demonstra que o EABU tem um mecanismo de agio
diferente das sulfoniluréas, que sdo efetivas em diminuir a glicose
sanguinea em ratos euglicémicos, aumentando liberagdo de ,msuﬂma
(GOTH, 1978). A auséncia de diferenca entre os efeitos hipoglicemiantes
obtidos apos aéministz‘agﬁo oral ou intravenosa denota também que o

EABU age induzindo um aumento da captacio tecidual de glicose, mais do

que através de um efeito inibitério na absorc¢io de glicose.

Os efeitos, tanto da infusdo de EABU como da adininistragio oral
foram potenciados quando se administrou o extrato etandlico da Bauhinia

ungulaia. Este procedimento quimico aumenta a extragdo de aglicares como
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os polidis (inositdis inclusos), o que pode explicar a potenciagdo obtida
coin este extrato. Estes dados sdo reforcados pelo efeito hipoglicemiante de
magnitude semelhante e sem induzir hipoglicemia, obtido com os inositéis

sintéticos (DCI e me-DCI) tanto por via oral, como endovenosa.

A quantidade de DCI (6,5 %) ¢ me-DCI (0,8 %) no EABU (400
mg), corresponde a 26 mg de DCI ¢ 3,2 mg de me-DCI. Quando utilizados
na dose de 20 mg/Kg ambos t€ém boa atividade hip@gﬁcemim&e, tanto p{;n‘
via endovenosa como por via oral. Quando comparados com o efeito do
EABU, a hipoglicemia induzida pelos inositois ndo difere estatisticamente.
A possibilidade destes agentes serem os principais mediadores dos efeitos
hipoglicemiantes do EABU ¢é reforgada pelo fato de que, além dos inositois
serem efetivos por via endovenosa e oral em dose equivalente (pelo menos
para o DCI) ao encontrado no EABU, apresentam curvas Ciﬂéﬁé&g
semelhantes nos experimentos agudos e tém pico de atividade em tempos

semelhantes (80-120 min).

No entanto, a possibilidade de interagdo sinérgica, aditiva ou
mesmo antagdnica com outros componentes da planta nfo foi avaliada
neste estudo e ndo pode, portanto, ser descartada. Neste sentido, pelo

menos um trabalho, o de GONZALEZ-MUIJICA e cols., (2003) associa o
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efeito hipoglicemiante observado com extrato aquoso de B. megalandra 3
presenga de flavondides. No entanto esta observagdo foi baseada apenas na
presenca de relatos sobre a atividade hipoglicemiante de flavonoides (AL-
AWWADI et al,, 2004; ONG ¢ KHOO, 2000; ZARZUELQO et a.i_, 1996;
NARALIEV ¢ AVEZOVD 1992) em comjunto com o isolamento de
metoxiflavonodides nesta espécie. Nenhum estudo comparativo {oi utilizado
para testar esta hipotese. Nenhum trabalho, portanto, aponta para um
provavel principio ativo para renomada atividade antidiabética das espécies
-
de Bauhinias (JULIANI, 1929 e 1941; ALMEIDA, 1984; ANJOS el al.,
1994; WAZLAWIK et al, 1994; MORAIS ¢ ANDRADE, 1996;
ALMEIDA et al, 1997, SHANI et al, 1994; PEPATO, 1998,
GONZALEZ-MUIJICA et al. 1998; LEMUS et al., 1999, GONZALEZ-

MUIJICA et al., 2000 e MINTO et al., 2000)

A ass?:;ciagéo entre nositois e resisténcia insulinica tem também
sido estabelecida nos ltimos anos (KENNINGTON et al., 1990; ASPLIN
et al, 1993; ORTMEYER et al., 1993; SUZUKI e al., 1994; YOSHINO ¢!
al., 1999; NESTLER et al., 1999; DAVIS et al., 2000). O pinitol (me-DCI)
tem sido relatado como principio ativo hipoglicemiante de outra planta, a
Bougainvillea spectabilis Willd. (NARAYANAN, 1987) e como tendo

atividade semelhante a da insulina (BATES e/ al., 2000). De qualquer
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maneira, o uso de extratos, como o etanolico de Bauhinia ungulala com
eficacia hipoglicemiante semelhante por via oral a um antidiabético
convencional do grupo das sulfoniluréias, glibenclamida, pode ser uma
alternativa econdmica para tratamento da diabetes tipo 2. Além do mais,
levando=se em conta a eficacia hipoglicemiante desta planta (Bauwhinia

ungulata L.) parece ndo ser acompanhada de toxicidade digna de nota.

O efeito do EABU no teste de tolerincia a glicose demonstra unza
@

agdo protetora que pode dever-se a atividade hipoglicemiante por a¢do no
metabolismo da captacio tecidual da glicose ¢/ ou pela diminuigfio da
absorc@io da mesma. Pelo menos, GONZALEZ-MUIJICA ¢ cols. (2003)
demonstraram que um extrato aquoso das folhas de Bauhinia megalandra
inibe a captagdo intestinal de glicose e sugerem que este efeito se deve &
inibi¢do do cotransportador de Na'- glicose (SGLT1). No ema‘n;o, como o
efeito por via' oral & equivalente ao efeito obtido por via endovenosa, a
diminuigdo da absorgdo de glicose ndo parece ser um mecanismo
importante para o efeito da B. ungulata. O efeito desta planta no teste de
tolerancia a glicose demonstra que a mesma é capaz de proteger ratos

euglicémicos de pico de glicose e denota uma possivel eficacia no controle

do pico pos-prandial de glicose e prevengio ou reversio de intolerincia a

e
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glicose. Este efeito foi comparavel ao pré-tratamento com glibenclamida

uma sulfoniluréia utilizada como antidiabético oral.

A administragdo do EABU por 3 semanas pela via oral controlou
a glicemia de ratos diabéticos por estreptozotocina com umpacto no ganho
de peso, no perfil lipidico e no indice aterogénico. Além de scu efeito
hipoglicemniante, o extrato aquoso da B. wngulaia reduziu o indice
aterogénico dos animais diabéticos por estreptozotocina. Esta agfo ¢ um-~

-

reflexo principalmente da diminui¢fio no nivel de colesterol total € no nivel
de triglicérides. Esta atividade no indice aterogénico foi similar ao obtido
com os inositois ¢ insulina e pode significar a interagfo de varios principios
(inositdis ¢ flavondides, por exemplo), uma vez que a tendéncia de redugio
¢ maior do que a dos controles positivos. Este efeito foi confirmado em
estudos especificos, nos quais se demonstrou a atividade hipolipemiante do
EABU. O severd incremento no nivel de triglicérides e coiestemﬁ induzido
por tiloxapol foi reduzido significativamente pelo EABU na dose de 400
mg/ kg. Esta atividade associada a sua agdo hipoglicemiante pode
representar um conirole adicional em fatores de risco individuais para o

sistema cardiovascular.
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A atividade do EABU na dislipidemia foi superior, no modelo
animal utilizado, ao fibrato utilizado como controle positivo, gemfibrozil
(Lopid®), tanto nas primeiras 24 horas, como depois de 48 horas da indugdo
da dislipidemia. Esta atividade ndo foi devido a wma regressdo espontanea,
uma vez que os valores de colesterol e triglicérides permaneceram
aumentados nos animais tratados apenas com salina até as 48 horas
experimentais.

-

Tanto a hipercolesterolemia, como a hipertrigliceridemia sdo
fatores de risco individual para aterosclerose, com risco aumentado de
infarto do miocardio, acidente vascular encefalico entre outros (JAYE e

KRAWIEC, 2004; BALLIGAND, 2002; LIBBY, 2003; SHAHAR et al.,

2003).

Além’ de reduzir fatores de risco como hiperglicemia e
hiperlipidemia, o extrato aquoso de Bawhinia ungulaia tem atividade
hipotensora. A hipotensio induzida pelo EABU nfo ¢ acompanhada de

bradicardia e portanto, ndo ¢ devido a redugdo aguda do débito cardiaco.

A possibilidade de uma interagdo agonista direta do EABU com

receptores colinérgicos ou a possibilidade de um bloqueio c-adrenérgico
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foi descartada, uma vez que esta atividade hipotensora do EABU néo for
afetada pela atropinizagfio dos animais ¢ ndo foi alterada na vigéncia do
bloqueio o-adrenérgico por fentolamina. A eficicia destes bloqueadores
havia sido previamente testada com injegGes de acetilcolina e fenilefiina,
respectivamente. Portanto, a possibilidade de wma interagdo direta ou
indireta do EABU com estes receptores € improvével. De mancira similar,
a possibilidade do EABU diminuir a resisténcia periférica, através do
agonismo direto ou indireto com receptores (-adrenérgicos vasculares ¢
- .
pouco provavel, uma vez que o efeito hipotensor ndo € alterado pelo pré-
tratamento com propanolol, apesar do mesmo bloquear na dose utilizada, o

efeito hipotensor induzido pelo isoproterenol.

A provavel participagio de autacéides de origem plasmatica ou
-

tecidual, como serotonina, histamina ou prostandides também foi
descartada, un;xa vez que bloqueadores de receptores serotoninérgicos ou
histaminérgicos, usados em doses suficiente para bloquear o efeito do
agonista respectivo administrado exogenamente em doses farmacolégicas
ou o bloqueio da sintese de prosmnéides ndo alteraram a’ resposta
hipotensora induzi&a pelo EABU. Destes, a prometazina, bloqueador

histaminérgico inespecifico diminuiu um pouco a resposta hipotensora, no

entanto a tendéncia ao bloqueio nfo foi estatisticamente significante para o
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efeito hipotensor do EABU. Um componente menor de natureza
histaminérgica direto ou indireto, ndo pode ser descartado completamente
devido ao pequeno nimero de animais testados. Contudo, o componente

principal do efeito hipotensor ndo € de natureza histaminérgica.

O efeito hipotensor do EABU parece estar associado a reducédo da
resisténcia periférica, uma vez que ¢ significativamente dimiﬁuid@ pelo pré-
tratamento dos animais com hexameténio. O hexametdnio, bloqueados

)
ganglionar, retira o componente ténico simpatico de manutengdo da
resisténcia periférica (LALHOU et al, 2004). Portanto, na vigéncia d.@
bloqueio ganglionar com hexametdnio, a pressdo arterial ¢ mantida
principalmente pelo débito cardiaco. A diminuigio do efeito do EABU na
vigéncia de bloqueio ganglionar sugere que este extrato induz a um efeito
hipotensor por diminuir a resisténcia periférica. Esta hipotese, ;ia efeito
vascular direto, foi avaliada nos vasos de resisténcia mesentéricos e
demonstrada ser verdadeira. O EABU induz a um efeito vasodilatador
direto em leito arteriolar mesentérico com CEsy (1,8 [1,3 — 2,5] mg)
compativel com a possibilidade deste efeito ser responsavel pela hipotensio
mduzida ap6s administragio endovenosa de EABU. O fato desse efeito

vasodilatador ser dose-dependente, assim como o efeito hipotensor, reforca

a hipotese de que o efeito hipotensor tem um componente majoritario de
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diminuigdo da resisténcia periférica. A possibilidade das concentragtes
altas de potassio no EABU (13 mEq /L) terem um efeito na PAM foi
eliminada pela auséncia de efeito hipotensor de uma solugdio contendo a

mesima concentragfo de potassio do EABU.

Por outro lado, um dos eventos principais observados durante a
diabetes, que precede a macro e a microangiopatia, ¢ a disfuncfo endotelial,
que ocorre principalmente devido a expressdo e atividade prejudicada da
6xido nitrico sintetase (BROWNLEE, 2001). A admi.nistm;ﬁo oral de
EABU durante trés-semanas, parcialmente restabeleceu o relaxamento
endotélio-dependente induzido por acetilcolina em anéis de aorta e no leito
mesentérico arteriolar dos ratos STZ-diabéticos. O relaxamento induzido
por nitroprussiato de sodio, um agonista endotélio-independente, ndo foi
afetado. Isto significa que o efeito de EABU provavdm;me estad
direcionado as células endoteliais e que ndo envolve uma melhora
inespecifica da reatividade da musculatura lisa vascular. Este efeito
provavehmente poderia ser relacionado a redugdo aguda de concentragio de
triglicérides e glicose do soro induzida por EABU, uma vez que esta alta
glicose plasmatica ou alta concentragdo de triglicerides sdo fatores de risco
individuais para a disfungfio endotelial (LUDMER ef al., 1986; HANSEN,

1999). Portanto, a redugdo dos fatores de risco para a disfungio endotelial,
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parecem ser os principais responsaveis pelo efeito vasoprotetor observado
com o tratamento com EABU, mais do que wma reversio direta da

disfuncgio endotehal.

O tratamento de ratos tornados diabéticos pela aloxana com
EABU durante 3 semanas tendeu u restaurar os niveis de DCI na urina.
Estes dados corroboram com os achados de KENNINGTON et al. (1990),
que relataram uma melhora dos niveis de DCI apoés tratamento conf

)

insulina. A melhora dos niveis de DCI na urina pode indicar umn beneficio
adicional do EABU em pacientes com resisténcia insulinica, que seria o de
combater a perda de DCI e sensibilizar os tecidos a resposta da insulina que

¢ induzida pelo mesmo, resposta semelhante a drogas sensibilizadoras,

como a troglitazona ou metiformina (YOSHINO ef al., 1999; SETTER e/

al., 2003).

Por outro lado, KENNINGTON e cols. (1990) relataram niveis
anormalmente baixos ou nio mensurdveis de D-quiro-inositol na urina e
masculos esqueléticos de pacientes com Diabetes mellitus do tipo 2 e

sugeriram que a deficiéncia de D-quiro-inositol pode estar relacionada com

a resisténcia insulinica observada no diabetes tipo 2.
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Este efeito de aumento da excrecfo de DCI nos animais tratados

com EABU provavelmente reflete aumento dos niveis circulantes de DCI
induzido por EABU. Este fendmeno ndo se relaciona com um potencial
efeito diurético do EABU, uma vez que o mesmo ndo incrementa o volume

urinario ¢ nem apresenta efeito natriurético ou caliurético.

ASPLIN, GALASKO e LARNER.,, (1992), também relataram
niveis diminuidos de DCI na urina de pacientes com diabetes tipo 2 de uma-
populacdo de brancos da Virginia (E.U.A) e de indios Pima. Ou?ms grupos
tém demonstrado que a excregdo urinaria de DCI € muito menor em
pacientes diabéticos do que em controle euglicémicos (SUZUKI et al,,
1994; ORTMEYER et al., 1993) acompanhada de aumento na excrec¢io de
mio-inositol (CLEMENTS e REYMERTSON, 1977, LARNER, 2003).
Todos estes estudos apontam ainda para uma relagdo linear @an'm'e uma
excregdo urinatia diminuida de DCI e o grau de resisténcia insulinica
presente. Por outro lado, a administragdo de D-quiro-inositol em ratos
diabéticos, macacos Rhesus ¢ humanos, acelera a utilizagdo de glicose e
sensibiliza os tecidos a agdo da insulina. Ademais, o mecanismo assgcﬁédﬂ
a diminuicdo da excrecdo de DCI comegou a ser elucidado com a

descoberta de que ha um defeito, demonstrado in vivo, na epimerizagio do

mio-inositol a D-quiro-inositol em tecidos insulino-dependentes em ratos
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Goto-Kakizaki, um modelo animal de diabetes tipo 2 (SUN e al., 2002).
Portanto, a administragdo de D-qui n-inositol pode funcionar como wm “by
pass” da sintese defeituosa de DCI a partir da epimerizagio do mio-inositol
que esta associada a resisténcia insulinica e assim restaurar pelo menos

parcialmente, a sensibilidade a insulina ¢ melhorar a utilizagdo da glicose.

De maneira similar ao obtido em ratos diabéticos por
estreptozotocina, 0 EABU apresentou efeito hipoglicemiante acompanhadd
g
de diminui¢io significativa do indice aterogénico de ratos diabéticos por
aloxana. Isto demonstra que o EABU tem atividade hipoglicemiante e
hipolipemiante direta e especifita, que independe do agente indutor
utilizado.

k-4

A validagdo da atividade hipoglicemiante, antilipémica,
vasodilamdomridesm planta ¢ altamente estimmulante tendo em vista que esta
associada a efeito vasoprotetor direto na disfun¢do endotelial. Uma vez que
este fendmeno precede e acentua aqueles associados ao diabetes e assim
podemos vislumbrar seu potencial terapéutico da diabetes do tipo 2.

Associada a isto, esta planta restaura os niveis de DCI, uma molécula com

agdo sensibilizadora dos tecidos a agfio da insulina e portanto, importante

no controle da resisténcia insulinica.
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6. CONCLUSAO

As folhas de B wngulaia sfo ricas em inositdéis com agio

hipoglicemiante comprovadas, D-quiro-inositol e pinitol.

A toxicidade relativa do extrato aquoso de B. ungulaia € baixa
apos administragdo por via oral.
W .
A infusfio do extrato aquoso ou administragio oral produzem

efeitos hipoglicemiantes agudos que permanecem por até 2 horas.

Este efeito hipoglicemiante ¢ rveproduzido com a mesma

intensidade e duragfo tanto pela administracdo endovenosa, como oral de
-

D-quiro-inositol ou pinitol, em doses equivalentes as encontradas no

’

extrato, pelo menos para o D-quiro-inositol.

O extrato etanolico tem efeito hipoglicemiante mais potente que o

extrato aquoso da B. ungulata, com atividade semelhante a insulina.

Os efeitos obtidos por via oral sdo equivalentes aos obtidos com

uso do antidiabético oral glibenclamida.
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O extrato aquoso de B. wngulala protege ratos euglicémicos
contra sobrecarga de glicose mostrando uma maior tolerdncia a glicose nos

animais tratados.

A administragdo oral do extrato aquoso de B. wungulaia confere

bom controle glicémico apés 3 semanas de administragdo oral.

Neste mesmo protocolo, o extrato aquoso de B. ungulatd”
=

apresentou atividade hipolipemiante e diminuiu o indice aterogénico dos

animais.

O extrato aquoso de B. ungulata apresentou atividade
hipolipemiante  direta  com  efeito  hipotrigliceridemiante ¢

hipocolesterolemiante.

’
f

O extrato aquoso de B. ungulata tem atividade hipotensora dose-
dependente por diminuigdo da resisténcia periférica in vivo. Apresenta

também atividade vasodilatadora de vasos de resisténcia in vitro.

O extrato aquoso de B. ungulaia restaura os niveis urinarios de D-

quiro-inositol em ratos diabéticos por aloxana.
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