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O rio atinge seus objetivos porque
aprendeu a contornar obstaculos.

(Lao-Tsé)



SUMARIO

LISTA DE TABELAS. ...ttt ettt a et e e e e e e e e e e vii
LISTA DE FIGURAS. ...ttt ettt e e e e e aeeeaeeas viii
LISTA DE ABREVIATURAS. ...ttt eeeae e e e e e s X
RESUMO . ...ttt e ettt e e e e e e e e e e bbb e e e aaeeaeeenanane Xii
AB ST RACT ..ottt e e e e e e e st e e e e e e e e e e s e e teaeeaaeaaaeanns Xiv
1 INTRODUGAO. ... .ot 1
1.1 OBUIETIVOS. ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnaesraaeaeeeas 3
1.1.1 ODJEtiVO GeIal.. ..o 3
1.1.2 ODbjetivos €SPECITICOS. ......cciiiiiiiii e 3
2. REVISAO DA LITERATURA . ......oo oottt 4
2.1 DIABETES MELLITUS . ...ooetiiiiiie oot a e e e e aee e e e e 4
P Nt R O - T3 o= Vo= Lo J USSR 5
2.1.1.1 Diabetes tipo 1 ou Diabetes mellitus insulino dependente (DMID).......... 5
2.1.1.2 Diabetes tipo 2 ou Diabetes mellitus ndo insulino dependente (DMNID) 6
2.1.1.3 Outros tipos de diabetes..........ccccuiiiiiiiiieiee e 7
2.1.1.4 Diabetes gestacioNal..............ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 8
2.1.2 EHOIOQIA. ....cuieiiiiiiiiii e e e e e e et e e et e et ——————— 8
2.1.3 Dita € EXEICICIO....cceiieie ittt ie et e e e e e ee et e e e ee e e e e e e s s eeaeeeaaeeeeesannnnnns 9
2.1.4 RISCO € COMPIICAGOES. ... .uuuuiiieieee e e e 11
2.1.5 Modelos de animais diab@tiCOS...........ccooiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 12
N N0t R B o To - 1 PSP 12
2.1.5.2 INtervenGa0 CIrUNQICaA. ... .ceeeiiiiiiie et e e e e 13
P TR B I T - 1 T TP 13
2.1.5.4 ME1OAOS MISTOS. .. eiiiiiiii i s 14
2.2 INSULINA ettt e e e e e e sttt tr e et e e e e e ae s e s sa b bareeeaaeaeneanans 14
A A Y%= To T E= U |11 o= TR 16
2.2.2 Etapas iniciais da sinalizag&o insuliniCa.............ccccceeiiiiiiiiiiiiieieieeeee e 17
2.2.2.1 ReCeptor de iNSUIINA........ccuuiiiiiiiieiee e e e 17
2.2.2.2 Inibigcao da sinalizagao do receptor de insulina................ccoeeeeeevviinennnnn. 18
2.2.2.3 A PI3-quinase e a proteina quinase B (PKB/AKL)..........cccccvvieeieeiiniiininns 19
2.2.2.4 AVIA CAP/ICDL..cioiiie ettt a e 21
2.2.2.5 Cascatas de fosforilagdo estimuladas pela insulina................ccccccivvineee. 21
2.2.2.6 Regulacao da sintese de gliCOgENIO0...........ccoeiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 22
2.3 YACON ..ottt 24
2.3.1 Familia CoOmMPOSILAE.........ccoviiiiiiiiiiiiiiii e e e e e e e ae e 24
2.3.2 GENEero SMallanthus..........ccccouuiiiiiiiii et 24
2.3.2.1 Aspectos Morfologicos dO GENErO........cccceeeeeieeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 25
2.3.2.1.1 Aspectos Morfoldgicos da ESPECIe............oovviveivriveiniiiiiiiceeeee e 28
2.3.2.2 Posigao sistematica do Smallanthus.....................ccccovvvvviiiiiiiiieeiiinn, 32
2.3.2.3 ASPECIOS AgIrONOMICOS. ...cuuuiiieiiiiiiiiie e e eee et e e e e e ee et e e e e e e e ee e e e eeeennnnn, 33
PG T T R o o T o T- T = o= Vo FUu PR 33
2.3.2.3.2  SEMEAUUIA......cce it ettt ettt ee e e e e e e e e rr e e e e e e e e e nneeees 33
2.3.2.3.3 Crescimento € deSenVoIVIMENTO.............uiuiiieeeeriiiiiiiiiiieee e 33
2.3.2.3.4 Colheita das fOlNas.........ccuueiiiiiiieiiiiii e 34
2.3.2.3.5 Rendimento de fOlN@s...........uuuiiiiiiiiiiiiiii e 34



2.3.2.4 Aspectos quIMIotaXxONOMICOS. .......ccceeeieiiieeieeeieeee e 35

2.3.2.5 Aspectos fitoqQUIMICOS..........cccoiiiiiiiiii e 37
2.3.2.6 Aspectos Bioldgicos € Farmacoldgicos.............cccovvvvieiiviiieiiieiiiiieiiians 39
2.3.2.6.1 Atividade antimiCrobiana.............ooiiuiiiiiiiiieiee e 40
2.3.2.6.2 Mecanismo de agao “tipo insulind”................cceooeiiiiiiiiiiieeee e 41
3 MATERIAL E METODOS........coiiieieeeeeeeee e ee et en e en e 42
3.1 MATERIA PRIMA . ..ottt er e e e e e e e e e e s eeaaaaaeees, 42
3.1.1 Material DOLANICO. .......ccceeie e 42
00 I A 1 = T3 42
3.2 METODOLOGIA. ... ettt e e e e e e e e e aeeeaeeeas 43
3.2.1 EStUdOS FItOQUIMICOS. ...ceciiiiiiiiiiiiiiiiee et e e 43
3.2.1.1 Processo de secagem das folhas.............ccccueiiiiiiiiiiiiniii e 43
3.2.1.2 Obtencéo das fragdes hidroalcodlico (HA, cloroférmica, e acetato de

< P 43
3.2.1.3 Determinagao do Teor de Sélidos das Fragdes.........ccccevveveveieeieeneeeeennns. 45
3.2.1.4 Identificagao dos ativos presentes nas fragcdes hidroalcodlica e acetato

0B LA ..o 45
3.2.1.4.1 Cromatografia em camada delgada (CCD) para visualizagédo de

FENONICOS. ..o e 46

3.2.1.4.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).........ccccoeeviiiieiiieeeeneennn. 46
3.2.1.4.3 Dosagem de compostos fendlicos totais por espectrofotometria.......... a7
3.2.2 Estudo FarmacolOgiCo. ...........uuueuuuuiiiiiieeeiie et ee e eee e 48
3.2.2.1 Obtencao das doses das fragbes hidroalcodlica e acetato de etila......... 48
3.2.2.2 Ensaio preliminar para a elei¢ao da via de administragao das fragdes... 49
3.2.2.3 INdUGA0 dO diabetes......ccoeiiiiiieieeeee e 49
3.2.2.4 Organizagao dos grupos aniMaliS...........cccceeeerieeeeieeeeeieiieeeeeeeeeeeseeseeaanannns 50
3.2.2.5 Dosagem da gliCemia........ccceeiiiiiiiiiiiii e 51
3.2.2.6 Determinagado da gliCOSUria...........cccoeeiieiiiiiiiiiiiccc e 51
3.2.2.7 Determinagao do peso dOS ratos...........cceevvviiiiriiiieiiiiii e 51
3.2.2.8 Administragao das fragles. ..........covvvviiiiiiiiiiiiiiii e, 52
3.2.2.9 Determinagao da sintese de gliCOgENIO.............uuuuuiiiiiieiiiiieiieeeeeeee e, 52
3.2.2.10 Quantificagdo de parametros bioqUImMICOS...........cccceeeiiieiiiiiiiiie e, 54
3.2.3 Analise EstatistiCa.........ccoooiiiiiiiiie e 54
4 RESULTADOS E DISCUSSOES........cooiieeceeceeeteeeee s, 55
4.1 ESTUDOS FITOQUIMICOS........cooieceeeeeeeeeeee et 55
4.1.1 Determinagao do teor de sélidos das fragles............oevvveereevieniininniniiinnnns 55
4.1.2 Analises realizadas por CCD para fendlicos.............ueuvemieniiiiiiiiiieeieeennn 55
4.1.3 Analises realizadas por CLAE para fenoliCos............coooiiiiiiiieiienieeeenis 56
4.1.4 Dosagem para compostos fendlicos por espectrofotometria...................... 62
4.2 ESTUDO FARMACOLOGICO........coiuiiiieieieieieisieieisire e 63
4.2.1 Eleicao da via de adminiStragao.........ccceeeieeieeeieiiei e 63
4.2.2 Dosagem da gliCemMIa.........oooi i 64
4.2.3 Determinacdo da glicose na urina dos ratos...........cccvuereiiieeeeriniiiiiniieeeees. 66
4.2.4 Dosagem de gliCOgENIO. .......cooiuiiiiiiiiiie e 67
4.2.5 Quantificagdo dos parametros bioquimicos do sangue dos ratos.............. 69
CONCLUSOES. ..ottt ettt ettt ss e 78
REFERENCIAS. ......coiiiiiiteteint sttt ettt 79

Vi



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — POSICAO SISTEMATICA: SEGUNDO O SISTEMA PROPOSTO

POR CRONQUIST ....oiiiiiiiiiiiiic e 32
TABELA 2 — POSIGAO SISTEMATICA: SEGUNDO O SISTEMA PROPOSTO

POR ENGLER.......coiiiiiii e 32
TABELA 3 — VARIAVEIS DE PRODUGAO DE FOLHA EM 3 MORFOTIPOS

DE YACON DA COLEGCAO DE GERMOPLASMA...............c....... 35
TABELA 4 — CONTEUDO DE CARBOIDRATOS.........coovceieeeeeeieereeveae e 36
TABELA5 — ORGANIZAGAO DOS GRUPOS DE ANIMAIS...........cccoeveveunnne. 50

TABELA 6 — RESULTADO DA DETERMINACAO DO TEOR DE SOLIDOS
DAS FRACOES DAS FOLHAS DE Smallanthus sonchifolius

(yacon).............. e T [PTRR 55
TABELA 7 — CONCENTRACAO DE FENOLICOS TOTAIS EM FRACOES DE
FOLHAS DE YACON ..ottt 62

TABELA 8 — RESULTADOS DA VARIACAO DA DOSAGEM DE GLICEMIA
EM RATOS NORMAIS, COM TRATAMENTOS E COM DIABE-

TES INDUZIDA POR STZ...eeoteeeeee oo ee e eee e 65
TABELA 9 — RESULTADOS DA VARIACAO DA DOSAGEM DE GLICOSU-

= NSRS 66
TABELA 10 — RESULTADOS DA VARIACAO DA DOSAGEM DE GLICOGE-

NIO NOS TECIDOS GASTROCNEMIO, SOLEO E FIGADO........ 68
TABELA 11 — RESULTADOS DA VARIACAO PONDERAL DOS RATOS

SUBMETIDOS AO MODELO DE INDUCAO DE DIABETES......... 69
TABELA 12 — PARAMETROS BIOQUIMICOS DE RATOS SUBMETIDOS AO

MODELO DE INDUGAO DE DIABETES.......cccoooeeeeeee e, 70
TABELA 13 — COMPONENTES BIOQUIMICOS DE ANIMAIS DE LABORATO-

= 1@ U RRRSSRP 70

Vii



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 — VIAS DE SINALIZACAO DA INSULINA.......ccoviieee e, 18
FIGURA 2 — REGULACAO DO METABOLISMO DE GLICOSE NO FiGADO..... 23
FIGURA 3 — DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DA Smallanthus sonchifolius

(YACON)...c e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 27
FIGURA 4 — DETALHES DA PLANTA DE Smallanthus sonchifolius (yacén)...... 29
FIGURA 5 — ASPECTOS MORFOLOGICOS DA ESPECIE Smallanthus

SONCHIFONIUS (YACON)....ci ittt 30
FIGURA 6 — PRINCIPAIS FORMAS DE LAMINAS DAS FOLHAS E DA

PETALA NA FLOR FEMININA DE YACON........cccooiiierieeeesienn 31
FIGURA 7 — DERIVADOS FENOLICOS E FLAVONOIDES DAS FOLHAS DE

YACON. ...ttt en e 38
FIGURA 8 — MELAMPOLIDES DAS FOLHAS DE YACON......ccoooiieiioeeeeeeeee. 39
FIGURA 9 — DIAGRAMA DE FLUXO DE PREPARACAO DAS FRACOES

DAS FOLHAS DE YACON.......cooioioiie e, 44
FIGURA10 — FOTOS DO EXTRATOR DE SOXHLET UTILIZADO NA OBTEN-

CAO DOS EXTRATOS E FRACOES......ccoo oo 45
FIGURA 11 — INDUGAO DE DIABETES.......coooeieeeeeeeeeeeece e 49
FIGURA 12 — ORGANIZACAO DOS GRUPOS DE ANIMAIS.......c.coooveeeieeeeens. 50
FIGURA 13 — DOSAGEM DA GLICEMIA.......coviieeteeeeeeeeee et 51
FIGURA 14 — ADMINISTRACAO DAS FRACOES.......ccoooioieeeeeeeee e, 52
FIGURA 15 — OBTENCAO DOS MUSCULOS SOLEO, GASTROCNEMIO E

DO FIGADO. ...ttt s, 53

FIGURA 16 — OBTENCAO DO SANGUE POR PUNCAO CARDIACA................. 54

FIGURA 17 — CCD ILUSTRATIVA DA COM’PARAQAO DOS PADROES COM
AS FRACOES HIDROALCOOLICO E ACETATO DE ETILA

DAS FOLHAS DE YACON. ...t 56
FIGURA 18 - CROMATOGRAMA EM CLAE DOS PADROES........cocveieieeeeeens, 57
FIGURA 19 - CROMATOGRAMA EM CLAE DA FRACAO HIDROALCOOLICA

DAS FOLHAS DE S. SonchifoliiS............cocviiiuieiiiiiiiieiiiiiiiieeeienn, 58
FIGURA 20 - CROMATOGRAMA EM CLAE DO PADRAO DE ACIDO p-

CUMARICO . ... e 59

FIGURA 21 — CROMATOGRAMA EM CLAE DO PADRAO DE ACIDO p-
CUMARICO E A FRACAO HIDROALCOOLICADAS FOLHAS

DE S. SONCHITOIUS...........cooiieiiiiiii e, 60
FIGURA 22 - CROMATOGRAMA EM CLAE DA FRAQAO ACETATO DE ETI-

LA DAS FOLHAS DE S. sonchifolius...........c..couuiiiiiiiiiiiiiiieeaennnn, 61
FIGURA 23 - ADMINISTRAQAO VIA ORAL. ..o 63
FIGURA 24 — ADMINISTRACAO VIA INTRA PERITONEAL......cocoveviiieeeeee e 64
FIGURA 25 - RESULTADO DA DOSAGEM DE GLICEMIA.........cccoooiiviieieeeiinn, 65
FIGURA 26 — DETERMINACAO DA GLICOSURIA.......c.ccoieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 67
FIGURA 27 — RESULTADO DA DOSAGEM DE GLICOGENIO......c.cooveeeeieen. 68
FIGURA 28 — QUANTIFICACAO DE COLESTEROL......ccccuiiviieeeeeeeeee e, 72
FIGURA 29 — QUANTIFICAQAO DE TRIACILGLICEROIS......c.ooooeeeeeeeeeeeeeeen, 73
FIGURA 30 — QUANTIFICACAO DA UREIA.......oeiiieeeeeeeeeeeee e, 74

viii



FIGURA 31 — QUANTIFICACAO DE FOSFATASE ALCALINA

FIGURA 32 — QUANTIFICACAO DE TGP.......ovoieieiireiieeeisieieeseeee s

FIGURA 33 — QUANTIFICACAO DE TGO.......ccoecerevirerererne.



LISTA DE ABREVIATURAS

Mg Micrograma

i Microlitro

°C Graus Celsius

Ac Anticorpos

AcOEt Acetato de etila

AE Fracdo acetato de etila

AFB1 Aflatoxina B1

AFB2 Aflatoxina B2

CIM Concentragéo inibitéria minima
CL Fracdo acetato de etila

DM Diabetes mellitus

g Grama

GLUT-4 Transportador de Glicose-4
GRB2 Growth factor receptor bound protein 2
HA Fracao hidroalcodlica

HE Fragdes hexanicas

h Hora

ha Hectare

HLA Antigenos de histocompatibilidade
IRS Substrato para receptor de insulina
Km Constante de Michaelis-Menten
MAPK Proteina quinase ativada por mitégeno
ME Extrato metandlico

MEK MAPKI/Erk quinase

MeOH Metanol

mg Miligrama

ml Mililitro

mm Milimetro

PF Peso fresco

PI3K Fosfoinositideo 3 quinase

PKC Proteina quinase C



RE
SOS
STZ

YES

Vmax

Reticulo endoplasmatico

Son of sevenless guanine nucleotide exchange factor
Estreptozotocina

Tempo

Meio yeast extract sucrose

Velocidade maxima

Xi



RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi a obtengcédo das fragdes hidroalcodlica e acetato
de etila de folhas de Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) H. Robinson (yacon),
e a avaliacao do efeito anti hiperglicemiante das fragbes em ratos normais e com
diabetes induzido por estreptozotocina. Para a obtengdo das fragbes, foram
desenvolvidas tecnologias extrativas de fracionamento por processo tradicional em
Soxhlet analitico modificado. Obtidas as fragbes hidroalcodlica e acetato de etila
procedeu-se ao ensaio farmacolégico. Quarenta cinco ratos machos Wistar foram
distribuidos em 6 grupos; 3 grupos com 10 ratos cada e 3 grupos com 5 ratos cada:
GRUPO CONTROLE: animais sem tratamento (5 animais), GRUPO DIABETES:
inoculagdo endovenosa (veia peniana) de estreptozotocina na dose de 60mg/kg (10
animais), GRUPO DIABETES — FRACAO HIDROALCOOLICA: administragdo oral
da fragao hidroalcodlica na dose de 28,5 mg/kg/dia em ratos com diabetes induzida
por estreptozotocina (10 animais), GRUPO FRACAO HIDROALCOOLICA:
administracdo oral da fracdo hidroalcodlica na dose de 28,5 mg/kg/dia em ratos
normais (5 animais), GRUPO DIABETES — FRACAO ACETATO DE ETILA:
administracao oral da fracdo acetato de etila na dose de 3,2 mg/kg/dia em ratos com
diabetes induzida por estreptozotocina (10 animais), GRUPO FRACAO ACETATO
DE ETILA: administragao oral da fracdo acetato de etila na dose de 3,2 mg/kg/dia
em ratos normais (5 animais). Foram realizados testes de glicémia e glicosuria em
todos os grupos cada sete dias. Depois de quarenta dias de experimentagdo o0s
ratos foram sacrificados e por puncao cardiaca foram tirados 2 mL de sangue para a
posterior quantificagcdo dos parametros bioquimicos (glicose, colesterol, uréia,
creatinina, fosfatase alcalina, TGP e TGO). Uma vez obtidos os resultados das
analises observou-se que nao houve diferéncia estatisiticamente significativa
(P>0,05) entre os ratos diabeticos que receberam as fragdes hidroalcodlica e acetato

de etila com os ratos diabeticos sem tratamento, mas houve uma diferéncia

Xii



expressiva entre os ratos diabeticos que receberam a fragado hidroalcodlica e os
ratos diabeticos sem tratamento. De acordo com a analise fitoquimica verificou-se a
presenca de compostos fendlicos simples (acido cafeico, ferulico e clorogénico) e
flavondides como quercetina, o-metil quercetina, rutina, luteolina-7-G, luteolina e
acido p-cumarico. Com esses resultados concluimos que o diabetes que foi induzido
foi un diabetes tipo I, que a fragcao hidroalcodlica tem um efeito anti hiperglicemiante
mas nao regula os parametros bioquimicos como é mencionado na literatura e
finalmente o efeito anti hiperglicemiante das fragdes das folhas de yacén poderia ser

atribuida ao efeito antioxidante e hepatoprotetor dos compostos fendlicos.
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ABSTRACT

The objective of the present work was the attainment of hidroalcoholic and ethyl
acetate fractions of the leaves of Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) H.
Robinson (yacon), and the evaluation of the hypoglycemic effect of the fractions in
normal and estreptozotocin-induced diabetic rats. For the attainment of fractions,
was developed extractive technologies of partition by traditional process in modified
analytic Soxhlet. Obtained the hidroalcoholic and acethyl acetate fractions was used
the pharmacological assay. Forty five male Wistar rats had been distributed in 6
groups; 3 groups with 10 rats each and 3 groups with 5 rats each, CONTROL
GROUP: animals without treatment (5 animals), DIABETIC GROUP: intravenous
administration (peniane vein) of streptozotocin in the dose of 60mg/kg (10 animals),
DIABETIC-HIDROALCOHOLIC FRACTION GROUP: oral administration of
hidroalcoholic fraction in streptozotocin-induced diabetic rats in the dose of 28,5
mg/kg (10 animals), HIDROALCOHOLIC FRACTION GROUP: oral administration of
hidroalcoholic fraction in normal rats in the dose of 28,5 mg/kg (5 animals),
DIABETIC-ETHYL ACETATE FRACTION GROUP: oral administration of ethyl
acetate fraction in streptozotocin-induced diabetic rats in the dose of 3,2 mg/kg (10
animals), ETHYL ACETATE FRACTION GROUP: oral administration of ethyl acetate
fraction in normal rats in the dose of 3,2 mg/kg (5 animals). After forty days of
experimentation the rats were sacrificed and the blood (2 mL) was removed by
cardiac puncture for the subsequent quantification of the biochemical parameters
(glucose, cholesterol, urea, creatinine, alkaline fosfatase, GPT and GOT). The results
of the analyses indicate that there was not significant statistic diference (P>0,05)
between diabetic rats that received the hidroalcoholic and ethyl acetate fractions with
the diabetic rats without treatment, but there was an expressive diference between

diabetic rats that received the hidroalcoholic fraction and the diabetic rats without
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treatment. In agreement with the phytochemistry analysis the presence of the
phenolic compounds was verified (cafeic acid, ferulic acid and clorogenic acid) and
flavondides as quercetin, o-methyl quercetin, rutin, luteolin-7-G, luteolin and p-
cumaric acid. We concluded that the diabetes induced was diabetes type I; the
hidroalcoholic fraction has an effect anti hiperglicemic were but it doesn't regulate the
biochemical parameters as was mentioned in previous literature finally the effect anti
hiperglicemic of the yacon’s fractions could be attributed to the antioxidant and

hepatoprotector effect of the phenolic compunds.
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