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EXTRATO

FRINHANI, Eduarda de Magalhées Dias, M.S., Universidade Federa de Vigosa,
julho de 1998. Efeito de antocianinas de uvas roxas (enocianinas) e de
antocianinas extraidas de trapoeraba (Tradescantia pallida) em ratos
normais e diabéticos. Orientadora: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz.
Conselheiros: Tania Toledo de Oliveira e Jose Humberto de Queiroz.

Com o intuito de se avaliar 0 efeito de antocianinas de Tradescantia
pallida e de uvas roxas em animais normais e diabéticos, foi reaizado um
modelo experimental com ratos albinos, da raca Wistar, que foram alimentados
com ragdo comercial e uma dose diaria de 50 mg do extrato antocianico. O
experimento teve duracdo de 21 dias, em que se avaliaram o nivel de glicose
sangliinea e o peso corporal. O teor de proteinas colagenosas e ndo-colagenosas
no tecido Gsseo das patas dianteiras e traseiras dos animais foi avaliado no final
do experimento. O diabetes foi induzido pela administragdo intravenosa de
aloxano, perfazendo uma dose de 60 mg/kg de peso corporal. Esta patologia foi
caracterizada pela elevacdo da glicose sangliinea, apos quatro dias de aplicacdo
do aloxano e também pelo aumento do nivel de proteinas colagenosas no tecido
0sseo das patas dos animais, apos os 21 dias de tratamento. Um volume de 6 mL

do extrato aquoso de antocianinas de Tradescantia pallida, equivalente a 50 mg
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de peso seco, foi misturado, diariamente, a racdo comercial. Antocianinas de
Tradescantia pallida foram extraidas, com uma solugcdo etanol:agua (40:60)
acidificada com HCl 0,1%, e parcidmente purificadas em uma coluna
cromatografica, que teve como fase estacionaria a polivinilpolipirrolidona. O
extrato antocianico de uvas roxas, na forma de pod, € utilizado comerciamente
como corante alimenticio, sendo conhecido como enocianina. Os resultados
obtidos mostraram que antocianinas de Tradescantia pallida e de uvas roxas ndo
tiveram efeito hipoglicemiante nos ratos diabéticos. Ratos normais e diabéticos
tratados com antocianinas de uvas roxas e ratos normais tratados com
antocianinas de Tradescantia pallida apresentaram um ganho constante de peso
corporal. Ratos diabéticos tratados com antocianinas de Tradescantia pallida
perderam peso, apesar de terem consumido a mesma quantidade de alimento que
0s outros animais. Observou-se uma reducéo dos niveis de proteinas colagenosas
do tecido dsseo das patas traseiras e dianteiras de ratos com diabetes induzido por
aloxano, apds tratamento com antocianinas de Tradescantia pallida e de uvas
roxas. Nao houve similaridade de resultados entre os teores de proteinas néo-
colagenosas das patas dianteiras e traseiras, podendo-se concluir apenas que
houve reducéo dos niveis totais de proteinas ndo-colagenosas nos ratos normais.
O trabalho realizado demonstrou que antocianinas de Tradescantia pallida e de
uvas roxas apresentam um potencial na reducdo dos niveis de proteinas
colagenosas em animais com diabetes melito, podendo constituir-se em uma

forma alternativa de auxilio nas enfermidades provocadas pelo diabetes melito.



ABSTRACT

FRINHANI, Eduarda de Magalh&es Dias, M.S., Universidade Federal de Vigosa,
July 1998. Effect of anthocyanins of red grapes (enocyanins) and
extracted anthocyanins of trapoeraba (Tradescantia pallida) in normal
and diabetic rats. Adviser: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz.
Committee members. Ténia Toledo de Oliveira and José Humberto de
Queiroz.

To evaluating the effect of anthocyanins of Tradescantia pallida and of
red grapes in norma and diabetic animals, an experimental model was
accomplished with albino rats, of the strain Wistar, that were fed with
commercial ration and a daily dose of 50 mg of the extract of anthocyanin. The
experiment had duration of 21 days, in that the level of blood glucose and the
corporal weight were evaluated. The content of collagenous and noncollagenous
proteins in the bony tissue of front and back paws of the animals was evaluated
by the end of the experiment. Diabetes were induced through the intravenous
administration of alloxan, to bring up to the dose of 60 mg/kg of corporal weight.
This pathology was characterised by the elevation of blood glucose, after four
days of application of the aloxan, and also for the increase of the level of

collagenous proteins in the bony tissue of the animals, after the 21 days of



treatment. A volume of 6 mL of the agueous extract of anthocyanins of
Tradescantia pallida, equivalent to 50 mg of dry weight, was mixed, daily, to the
commercial ration. Anthocyanins of Tradescantia pallida was extracted, with a
ethanol:water (40:60) solution acidified with HCl 0,1%, and partially purified in
a cromatography column, that had as daionary phase the
polyvinylpolypirrolidone. The anthocyanins of red grapes, in the powder form, is
used commercially as food colorant, being known as enocyanin. The results
showed that anthocyanins of Tradescantia pallida and red grapes didn't have a
hypoglycemic effect in the diabetic rats. Normal and diabetic rats treated with
anthocyanin of red grapes and normal rats treated with anthocyanins of
Tradescantia pallida presented a gain constant of corporal weight. Diabetic rats
treated with anthocyanins of Tradescantia pallida lost weight, in spite of they
have consumed the same amount of food that the other animals. Was observed a
reduction of the levels of proteins collagenous of the bony tissue of the front and
back paws of rats with diabetes induced by aloxan, after treatment with
anthocyanins of Tradescantia pallida and of red grapes. There was not similarity
of results between the contents of noncollagenous proteins of the front and back
paws, could just be concluded that there was reduction of the total levels of
noncollagenous proteins in the norma rats. The accomplished work
demonstrated that anthocyanins of Tradescantia pallida and of red grapes have a
potential in the reduction of the levels of noncollagenous proteinsin animals with
diabetes mellitus, could be constituted in an aternative form of aid in the

ilInesses provoked by the diabetes mellitus.
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1. INTRODUCAO

Propriedades farmacoldgicas de antocianinas tém sido observadas nas
Ultimas décadas. S8 conhecidos seu efeito favoravel a visdo de homens e
animais, melhoria das condic¢des vasculares e problemas circulatérios, resultando
em prevencdo da fragilidade capilar e tromboses; atividade antioxidante; reducéo
dos niveis de colesterol total e conseqlente protegdo contra pProcessos
arteriosclercticos. E também comprovada a sua a¢do na reducdo do nivel de
colageno e glicoproteina estrutural em individuos diabéticos.

Em individuos portadores de diabetes melito, varias propriedades do
colageno sdo alteradas, podendo contribuir para o desenvolvimento de patologias
tipicas do diabetes e envelhecimento. Com o avanco da idade, o colageno,
proteina estrutural do tecido conjuntivo, apresenta um aumento no ndmero de
ligagOes cruzadas. A formagdo dessas ligagdes no coldgeno é resultado da
formacéo de produtos finais de glicosilacéo, que envolve a reacéo de reducéo de
um aclcar livre com 0 grupo amino da proteina. Aumento na concentracdo de
glicose, como o observado em diabéticos, ocorre a propor¢éo que os produtos
finais de glicosilacdo se acumulam nas fibras de colageno. A formacdo dos
produtos finais de glicosilacdo e ligagcdes cruzadas do colageno resultam em um
aumento da insolubilidade deste; mudancas das propriedades funcionais e

conformacionais do tecido conjuntivo, causando danos na adeséo de fatores de



crescimento e nas células osteogénicas; reducdo da forca de resisténcia dos 0ssos,
conduzindo a uma menor diferenciacdo; e reducdo da resisténcia dos 0ssos a
fraturas. Observam-se, ainda, diminuicdo da vascularizagcdo, arteriosclerose e
retardo da cicatrizacéo de feridas.

Efeitos de antocianinas de uvas sdo relatados na reducdo da biossintese
do colageno. Antocianinas de uvas roxas S80 caracterizadas por terem poucas
substituicbes de acucares e &cidos no nucleo flavilium. Ao contrério,
antocianinas de Tradescantia pallida, uma planta ornamental da familia das
Commelinaceae, apresentam alto grau de substituicao, inclusive no anel B, o que
aumenta em muito a sua estabilidade diante de fatores como temperatura, luz, pH
e oxigénio.

O presente trabalho teve como objetivo testar os efeitos de antocianinas
extraidas de folhas de Tradescantia pallida e antocianinas de uvas roxas,
enocianinas, no nivel de glicose sangliinea, no peso corpora e nos niveis de
proteinas colagenosas e néo-colagenosas em ratos normais e com diabetes

induzido por aloxano.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Antocianinas

As antocianinas estdo incluidas no grupo de pigmentos de ocorréncia
natural, responsaveis pela coloragéo azul, vermelha, violeta e purpura de muitas
espécies do reino vegetal (STRINGHETA, 1992).

As antocianinas formam as cores de muitas flores, folhas e frutos, sendo
provavelmente o corante mais comum, de cor vermelha, em sucos de frutas,
vinhos e geleias, e tém sido identificadas em vegetais t&o diversos, como magas,
uvas, morangos, framboesas, cergjas, cascas de batata-doce, cebola-roxa,
repolho-roxo, rabanete e ruibarbo, dentre muitos outros (TIMBERLAKE e
BRIDLE, 1980; FREUND et al., 1988).

Sintetizadas por quase todas as plantas superiores, as antocianinas
caracterizam-se por possuir a estrutura carboénica— Cq— C;— Cg—, fazendo parte,
portanto, do grupo de compostos conhecidos coletivamente como flavondides.
Entretanto, apesar de possuirem a mesma origem biossintética, as antocianinas
diferem dos outros flavonéides por absorverem fortemente a luz visivel
(BROUILLARD, 1982; JACKMAN et al., 1987).

As antocianinas encontradas na natureza sdo0 glicosidios de

antocianidinas, derivadas da estrutura basica do cétion flavilium (Figura 1).



O pigmento antocianina € composto de uma aglicona (antocianidina)
esterificada por uma ou mais moléculas de acucar. Agliconas livres raramente
ocorrem em alimentos, exceto, possivelmente em nivel de trago, como produto
de reacOes de degradacdo. Somente cinco agucares tém sido encontrados como
parte das moléculas de antocianinas, a saber, em ordem de abundancia: glicose,
ramnose, gal actose, xilose e arabinose. Antocianinas podem ser também aciladas,
0 que adiciona um terceiro componente a molécula. Uma ou mais moléculas dos
acidos arométicos — hidroxicinamico, p-cumarico, ferulico, caféico, vanilico e
singpico — e dos acidos aliféticos — acético, oxalico, maldnico, succinico e malico
— podem esterificar amolécula de agucar (FRANCIS, 1985).

Dezenas de antocianidinas s&o conhecidas, mas somente seis delas
(pelargoniding, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina) sdo
encontradas em aimentos (Figura 1). As outras antocianidinas,
comparativamente raras, sdo encontradas em algumas flores e folhas (FRANCIS,
1985).

Substituicdes

Cation flavilium 3 5 6 7 3 5
Pelargonidina OH OH H OH H H
Cianidina OH OH H OH OH H
Peonidina OH OH H OH OMe H
Déelfinidina OH OH H OH OH OH
Petunidina OH OH H OH OMe OH
Malvidina OH OH H OH OMe OMe

FONTE: STRACK e WRAY/, 19809.

Figura 1 — Cétion flavilium e as principais antocianidinas.



As diferencas entre as varias antocianinas individuais est&o no nimero de
grupos hidroxilicos na molécula, no grau de metilagdo destes grupos, na natureza
e no nimero de agucares ligados a molécula e na posicéo dessas ligagdes, bem
como na natureza e no numero de &cidos aromaticos e, ou, alifaticos ligados ao
acucar na molécula de antocianina (MAZZA e BROUILLARD, 1987).
Antocianidinas s80 mais instaveis e menos solUvels em agua que antocianinas,
indicando que a glicosilacéo confere solubilidade e estabilidade a esses
pigmentos (BROUILLARD, 1982).

A cor da antocianina € afetada por hidroxilacéo, metilacdo, glicolisacdo e
acilacdo de moléculas desse pigmento e pelo pH da solucdo em que ele esta
dissolvido. Estes efeitos, entretanto, ndo explicam satisfatoriamente a grande
variedade de cores associadas com a presenca de antocianinas em tecidos de
plantas. OSAWA (1982) prop0s que as antocianinas seriam estabilizadas por
copigmentos. Os copigmentos sd0, na maioria das vezes, flavondides néo
antocianicos, especialmente flavondis, alcaldides, aminoécidos, nucleotideos e
outros compostos, como acetal deido e taninos (ARAUJO, 1995).

In vivo, a copigmentacdo pode ocorrer como resultado da livre
associagdo da antocianina com outras substancias, sendo entdo chamada de
copigmentacdo intermolecular, ou, quando a concentracdo de antocianinas é
relativamente alta, estas podem atuar como copigmentos de ss mesmas, o0 que €
denominado copigmentacao intramolecular ou auto-associacdo (OSAWA, 1982).

A formagdo do complexo antocianina-flavondide é uma tipica
copigmentacdo intermolecular, e a complexacdo se da pela formacéo de ligactes
de hidrogénio entre a base quinoidal ou ion flavilium da antocianina e o grupo
hidroxila aromatico do flavonoide, produzindo um empilhamento horizontal. O
grande numero de grupos hidroxila da molécula do flavonGide fortalece a
formagao do complexo (STRINGHETA, 1992).

Por muitos anos acreditou-se que as antocianinas s eram glicosiladas no
anel A. As antocianinas convencionalmente aciladas no anel A estéo sujeitas a
mudanca de cor com o pH, devido a formacdo de pseudobase incolor em pH
proximo de 4 (Figura2) (MAZZA e BROUILLARD, 1987).



OH

AN R2 + Hgo

OH
Cétion flavilium- AH "

11

OH
O. R, +H
N R
OH
Base quinoida - A Chalcona- C

FONTE: MAZZA e BROUILLARD, 1987.

Figura 2 — Transformages estruturais das antocianinas.



Em 1977, YOSHITAMA encontrou a primeira antocianina substituida no
anel B em Lobelia erinus, demonstrando, assim, a ocorréncia de glicosilagdo nas
hidroxilas 3', 4 e 5. Um modelo complexo de copigmentacdo intramolecular,
entre antocianinas e seus residuos de acidos arométicos, usualmente acompanha
0os anéis B substituidos, sendo denominado empilhamento do tipo sanduiche
(Figura 3). Cada empilhamento € estabilizado por uma sobreposi¢éo de camadas
de aclcares hidrofilicos, ligados por ligacdes de hidrogénio (GOTO e KONDO,
1991).

FONTE: BROUILLARD, 1983.

Figura 3 — Modelo de empilhamento de dois residuos de &cido caféico com o
nucleo pirilium do cétion flavilium.

Na copigmentagdo intramolecular, os residuos arométicos dos grupos
acila se alinham com o and pirilium do cétion flavilium (ligacdo néo-covalente),
dificultando a adicdo da agua no C-2 e C+4 do anel. O copigmento protege o
croméforo flavilium, impedindo o atague nucleofilico da agua (hidratacdo

covalente), que induziria a formagéo de pseudobases e chalconas sem cor. Com a



dificuldade para a hidratacdo da molécula e o aparente impedimento das reacoes
de transferéncia de prétons pelo processo de “empilhamento” das moléculas, a
estabilidade dos cromoéforos aumenta sensivelmente. Como consequéncia, a
copigmentacdo tende a aumentar a concentracdo da forma colorida ativa e
diminuir a concentragéo da forma sem cor (STRINGHETA, 1992)

Por essa razéo, antocianinas monoaciladas ndo apresentam estabilidade de
cor. A presenca de dois ou mais residuos acila ligados ao acUcar € requerimento
fundamental para que haja uma boa estabilidade da cor em solugdes neutras
(MAZZA e BROUILLARD, 1987).

As antocianinas e antocianidinas apresentam uma absorvancia intensa na
regido compreendida entre os comprimentos de onda de 465 a 550 nm (Banda I)
e uma absorvancia menos intensa na regido entre 270 e 280 nm (Banda I1). A
posicéo dos picos varia consideravelmente com a mudanca do solvente e do pH
das solugdes (BOBBIO e BOBBIO, 1985).

A presenca de uma banda de absorcdo extra entre 560-600 nm e ou 600-
640 nm atribui-se a tendéncia em se formar base quinoidal em solugdes neutras
ou levemente &cidas. Duas formas podem estar presentes, a estrutura 7-ceto ou a
forma 4'-ceto. Se a hidroxila na posicdo 7 é blogueada por metilagdo ou
glicosilacdo, entdo a forma 4’ -ceto parece mostrar uma banda de absorcdo extra
no comprimento de onda maximo do visivel. As substitui¢cdes de aglcar no anel
B, junto com complexas acilacdes, favorecem a existéncia da forma 4’ -ceto,
freqlentemente sem a substituicdo na hidroxila 7. A presenca de uma banda extra
em altos valores de pH € altamente desgjavel para um corante de utilizacdo em
alimentos, porque este podera ser altamente colorido em valores de pH acima de
4, em que antocianinas convencionais sao fracamente coloridas (SHI et a.,
1992a). Deste modo, estas antocianinas contém um complexo acilado, que €,
obviamente, mais estavel que o de antocianinas de amora ou de preparactes de
enocianinas, mesmo em valor de pH menor (TEH e FRANCIS, 1988).

A estabilidade adicional nos pigmentos 4'-ceto de Zebrina pendula em
um modelo de bebidafoi confirmado por TEH e FRANCI'S (1988).



2.2. Antocianinas de uvas

Apesar de largamente disseminadas na natureza, s&o poucas as fontes de
antocianinas utilizaveis comercialmente, destacando-se as cascas de uvas como
subproduto da industria do vinho (ARAUJO, 1995). Estas contém altas
concentracbes de pigmentos antocianicos, 0s quais estdo disponiveis
comercia mente sob 0 nome genérico de enocianinas (FRANCIS, 1992).

Os processos de obtencdo das enocianinas incluem extracbes com
solucéo aquosa de anidrido sulfuroso ou com solventes al codlicos acidificados. O
produto final pode estar na forma de liquido concentrado, pasta ou pé
(MARKAKIS, 1982).

As uvas, dependendo da variedade, contém cerca de 25 pigmentos, 0s
quais sdo basicamente mono e diglicosidios das seis antocianidinas mais comuns
relacionadas na Figura 1. Os corantes comerciais derivados de uvas geralmente
tém uma porcdo apreciavel de pigmentos polimerizados (acima de 50% ou mais),
dependendo do tempo de producdo do corante e do tratamento ao qual ele foi
submetido (FRANCIS, 1992).

Antocianinas derivadas de uvas tém sido utilizadas como corantes
alimentares por muitos anos, embora hagja limitagdes no seu emprego em razéo de
mudancas de pH do meio e problemas de estabilidade dos pigmentos, visto que
antocianinas reagem com é&cido ascorbico, metais, aglicares e oxigénio, sofrendo
influéncia da luz e temperatura, dém da acdo de enzimas, que produz polimeros
e produtos de degradacéo (FRANCIS, 1992).

As antocianinas, de modo geral, ndo sdo estdveis a0 aguecimento
prolongado. Em temperaturas acima de 60 °C ocorre hidrélise da ligagdo 3-
glicosidica com abertura hidrolitica do anel e formacdo do derivado chalcona,
que se degrada a compostos escuros insolUveis de natureza polifendlica.
Escurecimento e perda de coloragdo também podem ocorrer durante
armazenamento, sendo recomendado o0 uso de baixas temperaturas. A
estabilidade das antocianinas a degradacdo térmica aumenta com a diminuicao do
pH e auséncia de oxigénio (ARAUJO, 1995).



2.3. Antocianinas de Tradescantia pallida

Antocianinas derivadas de plantas ornamentais tém, em geral, um grau
de acilagdo maior que o das originadas de frutas e vegetais comuns, tendo se
mostrado notavelmente estaveis em solugdes aguosas neutras ou levemente
&cidas. Um exemplo sdo as antocianinas da planta ornamental Tradescantia
pallida, da familia das Commelinaceae, que apresentam alto grau de acilacéo e
substituicdo no anel B (BAUBLIS e JIMENEZ, 1995).

A Tradescantia pallida, também denominada Setcresea purpurea, é
conhecida popularmente como coracio-roxo ou trapoeraba. E uma planta
originaria do México, pouco exigente e bem resistente a pragas e doencas
(MACHADO, 1996).

Figura4 — Folhas e flores de Tradescantia pallida.
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A estrutura da principal antocianina de Tradescantia pallida foi
determinada por SHI et al. (1993), por espectrometria de massa e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), como cianidina-3,7,3 - triglicosidio com trés
moléculas de &cido ferdlico, uma molécula de é&cido cafeico e uma de glicose
terminal. Um segundo pigmento idéntico, exceto pela auséncia da unidade de
glicose terminal, também estava presente.

BAUBLIS e JMENEZ (1995), por meio de hidrolises quimicas,
espectrometria de massa e RMN H, caracterizaram a principal antocianina da
Tradescantia pallida como 3-O-[6-O-[2,5-di-O-(E)-feruloil-a-L-
arabinofuranosil]-b-D-glucopiranosil]-7,3' -di-O-[6-O(E)ferul oil-b-D-

glucopiranosil] cianidina (Figura5).

FONTE: BAUBLIS e JMENEZ, 1995.

Figura 5 — Estrutura da Antocianina da Tradescantia pallida.

SHI et al. (1992 a) compararam a estabilidade de antocianinas de amoras
(cianidina-3-glicosidio) com a de uma amostra comercial de enocianina de uvas e
a de antocianinas de Tradescantia pallida solubilizadas em um sistema-modelo
composto de tamp&o citrato-fosfato em valores de pH 3,5; 4,5; e 5,5 e 15% de

sacarose. A amostra de Tradescantia pallida mostrou-se mais estavel que as
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outras duas, em todos os valores de pH estudados, apresentando uma banda extra
de absorcdo em 583 nm, devido aforma 4’ -ceto, que forneceu uma boa coloracéo
em pH 5,5.

SHI et a. (1992c) também desenvolveram uma metodologia para
comparar quantitativamente a estabilidade de antocianinas de repolho-roxo
(Brassica oleracea) e de Tradescantia pallida em bebidas sem aglcar e em um
sistema de proteinas de peixes. A antocianina de Tradescantia pallida mostrou-se
cerca de 29 vezes mais estavel que a do repolho-roxo no sistema de bebidas sem

acucar e 15 vezes mais estavel no sistema de proteinas de peixes.

2.4. Extracao e purificacéo de antocianinas

A extragdo de antocianinas é comumente acompanhada por maceracéo
do material da planta (raizes, caules, folhas, flores) com solucdes de HCl 0,1
mol/L a 1% em metanol ou etanol, a baixas temperaturas. Para facilitar a
extracdo, a adicdo de 10 a 50% de agua pode ser necessaria, dependendo do
material da planta. Os extratos podem ser cuidadosamente concentrados a vacuo
a 30 °C e devem ser estocados a —20 °C ao abrigo de luz (FRANCIS, 1982;
STRACK e WRAY, 1989).

Para a purificagcdo e identificagdo de antocianinas e agliconas em
trabalhos preparativos, recomenda-se cromatografia em papel Whatman n° 3,
com 0 uso de vérios solventes, que também so aplicavels em trabalhos analiticos
com papel Whatman n® 1, ou cromatografia em camada delgada em celulose
(FRANCIS, 1982). Para comparacéo de valores de Rf, afase superior do sistema
n-butanol:&cido acético:agua (BAW), na proporcéo de 4:1.5, é o solvente mais
popular, junto com n-butanol:écido cloridrico 2 mol/L (1:1, fase superior, BHCI),
HCl 1% ou o sistema, acido acético:HCl conc.:agua (15:3:82) (STRACK e
WRAY, 1989).

As antocianinas podem ser isoladas a partir do extrato bruto, mas, em
muitos casos, podem ser prefracionadas por cromatografia em coluna aberta.

Separagles tém sido feitas em aumina, resinas de troca catidnica, magnesol,
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silica &cida, celulose em pod, poliamida e filtragcdo em gel, usando-se sephadex
(HRAZDINA, 1970). As vantagens e desvantagens do uso das resinas para as
colunas mencionadas anteriormente séo extensivamente discutidas por SEIKEL
(1962).

A cromatografia em polivinilpolipirrolidona, Polyclar AT, mostrou-se
promissora para a separagéo de antocianinas em grandes quantidades, permitindo
0 uso direto de extratos de plantas sem procedimentos de purificacdo
preliminares (HRAZDINA, 1970). O oxigénio na ligagdo peptidica de
polovinilpolipirrolidonas (PVPP) pode formar fortes ligagdes de hidrogénio com
0 préton de grupos fendlicos. Esta propriedade tem sido usada com sucesso na
remocdo de compostos fenolicos durante o isolamento de enzimas de plantas
(WROLSTAD e PUTNAM, 1969). HRAZDINA (1970) separou 3,5-
diglicosidios de peonidina, petunidina, cianidina, malvidina e delfinidina de uvas,
usando cromatografia em coluna aberta em PV PP. Estes cinco pigmentos diferem
em numero de grupos metoxilas e ou fendlicos.

TANCHEV e TIMBERLAKE (1969) purificaram extensivamente
antocianinas de repolho-roxo, utilizando cromatografia em coluna com o suporte
polivinilpolipirrolidona (Polyclar AT) e o solvente metanol:&cido cloridrico
(97:3, vlv). Posteriormente, o extrato foi purificado em uma coluna
cromatografica com celulose, usando &cido acético:acido cloridrico, seguido por
butanol:acido cloridrico.

Segundo SHI et al. (1993), os métodos classicos de identificacdo de
antocianinas, como cromatografia em papel, funcionam muito bem com
estruturas relativamente ssimples, mas sd0 inadequados para compostos multi-
acilados no anel B. Espectrometria de massa com rgpido bombardeamento de
atomos (FAB-MS) e espectrometria de massa com ion liquido secundério (LSI-
MS) foram métodos utilizados por SHI et al. (1993) para a identificagdo de
antocianinas de Tradescantia pallida e tém sido muito aplicados na determinacéo
do peso molecular de antocianinas.

SHI et al. (1992b) desenvolveram um método baseado na proporcéo de

acidos para aglucares e, ou, agliconas, usando cromatografia liquida de alta
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eficiéncia (CLAE). Este método foi usado para confirmar a identificagéo de
pigmentos em batata-doce (I poema batatas) e Tradescantia pallida.

M étodos analiticos para uma mistura de antocianinas por CLAE tém sido
largamente desenvolvidos, mas a aplicacdo desta técnica para o isolamento de
antocianinas em uma complexa mistura de extrato de plantas é limitada. IDAKA
et a. (1987) redizaram a separacdo de antocianinas altamente aciladas de
plantas, usando CLAE com a resposta sendo dada em trés dimensdes. Estas
antocianinas foram caracterizadas, utilizando-se espectros de massa, hidrélise
alcalina e comparacdo de absorvancia nas regides espectrais do visivel e

ultravioleta.

2.5. Toxicologia e propriedades far macol 6gicas de antocianinas

Segundo a Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
(1982), a disponibilidade de informagdes sobre antocianinas sugere que estas
sejam pouco absorvidas pelo trato gastrointestinal. O metabolismo no animal é
limitado, podendo ser devido a transformagGes das antocianinas por enzimas
produzidas pela flora bacteriana. Metabdlitos de antocianinas ainda ndo foram
identificados.

POURRAT et a. (1967) determinaram a dose letal (DLsy) de
antocianinas (mistura de cianidina, petunidina e delfinidina extraidas de groselha,
mirtilo e baga de sabugueiro). Este autor testou doses de 0 a 25.000 mg/kg em
ratos e doses de 0 a 20.000 mg/kg de peso corporal em camundongos, por
diferentes vias de aplicagdo (Quadro 1). Concluiu haver auséncia de toxicidade
por via ora, relatando que doses toxicas por via intravenosa ou intraperitonial
produziram sedacéo, convulsao e, finalmente, morte.

Antocianinas (extrato de groselha, mirtilo e baga de sabugueiro) néo
apresentaram efeito teratogénico em ratos, camundongos e coel hos quando foram
administradas doses de 1,5; 3 ou 9 g/kg por trés gerages sucessivas.

A administracdo de antocianinas por via ora (5.000 mg/kg) ou

intraperitonial (500 mg/kg) em coelhos ndo causou nenhuma alteracéo na pressao
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arterial. Entretanto, injecéo intravenosa de solucéo de antocianinas (100 a 200
mg/kg) causou ligeira hipotensdo, acompanhada de diminuicdo da amplitude
respiratéria. Com injecdo intravenosa (25 mg/kg) observaram-se efeitos

diuréticos e uma vasodilatagcéo das artérias coronarias de coel hos.

Quadro 1 — Valores de DL 5y para ratos e camundongos

Animais Viade aplicagéo DLsg
(mg/kg de peso corpdreo)

Ratos Intraperitonial 4110
Intravenosa 840

Ord 25000

Camundongos Intraperitonial 2850
Intravenosa 240

Ord 20000

FONTE: POURRAT et al., 1967.

Os efeitos das antocianinas extraidas de uvas Vitis labrusca foram
avaliados extensivamente durante 90 dias na reproducéo de cées e ratos. N&o foi
observado nenhum efeito colateral em caes Beagle machos, fora um menor
consumo de alimentos e, consequentemente, perda de peso durante as cinco
primeiras semanas de estudo. As fezes, os dentes e as gengivas ficaram coloridos
quando foram usados niveis elevados de antocianinas na dieta (7,5 e 15%). O
corante foi incorporado no mesmo nivel na dieta dos ratos durante o estudo de
duas geracoes e causou perda de paladar, sendo afetado o consumo de alimentos,
e perda de peso de alguns 6rgdos, como o figado. Entretanto, ndo foi observado
nenhum outro efeito colateral em estudos em que se estabeleceu um nivel de
7,5% de antocianinas na dieta, equivalente a cerca de 5 mg/kg de peso
corporal/dia (TIMBERLAKE e HENRY/, 1988).

Ha cerca de 20 anos, as antocianinas foram relatadas como causadoras de

um efeito favoravel a visdo de homens e animais, como rapida adaptacéo ao
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escuro (TIMBERLAKE e HENRY, 1988). POURRAT et a. (1967) observaram
melhores condic¢des vasculares de 73-97% quando preparados de antocianinas de
mirtilo, cassis e vinho de uvas roxas foram administrados a 8.000 pacientes na
Europa.

Efeitos fisioldgicos de antocianinas foram observados na prevencdo da
fragilidade capilar. Muitos trabalhos nesta area tém sido feitos com preparagcoes
farmacéuticas do extrato comercial de antocianinas de Vaccinium myrtillus, que
s80 largamente usadas no tratamento de varios problemas microcirculatorios.
Outros estudos mostraram que as antocianinas de Vaccinium myrtillus tém
potencial para a prevencdo de tromboses (MORAZZONI e MAGISTRETTI,
1986).

Vaccinium myrtillus administrado oralmente em ratos exerce significante
atividade preventiva e curativa antitlcera. Formulagdes farmacéuticas, contendo
antocianinas e antocianidinas para o tratamento de desordens na circulacdo
sanguinea, foram patenteadas no Japdo (TIMBERLAKE e HENRY, 1988).
Outros estudos tém mostrado que antocianinas apresentam atividade
antiinflamatoria (TAMURA e YAMAGAMI, 1994) e anticonvulsivante
(DRENSKA et d., 1989).

Estudos de antocianinas de Atsumi-kabu (Brassica campestris L.) e seus
efeitos no nivel de colesterol de ratos indicaram aumento no nivel de HDL-
colesterol e reducdo do colesterol total em ratos alimentados com uma dieta rica
em colesterol e acido colico, sugerindo uma protecdo contra processos
arterioscleréticos (IGARASHI et al., 1990).

BETTINI et a. (1993) estudaram a influéncia de antocianosidios de
Vaccinium myrtillus no processo de relaxamento induzido por acetilcolina em
artérias coronarias de bovinos e concluiram que Vaccinium myrtillus aumenta
esse relaxamento induzido, estimulando tanto a liberag&o de prostaciclinas como
o fator de relaxamento derivado do endotélio.

TSUDA et a. (1994) estudaram a atividade antioxidante de antocianinas
3-O-b-D-glicosidio e cianidina isolados de Phaseolus vulgaris L. e concluiram

que estes pigmentos podem representar papel importante na prevencdo da
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peroxidacao lipidica de membranas celulares, evitando a agdo dos radicais livres,
que estdo associados ao envelhecimento e a carcinogénese em humanos.
TAMURA e YAMAGAMI (1994) verificaram a agdo antioxidativa de
antocianinas monoaciladas isoladas de uvas Muscat bailey A. e compararam esta
acdo com a de compostos antioxidantes, como a-tocoferol, (+)-catequina e
naringenina, encontrando efeito antioxidante maior nas antocianinas. As
propriedades antioxidativas de antocianinas, compostos flavonoides e fendlicos
encontrados em vegetais, frutos e no vinho, especialmente o tinto, o qual é
incluido amplamente e de forma mais constante na dieta de alguns povos, talvez
possam explicar melhor a menor incidéncia de arteriosclerose, doenca arterial
coronariana e tendéncias trombogénicas observadas nesses povos, visto que o
processo de peroxidacdo lipidica assume grande importancia nesses processos
patol 6gicos (KINSELLA et al., 1993).

Lagrue et a. (1979), citados por TIMBERLAKE e HENRY (1988), em
um ensaio clinico com 54 pacientes diabéticos, forneceram 500-600 mg/dia de
antocianinas de Vaccinium myrtillus (VMA) por 8 a 33 meses, observando
normalizacdo quase total do colageno polimérico e reducdo de 30% na
glicoproteina estrutural, 0s quais causam estreitamento dos capilares sangiineos
em individuos diabéticos. Resultados obtidos em nivel celular, usando Vaccinium
myrtillus, vém confirmando os testes clinicos. BONIFACE et al. (1986) também
observaram VMA como redutora da biossintese de colageno polimérico e
glicoproteina estrutural. POURRAT et a. (1967) ndo observaram nenhum efeito

hipoglicémico quando antocianinas foram administradas em coelhos.

2.6. Tecido 6sseo

O o0ss0 € composto de uma mistura de fibras de colageno e
mucopolissacarideos, mineralizado por sais de cacio nos ostedcitos.
Desempenha papel estrutural primério, protege tecidos delicados, fornece meio
de sustentacdo para as articulacdes e atua como reservatorio de minerais, tais

como calcio, fésforo, sddio e magnésio, cujo metabolismo e distribuicdo séo

17



homeostaticamente regulados por varios hormoénios, como calcitonina,
paratormonio e vitaminaD (SMITH et al., 1988).

As principais células do tecido 6sseo sdo 0s osteoblastos, osteocitos e
osteoclastos. Os osteoblastos sintetizam as fibrilas de colageno da matriz
organica, os ostedcitos gjudam na manutencéo da matriz 0ssea, e 0s osteoclastos
estdo ligados a reabsorcéo Ossea, que faz parte do processo continuo de
remodelacdo 6ssea (ZIPKIN, 1973).

2.6.1. O colageno

O tecido 0sseo € formado de matrizes organicas e minerais. De acordo
com VOUGHAN (1970), a matriz organica é constituida basicamente de
proteinas colagenosas e da fragdo nédo-colagenosa. Segundo o autor, o colageno
forma 90% da matriz éssea e tem sido identificado como uma Unica espécie de
proteina. O colageno, sendo proteina fibrosa, € ndo sO a maior proteina
extracelular dos tecidos conjuntivo e 0sseo, mas também a mais abundante dos
vertebrados superiores, correspondendo a um terco do total das proteinas do

corpo. Os tipos de colageno estdo indicados no Quadro 2.

Quadro 2 — Tipos de colageno

Tipo Tecidos Caracteristicas
I Tecidos conjuntivos Baixaglicosilacdo de hidroxilisina
I Cartilagem Altaglicosilagéo de hidroxilisina
1l Pele, artérias e Gtero Hidroxiprolina; cadeias com ligacdes
dissulfeto
v Membranas basais Hidroxiprolina e alta glicosilacédo de

hidroxilisina; amplo dominio globular
\ Matriz intersticial Similar ao tipo 1V

FONTE: PROCKOP e WILLIANS, 1982.

18



A formagéo de fibrilas de colégeno € um processo complexo, com
reacoes tanto no meio intracelular quanto no extracelular. No interior da célula
ocorrem 0S seguintes eventos. sintese de moléculas protocolagénicas,
hidroxilacdo de aguns residuos de prolina e lisina, glicosilacéo dos residuos
hidroxilisina para formar mondmeros de procolageno, e exteriorizacdo de
procolégeno como trimeros de configuracdo helicoidal. Do lado externo da célula
ha uma hidrdlise proteolitica limitada do procolageno para formar tropocol dgeno,
que em seguida formaa matriz fibrilar ( WASSERMAN, 1984).

A composicdo priméria do colageno comprova a auséncia de L-tripisina
(Trp) e L-cistina (Cis) e a existéncia de pequena quantidade de L-tirosina (Tir),
L-Histidina (His) e L-metionina (Met). No entanto, coldgeno de diferentes
espécies contém em média 35% de glicina (Gli), 12% de L-prolina (Pro), 11% de
alanina (Ala) e 9% de hidroxi-prolina (VOUGHAM, 1970).

Numerosos residuos de prolina e hidroxiprolina proporcionam uma
conformagéo rigida e com curvaturas curtas, ficando as trés cadeias peptidicas
helicoidais firmemente enroladas uma em volta da outra. As subunidades se
encontram solidamente unidas com outras fibrilas por ligagdes cruzadas
formadas as expensas de residuos de lisina e hidroxilisna A formacdo de
ligaghes cruzadas comega pela oxidacdo de certos residuos de lisina em lisina-
aldeido, denominada também alisina (oxidacdo da fun¢do amina primaria do
aldeido). Um residuo de disina reage com um residuo de lisna ou de
hidroxilisina, formando uma base de Schiff por perda de uma molécula de agua.
Esta unido € instavel e se estabiliza por migracéo interna de hidrogénio. Quanto
mais ligagOes cruzadas contiver o colégeno, mais estavel, resistente e solido ele
setornard (BOREL et al., 1989).

A formacdo de hidroxiprolina a partir da prolina ocorre somente apos a
sintese da molécula de colageno ter se completado. A enzima prolina hidroxilase
acompanha a conversdo oxidativa da prolina em hidroxiprolina. Um nimero
importante de cofatores, como o acido ascorhico, € requerido para uma completa
atividade desta enzima. Existe evidéncia de que um polipeptidio precursor do

colageno, rico em prolina, preferivelmente a hidroxiprolina, denominado
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protocolageno, sgja um intermediario na biossintese do colageno. Protocoldgeno
age como substrato para a prolina hidroxilase (POTTS e DEFTOS, 1969).

A medida que o ser humano envelhece, mais interligagdes covalentes se
formam no interior e entre as unidades de tropocolageno, tornando as fibrilas de
colageno dos tecidos conjuntivos mais rigidas e quebradicas. Como o colageno
esta presente em tantas estruturas, o aumento da rigidez e fragilidade com aidade
altera as propriedades mecanicas de tendbes e cartilagens, torna 0s 0ssos menos
resistentes e provoca diminuicdo da transparéncia da coOrnea ocular
(LEHNINGER, 1985).

2.6.2. Proteinas ndo-colagenosas

Técnicas modernas de andlise possibilitaram o isolamento de grande
nimero de proteinas ndo-colagenosas da matriz de tecidos conjuntivos
mineralizados. As proteinas néo-colagenosas parecem estar envolvidas na
secrecdo, montagem, maturacdo, mineralizacdo e, ou, manutencdo da matriz
extracelular. As principais proteinas ndo-colagenosas do 0sso sdo anionicas, e
uma das mais abundantes € a osteonectina, que parece ser a promotora da
mineralizacdo (BOSKEY, 1989).

A osteocalcinag, que contém écido g-carboxiglutamico, sintetizada pelos
osteoblastos, é a proteina ndo-colagenosa mais abundante no osso adulto (Y OON
et al., 1988). A osteocalcina representa 1% do total das proteinas do 0sso. Esta
proteina, de 6.500 daltons, € formada por 49 aminoéacidos, dos quais quatro séo
acidos g-carboxiglutamicos, e ndo apresenta hidroxiprolina (HAUSCHKA et a.,
1975; PRICE et al., 1976). Sua funcéo € bastante discutida, mas sabe-se que esta
proteina tem a propriedade de se ligar a0 Ca™* por meio do &cido ¢
carboxiglutdmico e pode associar-se com micelas de fosfolipidios do plasma
(LIAN et al., 1982). Uma relacdo das principais proteinas néo-colagenosas dos

0Ss0s € apresentada no Quadro 3.
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Quadro 3 — Proteinas ndo-col agenosas dos 0ssos

Nome Quantidade Funcéo
Proteolipidio calcificavel ~ —mmemeeee Mineralizacéo
Proteoglicanas 4-10% Mineralizagéo
Osteonectina 23% Mineralizacéo
Fosfoproteinas 9% Mineralizacéo
Sialoproteina (BSP 1) 8-12% Adesdo das células
BSPII <1% Organizagéo damatriz
Osteocalcina (Gla proteina) 15-20% Mineralizacéo
Matriz Gla proteina 2% Mineralizacdo
BP2 ? Mineralizacéo
BMP e Morfogénese
Fatoresdecrescimento ---m-mee- Regulacdo celular
Glicoproteinaacidica @ —-mmeeeee- Mineralizacéo

FONTE: BOSKEY, 1989.

A porcdo mineral do 0sso consiste de duas fases de fosfato de célcio —
fosfato de calcio ndo cristalino ou amorfo e apatita pouco cristalizada —, sendo
quimica e fisicamente distintas (POSNER, 1973). Na mineralizacdo do 0sso, a
fase amorfa é depositada primeiro, e, subsegientemente, uma porcdo €
convertida em apatita. O 0sso jovem é mais rico em fosfato de calcio amorfo que
em fosfato de célcio de apatita, enquanto 0 0sso maduro contém mais a fase
cristalina que afase amorfa.

A porcdo mineral do tecido 6sseo esta em troca constante com 0s
constituintes do plasma, apresentando inter-relacdes metabdlicas com os fluidos
corporais, que servem de reserva de minerais. Mais de 90% do calcio e 95% do
fosforo corporal estéo presentes no tecido 6sseo. A estrutura quimica exata dos
0Ss0s ndo € inteiramente conhecida em razdo da complexidade da estrutura
quimica dos fosfatos (SMITH et al., 1988).

As hidroxiapatitas parecem ser 0s principais sais de calcio e fésforo. Os

ions da superficie do cristal de hidroxiapatita so hidratados, existindo, portanto,
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uma camada ibnica em volta do cristal, denominada capa de hidratacdo, que
facilita a troca de ions entre o cristal e o fluido intersticial (WINDLE, 1976). A
associagéo da hidroxiapatita com as fibras de colageno da matriz organica é

responsavel pela dureza e resisténcia caracteristicas do tecido 6sseo.

2.7. Diabetes melito e desor dens no metabolismo

O diabetes melito € definido como uma sindrome caracterizada por
niveis elevados de glicose sanglinea, em situacbes de jgum, aém de ser
acompanhado por alteragdo do metabolismo de carboidratos e também de
lipideos e proteinas, sendo essas alteragbes uma conseqiéncia do déficit da
secrecdo ou da agao dainsulina (PALLARDO, 1997).

Os niveis da glicose sanguinea sGo mantidos pela glicose originada dos
carboidratos da dieta e do glicogénio do figado. Ao entrar na corrente sanguiinea,
a glicose é rapidamente enviada para as células, onde pode ser utilizada como
energia (oxidacdo celular) e convertida em glicogénio para armazenagem no
figado ou musculo (gliconeogénese) ou, em gordura, para armazenagem em
tecido adiposo (lipogénese).

O transporte da glicose ao interior da maioria das células depende da
presenca de insulina anexa aos locais receptores nas membranas celulares. Na
auséncia de insulina suficiente ou na presenca de eficécia reduzida de insulina, a
glicose n&o pode atravessar a membrana da célula, acumulando-se, por isso, no
sangue e levando a hiperglicemia e glicosUria. Excecdes sdo o cérebro, o figado,
os cristalinos dos olhos, as hemacias e a medula renal, nos quais a glicose esta
apta adifundir através da membrana da célula sem aintervencdo dainsulina.

O diagnoéstico do diabetes melito é feito, geralmente, medindo-se a
glicose plasmatica de jeum, as vezes, combinada com um teste de tolerancia a
glicose oral ou uma glicose pés-prandial plasmatica. Sendo o nivel normal de
glicose no plasma de 70 a 115 mg/dL, um diagnodstico de diabetes é feito se, em
duas ocasiGes separadas, o nivel de glicose plasmética em jejum for maior que
140 mg/dL (MAHAN e KRAUSE, 1994).
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Uma ateracdo metabolica caracteristica do diabetes é a excessiva, mas
incompleta, oxidacdo dos acidos graxos no figado, resultando na producéo
elevada das substancias cetbnicas acetoacetato e b-hidroxibutirato, que néo
podem ser usadas pelos tecidos periféricos tdo rapidamente quanto séo
sintetizadas no figado. Em adicdo ao b-hidroxibutirato e ao acetoacetato, o
sangue dos diabéticos também contém acetona, que resulta da descarboxilacdo
espontanea do acetoacetato.

Outra caracteristica do diabetes € uma excrecéo elevada de uréia, principa
produto de excrecdo nitrogenada da degradacdo oxidativa de aminoacidos. A
degradagéo oxidativa excessiva dos aminoacidos nos diabéticos reflete grande
aumento na taxa de gliconeogénese.

Marcante e bastante séria é a grande diminuicdo do pH sanglineo no
diabetes ndo controlado, que pode cair até para 6,8, sendo o valor norma em
torno de pH 7,4. A acidez aumentada é devida a extensa formacéo de substancias
cetbnicas no figado e sualiberagdo no sangue (LEHNINGER, 1985).

A insulina promove a sintese dos acidos graxos no figado, além de um
armazenamento subsequiente de gordura, por estimular a atividade da enzima
lipoprotéica lipase, que exerce, entre outras, funcéo de facilitar a captacéo de
trigliceridios pelo tecido adiposo. Na auséncia de insulina ou eficécia de sua
atividade, a lipdlise é acionada, aumentando os &cidos graxos livres,
triacilglicerdis, colesterol e fosfolipidios no sangue.

A insulina promove, tambéem, o transporte dos aminoacidos através da
membrana da célula num sistema de transporte similar ao da glicose e a sintese
protéica no tecido muscular e no figado. Na auséncia de insulina suficiente, os
aminoacidos sdo desaminados, e a por¢do ndo nitrogenada é usada para sintetizar
aglicose ou acidos graxos (MAHAN e KRAUSE, 1994).

Em individuos portadores de diabetes melito, uma ou mais propriedades
do coldgeno sdo alteradas em caminhos que levam a aceleracdo do
envelhecimento (HAMLIN et a., 1975). Com o avanco da idade, o colageno,
proteina estrutural do tecido conjuntivo, desenvolve um aumento no nimero de

ligagbes cruzadas (VERZAR, 1964), que pode ser avaliado por vérios
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parametros, tais como testes de desnaturacdo quimica, digestibilidade e
solubilidade de colageno (BEHERA e PATNAIK, 1979).

Sendo o aumento das ligagbes cruzadas no colageno uma indicacéo do
envelhecimento fisiolégicoob BEHERA e PATNAIK (1979) avadiaram a
aceleracdo do envelhecimento do colageno em diabéticos. Camundongos com
diabetes induzido por aloxano apresentaram uma reducdo do nivel de
solubilidade de colageno de 0ssos, pele e tenddo, apos 4 e 28 dias de tratamento.
Isto sugere que, em ratos com diabetes induzido por aloxano, ha formacéo de
metabdlitos que podem acelerar 0 envelhecimento do coldgeno. Os autores
também sugerem que a causa da aceleragéo do envelhecimento do colégeno pode
ser devida a fatores como a presenca de inibidores de colagenases ou de aldeidos
ou de outros metabdlitos.

REGNAULT et al. (1973) observaram que, em pacientes diabéticos, a
porcentagem de *H-prolina aumenta no coldgeno polimérico e diminui no
colageno soluvel. Este aumento da polimerizacdo do coldgeno no diabetes parece
estar paralelo com o aparecimento de ligagbes cruzadas do colédgeno e no
espessamento das membranas dos tecidos conjuntivos.

De acordo com DECKER (1977), o coladgeno, quando formado, € soluvel
e as ligacdes cruzadas progressivamente aumentam, formando o colageno
insolivel. Em diabéticos, este processo € acelerado, tornando o colégeno
resistente a lise. Diabéticos sofrem espessamento dos capilares causados pelo
aumento do colégeno polimérico e da glicoproteina estrutural (Lagrue et a.,
1979, citados por TIMBERLAKE e HENRY, 1988).

Diabetes induzido experimentalmente tem mostrado diminuicdo da
vascularizagao e retardo da cicatrizacdo de feridas. O colégeno, principal proteina
do tecido conjuntivo, é afetado na maioria dos diabéticos. MOHANAM e BOSE
(1981), estudando a atividade de °H-hidroxiprolina no coldgeno solivel e
insolivel de ratos com diabetes induzido por aloxano e estreptozotocina,
observaram diminuicdo da sintese e aumento do catabolismo de colageno,

acompanhados por uma conversao do colageno sollvel parainsolavel.
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TOMASEK et a. (1994) relataram o aumento da formagéo de ligacOes
cruzadas do colégeno de tecido conjuntivo nos 0ssos de ratos diabéticos e idosos.
A formagdo de ligagbes cruzadas no colédgeno é resultado da formagdo de
produtos finais da glicosilagdo. O processo de glicosilagdo envolve a reagéo de
reducdo de um agucar livre com 0 grupo amino de uma proteina, para formar
uma base de Schiff quimicamente reversivel. Esta base sofre um rearranjo
reversivel para uma forma mais estéavel, o produto de Amadori. Este produto
sofre uma série de reagdes para formar os produtos finais da glicosilagéo, tais
como O recentemente caracterizado produto final de glicosilacéo, 2-(2-furoil)-
4(5)-(2-furanil)-1H-imidazol (BROWNLEE et al., 1986), que podem reagir com
0S grupos aminos de outras proteinas e formar ligagbes cruzadas covalentes
irreversiveis (Figura 6). Os produtos finais da glicosilacdo vao-se acumulando ao
longo da vida naforma de proteinas, como o colageno.

Uma elevacdo na concentragdo de glicose, como a observada em
diabéticos, aumenta a proporcdo em que os produtos finais de glicosilacdo se
acumulam nas fibras de colageno. Segundo TOMASEK et al. (1994), aformacéo
dos produtos finais de glicosilacéo e ligagdes cruzadas do colégeno resultam em
aumento da insolubilidade deste e mudangas das propriedades funcionais e
conformacionais do tecido conjuntivo, causando danos na ades&o de fatores de
crescimento e nas células osteogénicas (células que dao origem aos 0Ssos) e
reducdo da forca de resisténcia dos 0ssos, conduzindo a uma menor diferenciacéo

e reducdo da resisténcia dos ossos a fraturas.
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Figura 6 — Reacbes de glicosilacdo e formacao de ligacbes cruzadas no colageno.
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2.8. Mecanismo de acéo do aloxano na inducdo do diabetes melito

O aloxano, 2,4,5,6-tetraoxoexaidropirimidina monoidratado (MORDESS
e ROSSINI, 1981), tem sido largamente utilizado como um agente diabetogénico
desde a descoberta de sua relativa citotoxidade para as células beta (b) do
pancreas (GORRAY et al., 1986).

De acordo com GORRAY et al. (1986), estudos morfoldgicos sugerem
gue, na inducéo de diabetes melito por aloxano, as células b do pancreas séo
destruidas por uma necrose de liquefacéo, 0 gque resulta, apos um periodo de
aproximadamente cinco dias, em severa e persistente reducéo da insulina sérica;
reducdo do nimero de células b no pancreas e nas ilhotas, moderada cetonuria e
perda de peso. Entretanto, GORRAY et a. (1986) verificaram que, em
porquinhos-da-india, as células b localizadas fora das ilhotas de Langerhans séo
resistentes ao efeito da droga.

Cerca de 10 minutos ap0s uma injecéo intravenosa de aloxano em caes,
as células b das ilhotas do pancreas encolhem, e 0 espaco capilar ao redor dessas
células aumentam. Apos 60 minutos, 0 nucleo das células b torna-se picnético, e
0 citoplasma mostra vacuolizagdo. Em cinco horas, a mitocondria perde a
aparéncia granular normal, apresentando edema e fragmentacdo, vindo a
desaparecer completamente 12 horas apds a injecdo. Apos 16 horas, ocorre lise
do nucleo, culminando com a morte das células b. Neste periodo, as células alfae
delta mantém sua aparéncia normal. Os &cinos permanecem intactos e a enzima
de secregéo pancreatica, normal (PEMBERTON e MANAX, 1970).

Segundo BONDY (1969), injecéo intravenosa de aloxano causa
rapidamente danos as células b das ilhotas. Se o fornecimento pancredtico arterial
for suspenso por cinco minutos apods a injecdo, as ilhotas sdo protegidas. O efeito
imediato do aloxano é a elevacdo da glicose sangliinea, que pode ser prevenida
por tratamento simulténeo com insulina ou por prévia adrenalectomia ou
hipofisectomia. Entretanto, a prevencéo da fase hiperglicémica néo previne os

danos causados as células b. Brevemente, apds o episodio hiperglicémico, ha
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uma rapida queda da glicose do sangue para niveis hipoglicémicos,
provavelmente como um resultado da liberagdo da insulina pelas células b
danificadas. Depois de poucos dias, a glicose do sangue volta a aumentar,
passando a ser usua mente mantida em niveis elevados. Neste ponto, as células b
estdo degeneradas, sendo o conteldo de insulina no péancreas reduzido para
niveis muito baixos.

A similaridade da estrutura do aloxano com a do &cido Urico indica a
possibilidade de que a diabetes melito em humanos deve ocorrer como resultado
de algum defeito no metabolismo do acido Urico, que deve produzir aloxano em
quantidades téxicas. N&o ha, porém, evidéncias de que isso ocorra, ja que
métodos muito sensiveis tém falhado para detectar aloxano no sangue ou
produzir evidéncias de que o &cido Urico sgja convertido em aloxano in vivo.
Entretanto, o acido Urico € um produto final do metabolismo humano; e, em
outras espécies gue podem quebrar-se moléculas menores, 0s produtos finais sdo
alantoina, amdnia e acido glioxilico. Em tampéo borato, uricase (que esta ausente
em humanos) também forma acido al oxanico, mas ndo existem evidéncias de que

este composto chegue a se tornar aloxano.

O
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@)
! !
Aloxano Acido trico

O mecanismo de acdo do aloxano em destruir células b ndo esta claro,
mas essa substancia € também capaz de produzir danos no figado e nos rins. Os
danos nos rins sdo limitados as doses toleradas em muitos mamiferos, por isso 0
diabetes pode ser produzido somente em coelhos, ratos e cdes. Em passaros e

anfibios, a droga ndo produz a doenca.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho experimental foi desenvolvido nos laboratérios do
Nucleo Interdisciplinar de Pesquisas Aplicadas — NIPA (DEQ/DBB), no
laboratorio de Eletroanalitica do Departamento de Quimica (DEQ) e no biotério
do Departamento de Nutrico e Salde (DNS), da Universidade Federal de

Vigosa

3.1. Extracao e purificacéo de antocianinas de Tradescantia pallida

3.1.1. Identificacdo botanica da espécie estudada

Folhas, caules e flores da espécie estudada foram colhidos no campus da
Universidade Federa de Vicosa, secadas e prensadas no herbario do
Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vicosa e enviadas
para o0 Laboratério de Boténica da Empresa Pernambucana de Pesquisa
Agropecuéria, onde foram identificadas pela pesguisadora Roxana Cardoso. A
espécie foi identificada como Setecreasea purpurea, mas tem sido denominada

atualmente Tradescantia pallida, sendo, portanto, os dois nomes aceitos.
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3.1.2. Escolha do sistema de extracéo de antocianinas de Tradescantia pallida

Folhas de Tradescantia pallida colhidas em maio de 1996, no campus da
Universidade Federa de Vicosa, foram lavadas em &gua corrente, picadas e
secadas a sombra. SolucBes de HCl 0,1%, em diferentes concentracoes de
etanol:&gua, foram testadas: 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100% de a cool
etilico. A massa de folhas de Tradescantia pallida foi de 50 g para 100 mL de
solvente extrator, volume de solvente que cobria completamente todo o material
sdlido. O periodo de extracdo foi de 12 horas, ao abrigo da luz, a temperatura
ambiente e sem agitacdo ou maceragcdo. Apos o periodo de extragéo, o extrato foi
filtrado a vacuo. Em seguida retirou-se a clorofila, por extracéo liquido-liquido,
com éter etilico, na proporcédo de 1:1.

O melhor sistema extrator foi determinado pela medida da absorvancia
no comprimento de onda de absorcdo maxima do extrato na regido do visivel. O
comprimento de onda méaximo foi determinado a partir de um espectro (270 a
600 nm) do extrato bruto de antocianinas de Tradescantia pallida. Para cada
concentragéo de etanol foram feitas triplicatas. As leituras espectrofotométricas

foram feitas em espectrofotometro HITACHI, modelo: U-2000.

3.1.3. Determinacgdo do tempo de extracao de antocianinas de Tradescantia
pallida

Apdés a determinagdo do melhor solvente extrator, avaliou-se o periodo
de extrac8o. Extratos antocianicos de folhas de Tradescantia pallida foram
preparados como no item 3.1.2., usando-se solugéo de HCI 0,1% em etanol:agua
(40:60). Mediu-se a absorvancia do extrato, em triplicata, no comprimento de
maxima absor¢éo no visivel (541 nm), durante um periodo de 46 horas, com

medidas espectrofotomeétricas de uma em uma hora.
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3.1.4. Preparacao do extrato antocianico de folhas de Tradescantia pallida

Extrato antocianico de folhas de Tradescantia pallida, colhidas em
novembro de 1996, no campus da Universidade Federal de Vigosa, foi preparado
como no item 3.1.2., usando-se solucéo de HCI 0,1% em etanol:agua (40:60) e
periodo de extracdo de 18 horas O extrato foi concentrado por fluxo de ar até
reducdo de 80% do seu volume. O extrato foi purgado com nitrogénio, para
retirada do oxigénio, estocado a—18 °C, em freezer, ao abrigo daluz e utilizado a

medida que foi necessario.

3.1.5. Purificagcdo do extrato antocianico de Tradescantia pallida

3.1.5.1. Cromatogr afia em coluna de polivinilpolipirrolidona

O extrato bruto, preparado conforme os itens 3.1.2. e 3.1.4., foi
purificado por cromatografia em coluna, tendo como suporte a
polivinilpolipirrolidona — PVPP (Polyclar AT), preparada de acordo com
WROLSTAD e STRUTHERS (1971). Foram usadas colunas de vidro, de 30 cm
de altura x 2 cm de didmetro, contendo PV PP até uma altura de 20 cm, onde se
separaram 5 mL de extrato concentrado por vez. Usou-se, como eluente, agua,
seguida de uma solucdo de HCl 0,1% em metanol:agua (70:30). A fracdo
amarela, extraida com a agua, foi descartada. A fragdo vermelha, caracteristica de
antocianinas, extraida com metanol:agua (70:30), foi concentrada a 45 °C, em
rotavapor, até total eliminagdo do metanol. Parte da agua do extrato foi retirada
por fluxo de ar. Foi feito um espectro de absorcéo na regido de 270 a 600 nm,
utilizando-se espectrofotdmetro HITACHI, modelo: U-2000.

3.1.5.2. Cromatogr afia em coluna com celulose

A fracéo do extrato antocianico, parciamente purificado no item 3.1.5.1,

foi cromatografada em uma coluna de vidro, de 30 cm de atura x 2 cm de
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didmetro, tendo como fase estacionaria celulose microcristaling, até uma atura
de 20 cm. Separou-se um volume de 5 mL de extrato antocianico concentrado.
Foram utilizados como solventes HCI 1% e a fase superior da mistura
butanol:&cido acético:agua, na proporcdo de 4:1:5. As fragcOes incolores e a
primeira fracdo de cor rosa, extraida com HCl 0,1%, foram descartadas. As
fragbes rosas, caracteristicas de antocianinas, extraidas pela mistura
butanol:&cido acético: agua (4:1:5), foram reservadas.

Um espectro de varredura na regido de 270 a 600 nm foi feito,
utilizando-se espectrofotdmetro HITACHI, modelo: U-2000.

3.2. Extratos antocianicos utilizados no ensaio bioldgico

3.2.1. Extrato antocianico de Tradescantia pallida

Extrato antocianico de folhas de Tradescantia pallida, colhidas entre
abril e maio de 1997, no campus da Universidade Federal de Vicosa, foi
preparado como no item 3.1.2., usando-se solucéo de HCI 0,1% em etanol:agua
(40:60) e periodo de extracdo de 18 horas. Utilizaram-se 6 kg de folhas de
Tradescantia pallida, obtendo um volume final de 12 L de extrato. O extrato foi
concentrado por fluxo de ar até reducéo de 80% do seu volume.

O extrato bruto foi parcialmente purificado por cromatografia em coluna,
tendo como suporte a polivinilpolipirrolidona (Polyclar AT), preparada de acordo
com WROLSTAD e STRUTHERS (1971). Usaram-se colunas de vidro de 50 cm
de altura x 6 cm de didmetro, com PV PP até uma atura de 30 cm. Foi utilizada
como eluente a &gua, seguida de uma solucdo de HCI 0,1% em metanol:agua
(70:30). A fracdo amarela, extraida com a agua, foi descartada. A fracéo
vermelha, caracteristica de antocianinas, extraida com metanol:agua (70:30), foi
concentrada a 45 °C, em rotavapor, até total eliminacdo do metanol. Parte da
agua do extrato foi retirada por fluxo de ar.

O volume final do extrato antocianico, parcialmente purificado em

coluna de PV PP, apds a concentragcdo em rotavapor e concentracdo por fluxo de
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ar, foi de 1.300 mL. O extrato antocianico de Tradescantia pallida foi purgado
com gas nitrogénio para retirada do oxigénio e mantido em geladeira, ao abrigo

daluz, durante os 21 dias de durac&o do ensaio bioldgico.

3.2.2. Determinagao do peso seco do extrato antocianico

Trés diquotas de 1 mL do extrato aquoso de antocianinas de
Tradescantia pallida, parcialmente purificado por cromatografia em coluna,
usando-se polivinilpolipirrolidona como suporte (item 3.2.1.), e concentrado até
um volume de 1.300 mL, foram evaporadas até a secura, € 0 Seu peso seco foi
determinado. Um volume de 6 mL, correspondente a 50 mg de peso seco do
extrato aquoso de antocianinas de Tradescantia pallida, foi a dose diéria

administrada aos animais do ensaio biol ogico.

3.2.3. Extrato antocianico de uvas r oxas

O extrato antocianico de uvas roxas € um corante em pd hidrossolvel,
utilizado na industria de alimentos, o qual foi cedido pela industria Christian
Hansen. As quatros antocianidinas principais sdo peonidina, malvidina,
delfinidina e petunidina. O corante € obtido a partir da extragcéo aquosa de cascas
de uvas. O extrato é concentrado por evaporagdo a vacuo, durante a qual
impurezas sd0 removidas. Em valores de pH abaixo de 5, esse corante fornece
tonalidades que variam do rosa-claro ao vermelho-framboesa. Em valores de pH
maiores, estas variam do vermelho-azulado ao azul.

Dados técnicos:
Forca corante: 1.125 — 1.375 unidades/g
Contagem maxima de microorganismos:

Contagem total: 10.000 UFC/g

Coliformesfecais. ausente/g

Salmonella sp: ausente/25 g

Mofos e leveduras: 30 UFC/g
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L egislagdo: isento de registro no Ministério da Satide, conforme Decreto-Lei n°
986, de 21 de outubro de 1969, Capitulo X, Artigos 57 e 58. Produto importado e

vendido na embalagem comercial.

3.3. Avaliagéo do efeito de extratos antocianicos de Tradescantia pallida e de
uvasroxas em ratos diabéticos

Trinta ratos machos, abinos, da raga Wistar, procedentes do biotério do
Departamento de Nutricdo e Salde da Universidade Federal de Vigosa, pesando
entre 180 e 220 g, foram divididos em seis grupos, contendo cada grupo cinco
animais. Estes foram colocados, individuamente, em gaiolas de arame sob
ambiente com luz e temperatura controladas, ciclo escuro-claro de 12 horas, onde
receberam ragdo comercia, NUVILAB CR1 da NUVITAL, moida, em
quantidade controlada (15 g/dia) e agua ad libitum. Os grupos de animais
utilizados no modelo experimental foram os seguintes:

Grupo 1: Testemunha— normal (N)

Ratos normais alimentados diariamente com 15 g de racéo e agua.
Grupo 2: Controle - diabéticos (D)

Ratos diabéticos alimentados diariamente com 15 g de ragéo e agua.
Grupo 3: Uva- normal (UVA - N)

Ratos normais alimentados diariamente com 15 g de rag&o, a qual foram
adicionados 50 mg de extrato antocianico de uvas roxas e agua.

Grupo 4. Tradescantia pallida - normal (T.P. - N)

Ratos normais alimentados diariamente com 15 g de ragéo, a qual foram

adicionados 6 mL de extrato antocianico de Tradescantia pallida e agua.
Grupo 5: Uva—diabéticos (UVA - D)

Ratos diabéticos alimentados diariamente com racdo 15 g de racdo, a

qual foram adicionados 50 mg de extrato antocianico de uvas roxas e agua.
Grupo 6: Tradescantia pallida - diabéticos (T.P. - D)
Ratos diabéticos alimentados diariamente com 15 g de racdo, a qual

foram adicionados 6 mL de extrato antocianico de Tradescantia pallida e agua.
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Foram adicionados 6 mL de extrato aguoso de antocianinas de
Tradescantia pallida a 15 g de ragdo comercial, homogenei zados e secados ao ar
24 horas antes da alimentac&o dos animais. A ragdo, com extrato antocianico de
Tradescantia pallida, era oferecida seca aos animais.

A glicemia sangiiinea e o ganho de peso dos animais foram avaliados a
cada sete dias, durante 21 dias. Ao fina deste experimento também foram
dosadas as proteinas colagenosas e ndo-colagenosas no tecido 6sseo das patas

trasairas e dianteiras dos ratos.

3.3.1. Inducao do diabetes por injecao intravenosa de aloxano

Para a obtencdo dos animais diabéticos, administraram-se, por via
intravenosa, solucbes da substancia aloxano (2,4,5,6-tetraoxoexaidropirimidina
monoidratado) em uma concentracdo de 60 mg/mL, tendo como veiculo solucéo
fisiologica de cloreto de sodio 0,9%, perfazendo uma dose de 60 mg/kg de peso
corporal.

A injecdo do medicamento foi realizada, usando-se seringas de vidro
centesimais, com agulhas hipodérmicas de 10 x 5. Para a redizagdo deste
processo, o animal foi contido em um imobilizador construido com tubo de PVC,
tendo uma tampa fixa perfurada em uma das extremidades para a circulagdo do ar
e, na extremidade oposta, outra tampa movel perfurada no centro para passagem
da cauda do animal, conforme Figura 7. Para facilitar a aplicagéo intravenosa do
aloxano, a cauda foi imersa em agua a uma temperatura de 40 - 45 °C, dilatando
asveias. As veias utilizadas para a aplicacdo do aloxano foram as localizadas nas
laterais da cauda, sendo administrado um volume maximo de 0,2 mL dessa
solucao.

Para a obtenc&o dos 15 animais diabéticos utilizados no experimento, foi
necessario injetar aloxano em 80 ratos, sendo a eficiéncia do método de

aproximadamente 20%.

35



Figura 7 — Imobilizacdo dos animais para injecéo do aloxano e retirada de sangue
para medida da glicemia sanguinea.

Apobs a injegdo do aloxano, esperou-se por um periodo de quatro dias
para 0 desenvolvimento do diabete. A dosagem sanglinea foi entdo realizada,
retirando-se aproximadamente 20 pL de sangue por incisdo na cauda, os quais
eram colocados em cada fita reativa (Glucotide), obtendo-se, por leitura direta no
aparelho  Glucometer 4 (Imomunoassay Produtos Hospitalares, Bayer
Diagnostica), o teor de glicose em mg/dL. Foram considerados diabéticos os
animais gue apresentaram um nivel de glicose sanglinea superior a 125 mg/dL

guando em jejum por 12 horas.
3.3.2. Avaliacao da glicemia sanguinea e ganho de peso cor por al
A avdiacdo dos efeitos causados pela administracdo de extratos

antocianicos de uvas roxas e Tradescantia pallida em ratos diabéticos e normais

foi feita mediante um modelo experimental com delineamento inteiramente

36



casualizado, em parcelas subdivididas, em que 0s grupos constituiram as parcelas
e 0S tempos, as subparcelas, com cinco repeticoes.

O ensaio foi realizado durante o periodo de 21 dias, sendo a dosagem de
glicose sanguinea realizada a cada sete dias, utilizando-se o aparelho Glucometer

4 da Bayer e a curvade peso corporal.

3.4. Deter minacgao de proteinas do tecido 0sseo

A avaiagdo dos efeitos causados pela administragdo de extratos
antocianicos de uvas roxas e Tradescantia pallida no nivel de proteinas
colagenosas e nao-colagenosas do tecido 0sseo de ratos diabéticos foi feita
mediante um modelo experimental com delineamento inteiramente casualizado,
em gue se consideraram seis grupos, ja citados anteriormente, sendo cada um
com cinco repeticoes.

Apos serem sacrificados por inalagdo de éter, os animais dos grupos
controle e tratados tiveram suas patas traseiras (fémur e tibia) e dianteiras
(Umero, radio e ulna) do lado direito retiradas. Os 0ssos das patas foram
descarnados, extraindo-se, a seguir, as extremidades e a medula. Os 0ssos foram
desidratados e desengordurados em soxhlet, durante 24 horas, utilizando-se éter
etilico e éter de petrdleo, respectivamente. Eles foram mantidos em dessecador

até a andlise das proteinas colagenosas e néo-col agenosas.

3.4.1. Deter minagao de proteinas néo-colagenosas pelo método de Bradford

Os 0ssos foram desmineralizados por 24 horas em sacos de diaise com
solucdo de sal dissddico EDTA (etilenodiaminotetracético de sodio) 0,5 mol/L,
pH 7,4, conforme HAUSCHKA et al., 1975. As proteinas néo-colagenosas
(PNC), cujos pesos moleculares sdo maiores que 10 kd, foram extraidas
juntamente com os minerais pelo sal de sodio EDTA e quantificadas pelo método
de BRADFORD (1976), utilizando-se albumina sérica bovina como padrdo e

Coomassie Brilhant Blue G-250 como reagente de proteina. Os extratos foram
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conservados em congelador. A aliquota de 500 ni do extrato protéico foram
adicionados 5 mL do reagente Coomassie Blue, e, apos trés minutos de repouso,
agitou-se a solucdo por inversdo, sendo a absorvancia a 595 nm medida em um
espectrofotémetro HITACHI, model o: U-2000.

3.4.2. Deter minacéo de proteinas colagenosas pelo método de Berthelot

Para a quantificacdo das proteinas colagenosas (PC), os 0ssos moidos,
desmineralizados e parcialmente desproteinizados, foram lavados exaustivamente
com &gua deionizada para retirada do EDTA. Os ossos foram digeridos com
acido sulfarico concentrado e seus teores de nitrogénio, determinados de acordo
com o método de Berthelot, modificado por Przemek e Nielsen (FONTES, 1983)
com base em FELKER (1977) e NKONGE e BALLANCE (1982). O teor de
proteinafoi calculado, usando-se o fator 6,25.

Foram pesados 10mg dos ossos desmineralizados com sal de EDTA.
Adicionou-se uma pequena quantidade da mistura catalitica (200 g de sulfato de
cobre (I1), 20 g de sulfato de potéssio e 2 g de selénio em po) e 4 mL de &cido
sulfurico concentrado. O material foi digerido em bloco digestor a 400 °C até o
clareamento da solucdo. As amostras foram diluidas para 10 mL, usando agua
destilada e deionizada.

A aliquota de 100 i da amostra digerida adicionaram-se;

1) 7,9 mL de solucdo A: 0,9 mL de NaOH 3 mol/L; 0,1 mL de EDTA 0,027
mol/L, pH 10; 6,9 mL de agua;

2) 1 mL de solugéo B: 1 g de fenol cristal, 5 mg de nitroprussiato de sodio em
100 mL de &gua deionizada;

3) 1 mL de solucdo C: 0,5 g de NaOH, 0,374 g de Na,HPO,.12H,0, 3,18 g de
NasPO,4.12H,0, 2 mL de hipoclorito de sodio.

A amostra acrescida das solugbes A, B e C foi deixada em repouso por
duas horas para completo desenvolvimento da cor e, em seguida, agitada por
inversdo, sendo a absorvancia a 630 nm medida em espectrofotdmetro
HITACHI, modelo: U-2000.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Extracao e purificacao de antocianinas de Tradescantia pallida

4.1.1. Escolha do sistema extrator de antocianinas de Tradescantia pallida

Muitos sistemas de solventes tém sido usados para a extragdo de
antocianinas de plantas, mas metanol acidificado com acido cloridrico € o mais
eficiente. Etanol acidificado € um pouco menos eficiente e pode ser mais
apropriado para sistemas de alimentos, devido atoxidez do metanol (METIVIER
et al., 1980). Deibner et a. (1965), citados por FULEKI e FRANCIS (1968),
optaram pelo etanol como solvente extrator, pois este ndo é toxico, € mais
econdmico e seu poder extrator é quase tdo bom quanto o do metanol. A inclusdo
de agua auda na extragdo de mais antocianinas hidrofilicas e permite a
recuperacdo do etanol por destilacdo. O é&cido cloridrico € utilizado para
estabilizar o pigmento e abaixar o pH para niveis onde a absorvancia das
antocianinas esta em seu maximo.

Em vista disso, optou-se por utilizar como solvente extrator o alcool
etilico, acidificado com HCI 0,1%. Com base na necessidade de adi¢céo de agua,
para obtencdo de uma melhor extracdo, determinou-se a proporcéo etanol:agua

ideal para a extragdo de antocianinas de Tradescantia pallida. A eficiéncia da
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extragcdo das antocianinas com a utilizag&o de diferentes misturas etanol:agua foi
observada pela medida da absorvancia das antocianinas no comprimento de onda
de maxima absor¢éo no visivel.

Para a determinagdo do comprimento de onda de maxima absorcéo,
realizou-se uma varredura dos extratos nas diferentes concentracoes de etanol. O
espectro  UV-visivel para 0 sistema etanol:agua (40:60) € apresentado na
Figura 8. O comprimento de onda de maxima absor¢do para a regido do visivel
foi de 541 nm. As antocianinas também apresentam absorcédo na regido do
ultravioleta, entre 270 e 280 nm. Observou-se, também, um ombro na regido de
320-330 nm, caracteristico de antocianinas aciladas (IDAKA et a., 1987).
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Figura 8 - Espectro de absorcdo UV-visivel do extrato bruto de antocianinas de
Tradescantia pallida no sistema HCI 0,1% em etanol:4gua (40:60).

Para a extracdo de antocianinas de Tradescantia pallida, dos sistemas
etanol:&gua testados, a mistura etanol 70% apresentou 0 maior rendimento de

extracdo, o que foi observado pela leitura das absorvancias dos extratos no
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comprimento de onda maximo de 541 nm, para diferentes proporcdes de etanol,
como apresentado na Figura 9. Observou-se, no entanto, que maiores quantidades

de clorofila eram extraidas em concentrages de etanol superiores a 60%.
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Figura 9 — Absorvancia do extrato antocianico de Tradescantia pallida em razéo
da porcentagem de etanol no sistemaextrator (I = 541 nm).

FRANCIS (1982) recomenda a remocgdo de lipideos e clorofila em
extratos antocianicos, por extracdo liquido-liquido com éter de petrdleo ou éter
etilico. Para a remocdo de clorofila do extrato antocianico de Tradescantia
pallida, utilizou-se extracdo liquido-liquido com éter etilico, na proporcdo de 1.:1.
No entanto, a concentracdo de 70% de etanol em agua dificultava a eliminacéo da
clorofila, pois o etanol e o éter etilico se mostraram misciveis nestas condigoes.

Devido as limitacGes expostas anteriormente para a remocao de clorofila,
optou-se pelo sistema HCl 0,1% em etanol :4gua (40:60) como o solvente extrator
de antocianinas de Tradescantia pallida, a temperatura ambiente e ao abrigo da

luz.
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4.1.2. Determinacéo do tempo de extracdo de antocianinas de Tradescantia
pallida

Uma vez estabelecidas as condigbes do sistema extrator, passou-se a
investigar os melhores tempos de extracdo, que também foram avaliados pela
intensidade de absor¢do a 541 nm. A Figura 10 apresenta as absorvancias do
extrato antocianico de Tradescantia pallida em diferentes tempos de extragéo,
para 0 sistema HCI 0,1% em etanol:agua (40:60). De acordo com a linha de
tendéncia do gréfico da Figura 10, observa-se crescente aumento da absorvancia
até 46 horas. No entanto, 18 horas foi 0 tempo de extragdo escolhido, uma vez
gue apos este periodo foi verificado aumento da extragcdo de clorofila. O aumento
da concentracdo de clorofila no extrato levaria a necessidade de duas extractes
liquido-liquido com éter etilico, 0 que atrasaria e oneraria O processo, nao

resultando em grande otimizacéo da extragcao de antocianinas.
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Figura 10 — Absorvancia do extrato antocianico de Tradescantia pallida em
razédo do tempo de extracdo e da linha de tendéncia gustada

(I =541 nm).
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4.1.3. Purificacdo do extrato antocianico de Tradescantia pallida

Os extratos obtidos de plantas normamente apresentam véarios
pigmentos, aém de misturas de antocianinas, e consequientemente sua separagéo
e purificacdio sfo dificeis (WROLSTAD e STRUTHERS, 1971). Em trabalhos
preparativos, STRACK e WRAY (1989) sugerem a utilizacdo de cromatografia
em papel ou camada delgada em celulose para a purificagdo de extratos
antocianicos. Em trabalhos semipreparativos pode-se utilizar cromatografia
liquida de dta eficiéncia (CLAE). Estas técnicas sdo largamente empregadas,
entretanto purificagbes em grande escala requerem cromatografia em coluna
aberta. Devido a necessidade de se obter material suficiente para 0 ensaio
biol6gico, optou-se pelo uso de cromatografia em coluna, gracas a capacidade de
purificacdo de maior quantidade do material por esta técnica em relagéo a
cromatografia em placa ou papel.

De acordo com HRAZDINA (1970), cromatografia em coluna, usando
polivinilpolipirrolidona (PVPP), tem-se mostrado eficiente na separacdo de
grandes quantidades de antocianinas. Baseando nos trabalhos de HRAZDINA
(1970) e outros pesquisadores (WROLSTAD e PUTNAM, 1969; WROLSTAD e
STRUTHERS, 1971; STRINGHETA, 1992), optou-se pela utilizacdo de PVPP
COmo suporte para a cromatografia em coluna.

Para a purificagdo de antocianinas por cromatografia em coluna de
PV PP, determinou-se, em ensaios preliminares, a utilizacdo de agua deionizada,
seguida do sistema HCl 0,1% em metanol:dgua (70:30), como solventes
extratores. STRINGHETA (1992), na purificagdo de antocianinas de
inflorescéncia de capim-gordura, também utiliza o sistema metanol:agua (70:30),
acidificado com &cido cloridrico.

A adsorcdo e separagéo de antocianinas sd0 baseadas na formagdo de
ligagbes de hidrogénio entre os pigmentos e 0 material do suporte da coluna
(PVPP). Os compostos fendlicos sdo adsorvidos em PVPP e outros compostos
organicos, removidos por lavagem com &gua. O uso de solucdo agquosa de

metanol como solvente na coluna de Polyclar AT destroi as ligagdes de
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hidrogénio, e os pigmentos podem ser eluidos e fracionados (HRAZDINA,
1970). As fracdes eluidas em agua deionizada, de cor amarela, foram desprezadas
por conter outros compostos organicos e, Ndo, antocianinas.

Como ja mostrado na revisdo bibliografica, a antocianina de
Tradescantia pallida é a 3,7,3 -triglicosil cianidina com trés moléculas de écido
ferdlico e uma de glicose terminal. O outro pigmento € similar, mas sem a
glicose termina (SHI et al., 1993). Considerou-se que o extrato de antocianinas
de Tradescantia pallida conteria, como principal aglicona, a cianidina. Assim,
apos a eluicado da fracdo amarela e das primeiras fragdes rosa-palidas contendo
antocianinas, todas as fragcOes eluidas em metanol:agua (70:30) acidificado com
HCl 0,1% foram consideradas uma so. Esta fracdo foi denominada F, cujo

espectro de absorcdo UV-visivel é apresentado na Figura 11.
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Figura 11 — Espectro de absor¢do UV-visivel da fracdo F, fase metanol:agua
(70:30), do extrato de antocianinas de Tradescantia pallida
purificado em coluna de PV PP.
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A fragdo F, quando cromatografada em papel Whatman n® 3 com HCI
1% como fase movel, apresentou uma Unica zona de cor rosa. Entretanto, quando
foi observado o cromatograma sob luz ultravioleta, verificou-se que a zona de cor
rosa se localizava abaixo de uma zona que absorvia no ultravioleta. Quando
submetida a vapores de ambnia, a zona rosa tornou-se azul, coloragdo de
antocianinas em pH alcalino, e a zona antes sO observada sob luz ultravioleta
apresentou uma cor amarela, caracteristica de compostos flavonoidicos. Este fato
indicou que aguns flavondides presentes no extrato antocianico de Tradescantia
pallida ndo se separaram das antocianinas por cromatografia em coluna de
PVPP. Esta separacéo poderia ser obtida por cromatografia em papel, mas, em
virtude do baixo rendimento da purificacdo por cromatografia em papel e da
grande quantidade de extrato necessaria para 0 ensaio biolégico, esta técnica
mostrou-se inviavel.

Devido a inviabilidade de obtencéo de quantidade suficiente de extrato
por cromatografia em papel, optou-se por realizar a purificagdo em cromatografia
em coluna, usando celulose microcristalina Com base na técnica de
cromatografia em papel e no trabalho de TANCHEV e TIMBERLAKE (1969),
foram empregados, como fases movels, HCl 1% e o sistema butanol:acido
acético:agua (BAW), na proporcdo de 4:1:5. O extrato de antocianinas,
parciamente purificado por cromatografia em coluna de PVPP, foi passado
através da coluna de celulose. As fragdes eluidas em HCI 1% foram descartadas
por ser amareladas e conter flavondides ndo antocianicos. A presenca destes
flavondides foi confirmada, cromatografando-se esta fracdo em pape e
observando-a sob luz ultravioleta. Apos a eluicdo de uma fragdo rosa-clara em
BAW, consideraram-se todas as outras fragbes como uma sO, a qua foi
denominada F2. Cromatografou-se a fragdo F2 em papel Whatman n° 3, usando
como fase movel HCI 1%. N&o observou-se absor¢éo sob |luz ultravioleta.

O espectro de absorcdo UV-visivel da fracdo F2 esta indicado na Figura
12. Comparando o espectro da Figura 11 com o da Figura 12, observa-se uma
diminuicdo da absorvancia nos comprimentos de onda entre 350 e 380 nm, faixa

caracteristica de compostos flavonéides ndo antocianicos.
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Qonprimento de anda(nm)

Figura 12 — Espectro de absor¢do UV-visivel da fragdo F2 do extrato de
antocianinas de Tradescantia pallida purificado em coluna de
celulose microcristalina.

4.2. Extrato antocianico de Tradescantia pallida utilizado no ensaio biologico

O extrato antocianico de Tradescantia pallida utilizado no ensaio
biolégico so foi purificado em coluna de polivinilpolipirrolidona (PVPP). A
purificacdo em coluna com celulose microcristaling, usando-se os solventes HCI
1% e o sistema butanol:écido acético:agua, ndo pode ser realizada devido a
dificuldade em se retirar 0 butanol do extrato. O uso de atas temperaturas

poderia provocar a decomposi¢éo do extrato antocianico.

4.2.1. Determinacao do peso seco

Em raz8o da dificuldade de se obter o extrato antocianico de
Tradescantia pallida na forma de pd, optou-se por mistura-lo a ragdo na forma
liquida. Para se determinar a quantidade de massa seca presente em 1 mL de

extrato aquoso de antocianinas, acidificado com HCI, purificado por
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cromatografia em coluna de PVPP e concentrado até um volume de 1.300 mL,
triplicatas de 1 mL do extrato foram evaporadas até a secura. Cada mL forneceu
um peso seco medio de 8,3 mg. Um volume de 6 mL, correspondente a
aproximadamente 50 mg de peso seco do extrato antocianico de Tradescantia

pallida, foi a dose diaria administrada aos animais do ensaio biol dgico.

4.3. Inducao do diabetes por injecdo intravenosa de aloxano

Para a obtencdo dos animais diabéticos, administrou-se, por via
intravenosa, solucdo da substancia aloxano (2,4,5,6-tetraoxoexaidropirimidina
monoidratado) em uma concentracéo de 60 mg/mL, tendo como veiculo solugéo
fisiologica de cloreto de sodio 0,9%, perfazendo uma dose de 60 mg/kg de peso
corporal.

CHAUHAN et a. (1979) induziram diabetes, experimentamente, em
fémeas de ratos abinos, administrando aloxano monoidratado, em uma dose de
60 mg/kg de peso, por injecao intravenosa. BEHERA e PATNAIK (1979)
induziram diabetes, experimentalmente, em ratos Swiss, utilizando uma dose de
aloxano de 100 mg/kg de peso. MOHANAM e BOSE (1981) induziram diabetes
em ratos albinos machos por injecdo intraperitoneal de aloxano em NaCl 0,9%,
em uma dose de 100 mg/100g de peso corporal. MARCIANO (1997) testou
diferentes concentracdes de aloxano para induzir diabetes experimental em ratos
albinos, da raga Wistar. Ratos que receberam doses de 80 e 120 mg/kg por via
intravenosa apresentaram alto indice de mortalidade. Com a dose de 40 mg/kg
ndo obteve-se grande numero de animais diabéticos. MARCIANO (1997)
considerou a dose de 60 mg de aloxano/kg de peso corporal ideal para ainducéo
de diabetes experimental em ratos machos, albinos, daraca Wistar.

ApoGs a administracdo de aloxano, esperou-se um periodo de quatro dias
para 0 desenvolvimento do diabetes. De acordo com BONDY (1969),
imediatamente apos a injecdo do aloxano ha uma elevacéo da glicose sanguiinea.
Apobs o0 episodio hiperglicémico ocorre rapida queda da glicose do sangue para

niveis hipoglicémicos, provavelmente como resultado da liberagdo de insulina
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pelas células beta danificadas. Apos alguns dias, a glicose do sangue volta a
aumentar apos 0 que € usualmente mantida em niveis elevados. MARCIANO
(1997) aguardou um periodo de cinco dias para 0 desenvolvimento do diabetes.

ApoOs quatro dias de aplicacdo de aloxano foi medida a glicose sangiinea
dos animais em jejum e incluiram-se nos grupos de ratos diabéticos aqueles que
alcancaram niveis de glicose superiores a 125 mg/dL. Ratos normais apresentam
glicose sanglinea entre 70 e 90 mg/dL (BERENSON, 1972; BEHERA e
PATNAIK, 1979; MOHANAM e BOSE, 1981;). MARCIANO (1997)
considerou diabéticos os ratos que apresentaram aumento de 30 mg/dL na glicose
sangliinea em relagcdo ao grupo controle, quatro dias apds terem recebido uma
dose de aloxano de 60 mg/kg de peso corpora. YEP et al. (1972) consideraram
diabéticos os ratos que apresentaram acentuada glicostria (> 0,5%) e perda de
peso corporal apos administracdo de uma dose de aloxano de 120 mg/kg de peso.
BEHERA e PATNAIK (1979), utilizando aloxano em uma dose de 100 mg/kg,
obtiveram, apos 96 horas, ratos diabéticos com glicose sangiiinea em torno de
152 mg/dL. BERENSON et al. (1972) consideraram diabéticos os ratos que
apresentaram glicemia superior a 250 mg/dL quando o diabetes foi induzido com
a aplicagéo de uma dose de 50 mg/kg de estreptozotocina.

Para aobtencdo dos 15 animais com glicose sanglinea superior a
125 mg/dL, foi necess&rio injetar aloxano em 80 ratos, sendo a eficiéncia do
método de aproximadamente 20%. O Quadro 4 apresenta os valores de glicemia
sanguinea dos 15 ratos utilizados no experimento, antes e apos a injecéo de
aloxano. Os valores da glicemia sanguinea dos 80 ratos, que receberam a oxano,
s80 apresentados no Quadro 1A, do Apéndice.

Os 15 animais considerados diabéticos foram distribuidos,
aleatoriamente, em trés grupos do ensaio experimental: Controle - ratos
diabéticos ndo-tratados; UVA (D) — ratos diabéticos tratados com antocianinas de
uvas roxas, e T.P. (D) — ratos diabéticos tratados com antocianinas de

Tradescantia pallida. Cada grupo continha cinco animais.
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Quadro 4 — Vaores de glicemia sangiinea (mg/dL) dos ratos antes e depois da
injecdo intravenosa de aloxano

Rato Glicemia (mg/dL)
Inicial Apds aloxano Alteracdo
1 67,0 235,0 + 165,0
2 83,0 128,0 + 45,0
3 68,0 2220 +154,0
4 89,0 165,0 +76,0
5 85,0 143,0 + 58,0
6 88,0 386,0 +298,0
7 77,0 173,0 + 96,0
8 83,0 301,0 +218,0
9 79,0 336,0 +257,0
10 94,0 249,0 +155,0
11 89,0 353,0 +264,0
12 91,0 206,0 +115,0
13 83,0 3280 +245,0
14 90,0 291,0 +201,0
15 86,0 305,0 +219,0
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4.4. Efeito das antocianinas no nivel de glicose sangtiinea

A avaliagdo do efeito do extrato antocianico de uvas roxas (UVA) e
Tradescantia pallida (T.P.) no nivel de glicose sangiiinea foi feita mediante um
modelo experimental, utilizando-se ratos albinos Wistar normais e com diabete
induzido por aloxano. O periodo de avaliacéo foi de 21 dias, sendo a glicose
sangliinea medida a cada sete dias. O modelo experimental, com delineamento
inteiramente casualizado, continha parcelas subdivididas, em que 0s grupos
constituiram as parcelas e 0s tempos, as subparcelas, com cinco repeticoes.

O Quadro 5 apresenta os valores medios + erros-padréo das taxas de
glicose sanguinea dos sei's grupos de ratos utilizados no experimento.

Quadro 5 — Vaores médios + erros-padrédo do nivel de glicose sanglinea
(mg/dL) dos grupos de ratos normais (N) e diabéticos (D) tratados
com antocianinas de uvas roxas (UVA) e antocianinas de
Tradescantia pallida (T.P.) e de ratos ndo-tratados, Testemunha
(T) e Controle (C)

Grupos Glicose sangtiinea (mg/dL)
Dia0 Dia7 Dial4 Dia21

T (N) 720+ 30A 750+ 63A 806+ 60A 820+ 67A

C (D) 2522+ 242 a 2192+355 a 3074+ 272 a 2962+304 a
UVA (N) 772+ 16Ab 858+ 39Ab 846+ 29 Ab 774+ 40AD
TP. (N) 756+ 08Ab 8.8+ 42Ab 762+ 38 Ab 87,2+ 3,1Ab
UVA (D) 2262+441Ba 221,8+234Ba 1488+ 82 Ab 2628+ 66,8Ba
TP. (D) 2830+298Ba 2460+440Ba 267,6+51,3 Ba 344,6 +224Ba

Em cada tempo de avaliacdo (coluna), médias seguidas de mesma letra maitscula e mindscula
ndo diferem, respectivamente, da Testemunha e do Controle, pelo teste de Dunnett (P > 0,05).

O diabetes melito é definido por PALLARDO (1997) como uma
sindrome caracterizada por niveis elevados de glicose sangliinea. Como visto no

item 4.3., os ratos diabéticos deste experimento foram obtidos por aplicacéo
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intravenosa da droga aoxano, o que foi constatado pelo aumento dos niveis de
glicose sangliinea em relacdo aos ratos normais.

As antocianinas de uvas roxas e de Tradescantia pallida ndo provocaram
alteracdo dos nivels de glicose nos ratos normais e diabéticos. Assim, os valores
de glicemia sanglinea dos animais normais tratados com antocianinas nao
diferiram significativamente dos do grupo Testemunha (ratos normais ndo-
tratados) nos quatro tempos de avaliacao.

De acordo com o Quadro 5, os niveis de glicose sangiinea dos ratos do
grupo Controle diferiram significativamente dos dos ratos normais tratados com
antocianinas de uvas e de Tradescantia pallida, com excecdo do 14° dia. Neste
dia, o nivel de glicose sangiinea dos ratos diabéticos, tratados com antocianinas
de uvas, sofreu umareducéo de 73 mg/dL em relacdo ao sétimo dia.

A Figura 13 mostra o nivel de glicose sanguiinea de ratos diabéticos (D) e
normais (N) em diferentes tempos de avaliacdo, isto €, tratados com extrato
antocianico de uvas roxas (UVA) e Tradescantia pallida (T.P.) e néo-tratados,
Testemunha (T —N) e Controle (C — D).

Observa-se na Figura 13 que praticamente ndo houve variacdo da
glicemia sangliinea, no grupo Testemunha, no grupo de ratos normais tratados
com antocianinas de uvas roxas (UVA — N) e no grupo de ratos normais tratados
com antocianinas de Tradescantia pallida (T.P. — N), nos quatro tempos de
avaliacao.

Os niveis de glicose sanguiinea dos grupos de ratos diabéticos, tratados
ou ndo com antocianinas, sofreram oscilacdes durante o periodo de avaliacéo.
Apesar das oscilacbes, os trés grupos de ratos diabéticos, Controle— D, UVA —D
e T.P. — D, apresentaram, no 21° dia, niveis de glicose sangtiinea superiores aos
do inicio do tratamento (Dia 0). O grupo Controle apresentou aumento de 44,6
mg/dL no nivel de glicose ao final do periodo de avaliagdo. Os grupos de ratos
diabéticos, tratados com antocianinas de uvas roxas e antocianinas de
Tradescantia pallida, tiveram aumento de 36,6 e 61,4 mg/dL no nivel de glicose,
respectivamente, ao final do periodo de 21 dias de avaliacdo. O aumento do nivel

de glicose do grupo Controle, que n&o recebeu nenhum tratamento, indica que o
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aumento final dos niveis de glicose dos ratos tratados ndo foi devido as

antocianinas.
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Figura 13 — Nivel de glicose sangiinea (mg/dL), em diferentes tempos de
avaliacdo, de ratos diabéticos (D) e normais (N) tratados com
extrato antocianico de uvas roxas (UVA) e Tradescantia pallida
(T.P.) e de ratos ndo-tratados, Testemunha (T — N) e Controle
(C-D).

VERTOMMEN et a. (1994), estudando os efeitos do flavondide
diosmina em fémeas de ratos Wistar com diabetes induzido por estreptozotocina,
ndo observaram nenhuma alteracdo no nivel de glicose sangliinea. Tratamentos
com o flavonéide rutina também n&o modificaram os niveis de glicose sangliinea
de ratos diabéticos, conforme estudos realizados por ODETTI et a. (1990).
POURRAT et a. (1967) ndo observaram nenhum efeito hipoglicemiante quando
antocianinas foram administradas em coelhos. Os resultados obtidos por esses
autores concordam com os encontrados neste trabalho, em que néo se observou
efeito hipoglicemiante de antocianinas de uvas roxas e de Tradescantia pallida

em ratos normais e diabéticos.
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O resumo das andlises de variancia do nivel de glicose sanguinea,
apresentado no Quadro 6, indica ter havido diferenca significativa, a de 1% de
probabilidade, entre os seis grupos de ratos do modelo experimental (Grupo).
Houve também diferenca significativa, a 5% de probabilidade, entre os tempos
de avaliacdo do nivel de glicose sanguiinea (Tempo). Entretanto, ndo foi possivel
gjustar equacdes de regressao para a avaliacéo da glicemia sangliinea no decorrer
do periodo em raz8o aos baixos valores encontrados para os coeficientes de
determinacdo (R?). A interacdo entre os seis grupos de ratos e o tempo de

avaliagao daglicemia (G x t) ndo foi significativa.

Quadro 6 — Resumo das andlises de variancia do nivel de glicose sangliinea de
seis grupos de ratos avaliados no periodo de 21 dias

Fv GL Quadrados médios
Grupo (G) 5 198208,90 **
Residuo A 24 6655,60
Tempo (t) 3 7965,09 *
Gxt 15 4211,35ns
Residuo B 72 2422,54
CV parcela (%) 48,57
CV subparcela (%) 29,30

** E gignificativo a 1% de probabilidade.
* F significativo a 5% de probabilidade.
ns F ndo-significativo.

O Quadro 7 apresenta o desdobramento dos seis grupos de ratos dentro
de cada tempo de avaliacdo do nivel de glicose sangliinea. Os resultados indicam
ter ocorrido diferenca significativa, a 1% de probabilidade, entre o estado (E),
normal e diabético, em todos os quatro tempos de avaliacdo da glicemia
Entretanto, sd houve efeito significativo do tratamento (Tr) no 14° e 21° dias.

A interagdo estado x tratamento (E x Tr) sO foi significativa, a 1% de
probabilidade, no 14° dia. Neste dia, houve reducdo de 73 mg/dL no nivel de
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glicose sangliinea, em relacdo ao dia O, nos grupos de ratos diabéticos tratados
com antocianinas de uvas roxas (UVA —D).

Como apresentado no Quadro 7, a glicemia do grupo Controle diferiu
significativamente, a 1% de probabilidade, da glicemia do grupo Testemunha em
todos os quatro tempos de avaliacdo. Esta diferenca comprova a eficiéncia do
aloxano em induzir o diabetes melito e, conseqlientemente, aumentar o nivel de

glicose sanguinea.

Quadro 7 — Desdobramento dos grupos de ratos dentro de cada tempo, para a
glicose sanglinea

FV GL Quadrados médios
Dia0 Dia7 Dial4 Dia2l
Grupo 1 5 49621,08 ** 33411,74** 52437,43** 75372,68**
Fatorial (F) (3 55616,07 ** 38051,37 ** 39041,40** 87352,67 **
Estado (E) 1 158776,20** 112650,00 ** 81664,21 ** 245089,80 **
Tratamento (Tr) 1 3808,80 ns 510,05 ns 1523520*  10488,20 **
ExTr 1 4263,20 ns 994,05 ns 20224,80**  6480,00 ns
Controle (C) 1 81180,13** 51984,12 ** 128595,60 ** 114704,10 **
FvsC 1 77,07 ns 920,48 ns 16467,34 * 101,40 ns
Residuo comb. 75 2784,64 2784,64 2784,64 2784,64

** E gignificativo a 1% de probabilidade.
* Fsignificativo a 5% de probabilidade.
ns F ndo-significativo.

A comparacdo dos efeitos das antocianinas de uvas roxas e de
Tradescantia pallida no nivel de glicose sangliinea, nos quatro tempos de
avaliacdo, é apresentada no Quadro 8.

Para os ratos normais, o nivel de glicose sangiiinea dos grupos tratados
com antocianinas de uvas roxas e de Tradescantia pallida ndo diferiu
significativamente, pelo teste F, em nenhum dos quatro tempos de avaliagéo. Os

tratamentos com antocianinas de uvas ou de Tradescantia pallida n&o



apresentaram nenhuma tendéncia constante no aumento ou na diminui¢gdo da
glicemia sanguiinea. Os valores de glicose sangliinea mantiveram-se no nivel
medio dos ratos normais (70 — 90 mg/dL) ndo-tratados com antocianinas, grupo
Testemunha.

No caso dos ratos diabéticos, os nivels de glicose sangtiinea dos grupos
tratados com antocianinas de uvas e de Tradescantia pallida diferiram
significativamente no 14° e no 21° dia quando o nivel de glicose sangliinea dos
ratos tratados com antocianinas de uvas apresentaram redugdo significativa em
relacdo ao grupo de ratos tratados com antocianinas de Tradescantia pallida.
Apesar de a diferenca ndo ter sido significativa, em todos os quatro tempos de
avaliacdo, os niveis de glicose sangiinea dos ratos diabéticos tratados com
antocianinas de Tradescantia pallida foram maiores que os dos ratos tratados

com antocianinas de uvas.
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Quadro 8 — Comparagéo de ratos diabéticos e normais e de antocianinas de uvas
roxas (UVA) e de Tradescantia pallida (T.P.) para o nivel de glicose
sanguinea em diferentes tempos de avaliacéo

Glicose sanguinea (mg/dL)

Periodo Tratamento Normais Diabéticos
Dia0
Controles 72,0 252,2
UVA 77,2 Ba 226,2 Aa
T.P. 75,6 Ba 283,0 Aa
7° dia
Controles 75,0 219,2
UVA 85,8 Ba 221,8 Aa
T.P. 81,8 Ba 246,0 Aa
14° dia
Controles 80,6 307,4
UVA 84,6 Ba 148,8 Ab
T.P. 76,2 Ba 267,6 Aa
21°dia
Controles 82,0 296,2
UVA 77,4 Ba 262,8 Ab
T.P. 87,2 Ba 344.6 Aa

Controles: normais (Testemunha) e diabéticos (Controle).
Em cada periodo e em cadalinha, A > B pelo teste F.
Em cada periodo e em cada coluna, a> b pelo teste F.
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4.5. Efeito das antocianinas no peso cor poral

O efeito do extrato antocianico de uvas roxas (UVA) e Tradescantia
pallida (T.P.) na variacdo de peso foi avaliado por meio de um modelo
experimental, utilizando-se ratos albinos Wistar normais e com diabetes induzido
por aloxano. O periodo de avaliacdo foi de 21 dias sendo o peso medido a cada
sete dias. O modelo experimental, com delineamento inteiramente casualizado,
continha parcelas subdivididas, em que 0s grupos constituiram as parcelas e os
tempos, as subparcelas, com cinco repeticoes.

Os ratos utilizados no ensaio bioldgico apresentavam inicialmente peso
entre 180 e 220 g. Os animais separados, aeatoriamente, para inducdo do
diabetes apresentaram consideravel perda de peso no intervalo de quatro dias,
necessarios para 0 desenvolvimento da doenca. O peso médio dos ratos
diabéticos sofreu reducéo de cerca de 16%, estabelecendo-se entre 160 e 200 g.
O Quadro 9 apresenta 0s pesos iniciais e apos quatro dias de aplicacéo do
aloxano, assim como as alteragdes nos pesos dos ratos diabéticos.

De acordo com ARDUINO (1979), no diabetes melito ndo controlado o
emagrecimento figura entre as manifestagdes mais comuns, sendo decorrente
principalmente do catabolismo das proteinas e da gordura do tecido adiposo, da
perda de glicose pela urina, que pode acancar cifras de 10% com o

correspondente desperdicio calorico, e da desidratacéo decorrente da poliUria.
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Quadro 9 — Pesos (g) iniciais e apés a inducdo do diabetes por injecéo
intravenosa de aloxano dos ratos diabéticos utilizados no ensaio
biologico

Peso (g)

Rato Inicia Apobs aloxano Alteracéo
1 186,0 139,0 - 47,0
2 196,0 145,0 -51,0
3 184,0 168,0 - 16,0
4 180,0 1440 - 36,0
5 180,0 156,0 -24,0
6 211,0 165,0 - 46,0
7 220,0 204,0 - 16,0
8 220,0 185,0 - 35,0
9 202,0 165,0 -37,0
10 201,0 159,0 -42,0
11 180,0 156,0 -24,0
12 187,0 156,0 -31,0
13 189,0 152,0 -37,0
14 208,0 186,0 -22,0
15 207,0 197,0 -10,0
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O Quadro 10 apresenta os valores medios + erros-padréo do peso dos

ratos dos grupos utilizados no experimento.

Quadro 10 — Valores médios + erros-padrédo do peso (g) dos grupos de ratos
normais (N) e diabéticos (D) tratados com antocianinas de uvas
roxas (UVA) e antocianinas de Tradescantia pallida (T.P.) e de
ratos néo-tratados, Testemunha (T) e Controle (C)

Grupos Peso corporal (g)
Dia0 Dia7 Dial4 Dia21

T (N) 2062+57A  2240+54A  2430+50A  2518+45A

C (D) 1560+52 a 1582+70 a 1782+110a 191,8+137 a
UVA (N) 2040+45Ab 2184+70Ab 2358+ 65Ab 2446+ 52Ab
TP. (N) 2032+81Ab 2136+92Ab 2236+ 82Ab 2430+ 81AD
UV (D) 1560+4,1Ba 157,8+69Ba 1620+ 98Ba 1720+ 12,7Ba
TP. (D) 1856+82Ba 1602+79Ba 1608+ 7,2Ba 1556+ 7,1Bb

Em cada coluna, médias seguidas de mesma letra maiGscula e minlscula ndo diferem,
respectivamente, da Testemunha e do Controle, pelo teste de Dunnett (P > 0,05).

De acordo com os valores médios, apresentados no quadro anterior, 0
peso medio do grupo Testemunha (T — N), ratos normais ndo-tratados, néo
diferiu significativamente, pelo teste de Dunnett, dos ratos normais tratados com
antocianinas de uvas roxas (UVA — N) e antocianinas de Tradescantia pallida
(T.P. —N), nos quatro tempos de avaliago.

Os ratos diabéti cos tratados com antocianinas néo diferiram dos do grupo
Controle, exceto no 21° dia, quando o peso do grupo de ratos diabéticos tratados
com antocianinas de Tradescantia pallida diminuiu em relacdo ao grupo
Controle.

A diferenca de peso apresentada entre os grupos de ratos normais e
diabéticos, respectivamente, em relagdo aos grupos Controle e Testemunha, no
inicio do tratamento (Dia 0), esta relacionada a perda de peso dos ratos diabéticos

no periodo de quatro dias, necessario para o desenvolvimento do diabetes.
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A Figura 14 relaciona o peso de ratos diabéticos (D) e normais (N), em
diferentes tempos de avaliacdo, tratados com extrato antocianico de uvas roxas
(UVA) e Tradescantia pallida (T.P.) e de ratos ndo-tratados, Testemunha (T — N)
e Controle (C-D).

De acordo com a Figura 14 e com os valores das equacOes das retas,
pode-se observar aumento diario de aproximadamente 2,2 g no peso corporal dos
ratos do grupo Testemunha (T — N). Os grupos Controle (C — D), UVA — N e
T.P. — N apresentaram ganho de peso de cercade 1,8 g por dia. Os ratos do grupo
UVA — D apresentaram ganho de peso menos pronunciado, 0,84 g/dia. Os grupos
citados anteriormente apresentaram ganho linear de peso. VERTOMMEN et al.
(1994), em um trabalho em que se trataram ratos com diabetes, induzido por
estreptozotocing, com o flavondide diosmina, observaram ganho de peso maior
que nos ratos diabéticos ndo-tratados, porém menor que nos ratos normais.
Grupos de ratos diabéticos tratados com o flavondide rutina, bem como os grupos
ndo-tratados, apresentaram baixo ganho de peso, durante o estudo, quando
comparado com o controle ndo-diabético (ODETTI et al., 1990).

Ja os ratos diabéticos, tratados com antocianinas de Tradescantia pallida
(T.P. — D), apresentaram perda de peso de aproximadamente 3,44 g/dia,
representada, na Figura 14, por uma equacdo quadrética, embora eles tenham
consumido a mesma quantidade de ragéo que os outros grupos do experimento. O
desdobramento da interagdo grupo x tempo (G x t), para 0 peso, dos seis grupos
de ratos esta apresentado no Quadro 1B, do Apéndice.

A perda de peso apresentada pelo grupo de ratos diabéticos tratados com
antocianinas de Tradescantia pallida ndo deve ser atribuida a estes pigmentos, ja

gue os animais normais tratados com eles ndo perderam peso.
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Testemunha (T —N) Y =207,8880 + 2,2257 t** r’ = 0,98
Controle (C—D) Y = 151,9400 + 1,8200 t** r’ =0,93
UVA —N Y =204,8200 + 1,9886 t** r? = 0,99
T.P. N Y = 201,4400 + 1,8486 t** r* = 0,97
UVA =D Y = 152,5800 + 0,8400 t** r’ = 0,94
TP.-D Y = 184,0100 — 3,4414 t** + 0,1031 t** R?>=0,91

** e* Significativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste F.

Figura 14 — Estimativa do peso, em diferentes periodos de avaliacdo, de ratos
diabéticos (D) e normais (N) tratados com extrato antocianico de
uvas roxas (UVA) e Tradescantia pallida (T.P.) e de ratos ndo-
tratados, Testemunha (T —N) e Controle (C — D).
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O Quadro 11 apresenta o resumo das analises de variancia. De acordo
com estas andlises, observa-se diferenca significativa, a 1% de probabilidade,
entre os pesos dos seis grupos de ratos do modelo experimental (Grupo). Houve
também diferenca significativa, a 1% de probabilidade, entre os tempos de
avaliagao do peso corporal (Tempo) e entre ainteragao dos seis grupos e o tempo
de avaliacdo dos pesos (G x t). Esta diferenca foi apresentada na forma de

equacoes de regressao na Figura 14.

Quadro 11 — Resumo das andlises de variancia do peso dos seis grupos de ratos
no periodo de 21 dias

Fv GL Quadrados médios

Grupo (G) 5 21956,13**
Residuo A 24 985,76
Tempo (t) 3 3900,20 **
Gxt 15 784,97 **
Residuo B 72 76,46

CV parcela (%) 16,02

CV subparcela (%) 4,46

** E significativo a 1% de probabilidade.

O Quadro 12 apresenta 0 desdobramento dos grupos de ratos, dentro de
cada tempo de avaliacéo, com relagdo ao peso corporal. Os resultados indicam
ter havido diferenca significativa entre os estados (E) nos quatro tempos de
avaliacdo, a 1% de probabilidade. Nos tratamentos (Tr) sO houve efeito
significativo no inicio de cada tratamento (Dia 0). A interacdo estado X
tratamento (E x Tr) sO foi significativa, a 5% de probabilidade, no iniciodo
tratamento (Dia0).

De acordo com o Quadro 12, o peso do grupo Controle diferiu
significativamente do do grupo Testemunha nos quatro tempos de avaliacéo, a
1% de probabilidade.
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Quadro 12 — Desdobramento dos grupos de ratos dentro de cada tempo, com
relacdo ao peso

FV GL Quadrados médios
Dia0 Dia7 Dial4 Dia21
Trat 1 5  2956,24 5445,50 7141,55 8767,76

Fatorial (F) (3) 275858**  5439,00**  7900,05** 10892,94 **
Estado (E) 1  5746,05** 16245,00** 23324,46** 32000,01 **
Tratamento (Tr) 1 1201,25 * 7,20 ns 224,45 ns 405,00 ns
ExTr 1 132845 * 64,80 ns 151,25 ns 273,80 ns

Controle (C) 1 6300,10** 10824,10** 10497,60** 8999,99 **

FvsC 1 205,36ns 86,24 ns 1510,15* 2159,99 **

Residuo comb. 35 243,03 243,03 243,03 243,03

** E significativo a 1% de probabilidade.
*  Fsignificativo a 5% de probabilidade.
ns F ndo-significativo.

A comparacdo dos efeitos das antocianinas de uvas roxas e de
Tradescantia pallida no peso corporal dos ratos, nos quatro tempos de avaliacao,
é apresentada no Quadro 13.

No caso dos ratos normais ndo houve diferenca significativa, pelo teste
F, entre o tratamento com antocianinas de uvas (UVA — N) e antocianinas de
Tradescantia pallida (T.P. — N) nos quatro tempos de avaliacéo.

No caso dos ratos diabéticos s6 houve diferenca significativa dos pesos,
pelo teste F, entre o tratamento com antocianinas de uvas (UVA — D) e
antocianinas de Tradescantia pallida (T.P. — D) no inicio do tratamento (Dia 0).
Nos outros tempos de avaliagdo ndo houve diferenca significativa entre os

tratamentos.
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Quadro 13 - Comparacdo de ratos diabéticos e normais e de antocianinas de uvas
roxas (UVA) e de Tradescantia pallida (T.P.) com relagdo ao peso
(9), em diferentes tempos de avaliacéo

Peso corporal (g)

Periodo Tratamento Normais Diabéticos
Dia0
Controles 206,2 156,0
UVA 204,0 Aa 156,0 Ba
T.P. 203,2 Aa 185,6 Ab
7° dia
Controles 2240 158,2
UVA 218,4 Aa 157,8 Ba
T.P. 213,6 Aa 160,2 Ba
14° dia
Controles 243,0 178,2
UVA 235,8 Aa 162,0 Ba
T.P. 223,6 Aa 160,8 Ba
21°dia
Controles 251,8 191,8
UVA 244.6 Aa 172,0 Ba
T.P. 243,0 Aa 155,6 Ba

Controles: normais (Testemunha) e diabéticos (Controle).

Em cadalinha, A > B peloteste F.
Em cada coluna, a> b pelo teste F.
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4.6. Efeito de antocianinas nas pr oteinas colagenosas e nao-colagenosas

O efeito do extrato antocianico de uvas roxas (UVA) e Tradescantia
pallida (T.P.) no nivel de proteinas colagenosas (PC) e proteinas néo-
colagenosas (PNC) foi avaliado por um modelo experimental, utilizando-se ratos
albinos Wistar normais e com diabetes induzido por aloxano. Os niveis de
proteinas colagenosas e proteinas ndo-colagenosas foram determinados no fémur
e natibia das pernas traseiras e no umero, no rédio e na ulna das pernas dianteiras
do lado direito dos animais dos seis grupos, apés um periodo de avaliagdo de 21
dias.

No Quadro 14 é apresentado o resumo das analises de variancia para as
proteinas colagenosas das patas traseiras (PCT), proteinas colagenosas das patas
dianteiras (PCD), proteinas néo-colagenosas das patas traseira (PNCT) e
proteinas ndo-colagenosas das patas dianteiras (PNCD) dos seis grupos de ratos

avaliados no periodo de 21 dias.

Quadro 14 — Resumo das andlises de variancia de proteina colagenosa traseira
(PCT), proteina colagenosa dianteira (PCD), proteina néo-
colagenosa traseira (PNCT) e proteina ndo-colagenosa dianteira
(PNCD) dos seis grupos de ratos avaliados ao final de 21 dias

FV GL Quadrados médios
PCT PCD PNCT PNCD
Grupo (G) (5) 188,6075** 102,6293**  0,2398 ** 0,3428 **
Fatorial (F) (3) 117,2900** 27,6117 * 0,3254 ** 0,3386 **
Estado (E) 1 27,3312 ns 2,8351ns  0,5528 ** 0,6808 **
Tratamento (Tr) 1 19,0906 ns 12,5611 ns  0,2405 ** 0,1381 *
ExTr 1 3054483** 67,4546**  0,1830** 0,1968 *
Controle (C) 1 4759621 ** 249,3005**  0,0322** 0,0001 ns
FvsC 1 1152054 ** 180,9954**  (0,1906 ** 0,6982 **
Residuo 24 6,6975 3,8241 0,0021 0,0317
CV (%) 5,81 4,68 8,22 18,69

** E gignificativo a 1% de probabilidade.
*  Fsignificativo a 5% de probabilidade.
ns F ndo-significativo.
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De acordo com 0 resumo das andlises de variancia apresentado no
Quadro 14, ndo houve diferenca significativa entre o estado (E), norma e
diabeético, e entre os tratamentos (Tr), UVA e T.P., para as proteinas colagenosas
das patas traseiras e dianteiras (PCT e PCD). Com relagdo ao nivel de proteinas
nao-colagenosas das patas traseiras e dianteiras (PNCT e PNCD), houve
diferenca significativa, a 1% de probabilidade, no estado (E) e no tratamento
(Tr). A interagéo estado x tratamento (E x T) foi significativa nos quatro tipos de
proteinas.

Os grupos Testemunha (T — N) e Controle (C — D) diferiram
significativamente, a 1% de probabilidade, pelo teste de Dunnett, exceto para as

proteinas n&o-col agenosas das patas dianteiras (PNCD).

4.6.1. Proteinas colagenosas

Muitas das complicagcOes decorrentes do diabetes melito ocorrem em
tecidos ricos em colageno e assemelham-se a doencas caracteristicas do
envelhecimento, como aterosclerose; aumento da rigidez do coléageno dos
pulmdes, das artérias, da pele e das articulagdes; engrossamento dos capilares e
das membranas basais, osteoartrites (MONNIER et al.; 1984); dificuldade de
cicatrizacdo; e diminui¢do da formag&o dos 0ssos e do crescimento, dentre outras
(SPANHEIMER €t al., 1988). Colageno de humanos diabéticos apresenta mais
ligagbes cruzadas e menor solubilidade e digestibilidade por colagenases
(VISHWANATH et a., 1986), tornando-se mais rigido e mais estavel com a
idade (HAMLIN et al., 1975).

Por ser o colageno o principa componente do tecido conjuntivo,
examinaram-se os efeitos de antocianinas de Tradescantia pallida e de uvas
roxas na producéo de colageno total em ratos com diabetes induzido por aloxano.

No Quadro 15 sdo apresentados os valores médios + erros-padréo dos
nivels de proteinas colagenosas das patas traseiras (PCT) e dianteiras (PCD) dos

seis grupos de ratos, apos 21 dias de tratamento.
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Quadro 15 — Valores medios + erros-padréo (%) do nivel de proteina colagenosa
traseira (PCT), proteina colagenosa dianteira (PCD) dos grupos de
ratos normais (N) e diabéticos (D) tratados com antocianinas de
uvas roxas (UVA) e de Tradescantia pallida (T.P.) e de ratos néo-
tratados, Testemunha (T- N) Controle (C —D)

Grupos PCT (%) PCD (%)
T (N) 40,56 + 0,72 A 40,30+ 1,86 A
C (D) 5425+ 158 a 50,28+ 0,50 a
UVA (N) 39,48 + 0,68 Ab 37,83+0,49 Ab
T.P. (N) 49,25+ 1,77 Bb 43,08 + 0,22 Ab
uv (D) 44,96 + 0,90 Bb 40,75+ 0,37 Ab
T.P. (D) 39,10+ 0,76 Ab 38,66 + 0,68 Ab

Para cada proteina (coluna), médias seguidas de mesma letra mailiscula e mindscula ndo
diferem, respectivamente, da Testemunha e do Controle, pelo teste de Dunnett (P > 0,05).

Uma comparagdo entre os niveis médios de proteinas colagenosas totais
do grupo de ratos normais ndo-tratados (Testemunha) e do grupo de ratos
diabéticos ndo-tratados (Controle) mostra aumento de 25,23% no nivel de
proteinas colagenosas das patas traseiras (PCT) e de 19,85% no nivel de
proteinas colagenosas das patas dianteiras (PCD). A diferenca entre os dois
controles foi significativa, a 1% de probabilidade, pelo teste F, cujos valores de
variancia séo apresentados no Quadro 14.

O aumento do nivel de proteinas colagenosas em diabéticos também foi
observado por VISHWANATH et a. (1986). VISHWANATH et al. (1986)
observaram que individuos diabéticos apresentam aumento médio de 42% no
nivel de colageno em relagéo aos valores do controle. Estes autores observaram,
também, aumento da glicosilacdo e do conteldo de colédgeno na pele de
individuos diabéticos do tipo I, insulino-dependente.

N&o se sabe, entretanto, se 0 aumento da quantidade de colageno em
individuos diabéticos é devido a0 aumento da sintese ou diminuicdo da
degradacéo do colageno (VISHWANATH et al., 1986).
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SPANHEIMER et a. (1988) observaram que, apos duas semanas de
inducdo do diabetes em ratos, a producdo de colageno foi significativamente
reduzida nos 0ssos e nas cartilagens para 52% e 51%, em relagéo aos niveis do
controle, respectivamente. Os autores observaram, também, que o aumento do
numero de ligagBes cruzadas do colageno leva a diminuicdo do colégeno soltvel
e a0 acumulo de colageno nos tecidos mediante aumento da meiavida. As
modificacbes no coldgeno podem levar a um excesso de acumulacdo desta
proteina, sob condi¢des em que € diminuida a sua sintese (SPANHEIMER et d.,
1988).

MOHANAM e BOSE (1981), estudando °>H-hidroxiprolina nos
colagenos soltvel e insoluvel, observaram diminuigdo da sintese e aumento do
catabolismo de colageno, acompanhados por uma conversao do colageno sollvel
para o insoltvel.

BEHERA e PATNAIK (1979) analisaram os niveis de colageno soluvel
e colageno total em o0ssos de fémeas de ratos Swiss com diabetes induzido por
aloxano, o qual ndo levou a aumento significativo na quantidade de colageno
total apos um periodo de tratamento de 96 horas ou 28 dias. Entretanto, o nivel
de colageno solivel em acido acético nos ratos diabéticos sofreu diminuicéo
significativa, a 1% de probabilidade, em comparacdo com 0s ratos normais,
grupo Testemunha.

Os ratos diabéticos tratados com antocianinas de uvas roxas e
antocianinas de Tradescantia pallida apresentaram niveis de proteinas
colagenosas, nas patas dianteiras (PCD), semelhantes aos de ratos normais, nao-
tratados, grupo Testemunha. Os niveis de proteinas colagenosas das patas
traseiras (PCT) do grupo de ratos tratados com antocianinas de Tradescantia
pallida também alcancaram niveis semelhantes aos apresentados pelo grupo
Testemunha. As patas traseiras dos ratos tratados com antocianinas de uvas roxas
apresentaram niveis menores de proteinas colagenosas que os ratos diabéticos,
ndo-tratados, grupo Controle. Os niveis de proteinas colagenosas dos dois grupos

diferiram significativamente pel o teste de Dunnett.
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No caso dos ratos normais, aqueles tratados com antocianinas de uvas
roxas (UVA — N) apresentaram 0s mesmos hiveis de proteina colagenosa no
tecido 0sseo das patas traseiras (PCT) e dianteiras (PCD), em relacéo ao grupo
Testemunha. Os niveis de proteinas colagenosas das patas traseiras (PCT) e
dianteiras (PCD) dos ratos normais tratados com antocianinas de Tradescantia
pallida apresentaram-se menores que o0s do grupo Controle, diferindo,
significativamente, pelo teste de Dunnett.

Lagrue et al. (1979), citados por TIMBERLAKE e HENRY (1988), em
um ensaio clinico com 54 pacientes diabéticos, forneceram 500-600 mg/dia de
antocianinas de uvas da espécie Vaccinium myrtillus por 8 a 33 meses,
observando normalizacdo quase total do colageno. BONIFACE et a. (1986)
também observaram a acdo de antocianinas de uvas, Vaccinium myrtillus, na
reducdo da biossintese de coldgeno em humanos diabéticos.

VERTOMMEN et al. (1994) verificaram diminui¢cdo do colégeno napele
de fémeas de ratos Wistar tratados com o flavonoide diosmina. Os resultados néo
diferiram significativamente dos encontrados em ratos normais.

ODETTI et a. (1990) observaram a inibicdo do avanco da reacdo de
glicosilacdo no tecido conjuntivo de ratos tratados com uma dose diaria de 1g/kg
de aminoguanidina e do flavonéide rutina. O estudo foi realizado, medindo-se a
fluorescéncia dos produtos de glicosilacdo formados. Dados gerais dos produtos
de glicosilacdo foram significativamente menores que em diabéticos nédo-
tratados.

Também BROWNLEE et a. (1986) constataram o efeito da
aminoguanidina, um composto nucleofilico de hidrazina, na prevencdo da
formacé&o de colageno com ligagOes cruzadas, in vitro, e nas paredes das artérias
de ratos com diabetes induzido. De acordo com BROWNLEE et a. (1986), a
formacéo de proteinas com ligagdes cruzadas pode ser prevenida se a carbonila

reativa dos produtos inicias de glicosilagéo puder ser blogueada.
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4.6.2. Proteinas ndo-colagenosas

De acordo com GUNDBERG et al. (1986), proteinas néo-colagenosas
também podem sofrer glicosilagdo, como a proteina do cristalino dos olhos, as
lipoproteinas de baixa densidade, a albumina, a fibronectina e as proteinas dos
nervos. Modificagdes dessas proteinas frequientemente alteram suas funcoes.

Neste trabaho, avaliaram-se os efeitos de antocianinas de uvas roxas e
de Tradescantia pallida nos niveis de proteinas ndo-colagenosas do tecido 0sseo
das patas traseiras e dianteiras de ratos diabéticos. Os valores médios + erros-
padr&o dos nivels de proteinas ndo-colagenosas encontrados sdo apresentados no
Quadro 16.

Quadro 16 — Valores médios + erros-padrédo (%) do nivel de proteina ndo-
colagenosa traseira (PNCT) e proteina ndo-colagenosa dianteira
(PNCD) dos grupos de ratos normais (N) e diabéticos (D) tratados
com antocianinas de uvas roxas (UVA) e de Tradescantia pallida
(T.P.) e deratos néo-tratados, Testemunha (T- N) e Controle

(C-D)
Grupos PNCT (%) PNCD (%)
T (N) 0,39+ 0,02A 1,17+ 0,06 A
C (D) 051+0,01 a 1,16 +0,08 a
UVA (N) 0,44 + 0,02 Aa 0,48 + 0,11 Bb
T.P. (N) 0,47 + 0,03 Aa 0,84 + 0,08 Bb
uv (D) 0,58 + 0,02 Ba 1,05+ 0,09 Aa
T.P. (D) 0,99+ 0,01 Bb 1,01+0,19 Aa

Para cada proteina (coluna), médias seguidas de mesma letra mailiscula e mindscula ndo
diferem, respectivamente, da Testemunha e do Controle, pelo teste de Dunnett (P > 0,05).

Comparando o nivel médio de proteinas ndo-colagenosas totais do grupo
de ratos normais néo-tratados (T - N) com o do grupo de ratos diabéticos ndo-
tratados (C — D), observa-se aumento de 25,53% no nivel de proteinas

colagenosas das patas traseiras (PNCT).

70



De acordo com 0 resumo das andlises de variancia apresentado no
Quadro 14 e com os valores médios dos niveis de proteinas ndo-colagenosas, néo
houve diferenca significativa, entre os grupos Testemunha e Controle, quanto ao
nivel de proteina ndo-colagenosa das patas dianteiras (PNCD). Estes resultados
indicam ndo ter ocorrido ateracdo do nivel de PNCD no grupo de ratos
diabéticos ndo-tratados (C — D). SPANHEIMER et a. (1988) também néo
observaram alteragdo na producéo de proteinas ndo-colagenosas Nos 0Ssos € nas
cartilagens em relagéo aos tecidos do grupo controle.

GUNDBERG et a. (1986) observaram aumento da glicosilacdo da
proteina ndo-colagenosa osteocalcina, com o decorrer da idade, nos 0ssos
humanos e de bovinos. O aumento da quantidade de glicosilacéo da osteocalcina
no 0ssos de individuos idosos pode alterar a afinidade entre a osteocalcina e a
hidroxiapatita e, assim, ter um importante papel na patogénese da osteoporose
senil e na osteopenia que acompanha individuos com diabetes melito.

SPANHEIMER et al. (1988) n&o verificaram alteragdo dos niveis de
proteinas ndo-colagenosas totais, 0 que esta de acordo com os dados encontrados
para proteinas ndo-colagenosas das patas traseiras (PNCD). GUNDBERG et al.
(1986) observaram os efeitos da glicosilagdo somente na proteina ndo-col agenosa
osteocalcina, o que nao foi feito neste trabal ho.

Os resultados encontrados para as patas traseiras (PNCT) néo foram
similares aos encontrados para as patas dianteiras (PNCD). No primeiro caso,
ocorreu aumento do nivel de proteinas ndo-colagenosas no grupo de ratos
diabéticos, quando comparado com o0 do grupo Testemunha; jA no caso das
proteinas ndo-colagenosas das patas dianteiras (PNCD) ndo houve diferenca
significativa entre os dois controles.

O nivel de proteinas nédo-colagenosas das patas traseiras (PNCT) dos
ratos normais tratados com antocianinas de uvas roxas e antocianinas de
Tradescantia pallida manteve-se no nivel das proteinas ndo-colagenosas do
grupo Testemunha, de acordo com o teste de Dunnett. As patas traseiras dos ratos
diabéticos tratados com antocianinas de Tradescantia pallida e de uvas roxas

apresentaram aumento no nivel de proteinas n&o-colagenosas quando comparado
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com o do grupo Testemunha, pelo teste de Dunnett. O aumento no nivel de
proteinas nédo-colagenosas dos ratos tratados com antocianinas de Tradescantia
pallida foi maior que o observado no grupo Controle, ratos diabéticos néo-
tratados.

Observou-se reducdo no nivel de proteinas nédo-colagenosas das patas
dianteiras (PNCD) dos ratos normais, quando comparado com o dos grupos
Testemunha e Controle. Ndo ocorreu nenhuma alteracdo significativa nos niveis
de proteinas colagenosas dos ratos diabéticos, tratados com antocianinas de
Tradescantia pallida e uvas roxas.

Lagrue et al. (1979), citados por TIMBERLAKE e HENRY (1988), e
BONIFACE et a. (1986) observaram reducdo dos niveis de glicoproteinas,
guando individuos diabéticos foram tratados com antocianinas de Vaccinium
myrtillus. Neste trabalho ndo foram analisados os niveis de glicoproteina
isoladamente, mas 0s das proteinas ndo-colagenosas como um todo.

No Quadro 17 é apresentada a comparacdo dos efeitos das antocianinas
de uvas roxas e de Tradescantia pallida nos niveis de proteinas colagenosas e
proteinas néo-colagenosas das patas traseiras e dianteiras, apos 21 dias de
tratamento.

O grupo de ratos normais tratados com antocianinas de uvas roxas
(UVA — N) apresentou menor nivel de proteinas colagenosas em relacéo ao
grupo de ratos normais, tratados com antocianinas de Tradescantia pallida
(T.P.), nas patas traseiras e dianteiras. As patas traseiras dos ratos tratados com
antocianinas de uvas roxas apresentaram um teor de proteinas colagenosas (PCT)
19,84% menor que o das patas traseiras dos ratos tratados com antocianinas de
Tradescantia pallida, enquanto as patas dianteiras apresentaram menos 12,19%
de proteinas colagenosas (PCD) em comparacéo com as patas dianteiras dos ratos
tratados com antocianinas de Tradescantia pallida.

O grupo de ratos diabéticos tratados com antocianinas de Tradescantia
pallida apresentaram nivel de proteinas colagenosas menor que o do grupo de
ratos diabéticos tratados com antocianinas de uvas roxas. Os ratos diabéticos

tratados com antocianinas de Tradescantia pallida apresentaram menos 13% de
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proteinas colagenosas nas patas traseiras (PCT) em relagdo aos ratos tratados
com antocianinas de uvas roxas. As patas dianteiras dos ratos tratados com
antocianinas de Tradescantia pallida tiveram reducdo de 5,13% no nivel de
proteina colagenosa (PCD), mas esta diferenca n&o foi considerada significativa
pelo teste F.

Essas comparagdes confirmam que antocianinas de Tradescantia pallida
tiveram um melhor efeito na reducdo do nivel de proteinas colagenosas no tecido
0sse0 das patas traseiras e dianteiras de ratos diabéticos, em relacéo as
antocianinas de uvas roxas. Entretanto, antocianinas de uvas roxas apresentaram
maior efeito de reducéo do nivel de proteinas colagenosas nos ratos normais.

Os niveis de proteinas ndo-colagenosas das patas traseiras (PNCT) dos
grupos de ratos normais tratados com antocianinas de uvas roxas e antocianinas
de Tradescantia pallida ndo diferiram, significativamente, pelo teste F. Nas patas
dianteiras, os grupos de ratos normais tratados com antocianinas de Tradescantia
pallida apresentaram maior nivel de proteinas ndo-colagenosas (PNCD).

No caso dos ratos diabéticos, 0 nivel de proteinas ndo-colagenosas das
patas traseiras (PNCT) foi menor para o grupo de ratos tratados com antocianinas
de uvas roxas. Nas patas dianteiras (PNCD) n&o houve diferenca significativa

entre os dois tratamentos.
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Quadro 17 — Comparacéo de ratos diabéticos e normais e de antocianinas de uvas
roxas (UVA) e de Tradescantia pallida para proteina colagenosa
traseira (PCT), proteina colagenosa dianteira (PCD), proteina nédo-
colagenosa traseira (PNCT) e proteina ndo-colagenosa dianteira
(PNCD) aos 21 dias de tratamento

Tratamentos Normais Diabéticos
PCT (%)
Controles 40,56 54,25
UVA 38,48 Bb 44,96 Aa
T.P. 49,25 Aa 39,10 Bb
PCD (%)
Controles 40,30 50,28
UVA 37,83Bb 40,75 Aa
T.P. 43,08 Aa 38,66 Ba
PNCT (%)
Controles 0,39 1,17
UVA 0,44 Ba 0,58 Ab
T.P. 0,47 Ba 0,99 Aa
PNCD (%)
Controles 0,51 1,16
UVA 0,48 Bb 1,05 Aa
T.P. 0,84 Aa 1,01 Aa

Controles: normais (Testemunha) e diabéticos (Controle).
Em cadalinha, A > B peloteste F.
Em cada coluna, a> b pelo teste F.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Durante o diabetes melito, a formag&o de produtos finais de glicosilagdo
e ligagbes cruzadas aumenta, resultando em alteracdes de propriedades do
colageno, o que contribui para o desenvolvimento de patologias tipicas do
diabetes e do envelhecimento. Por ser o colageno o principal componente do
tecido conjuntivo, examinaram-se 0s efeitos de antocianinas de uvas roxas,
enocianinas, e de Tradescantia pallida na produgdo de colageno total no tecido
0sse0 das patas de ratos normais e com diabetes induzido por aloxano.
Avaliaram-se, também, os niveis de proteinas ndo-colagenosas totais das patas
traseiras e dianteiras dos ratos do experimento. Para controle do diabetes, os
niveis de glicose sangliinea e o peso corpora foram avaliados a cada sete dias.

As antocianinas de uvas roxas utilizadas encontravam-se na forma de po,
soltvel em agua e usado comercialmente como corante alimenticio. Antocianinas
de folhas de Tradescantia pallida foram extraidas com uma solucéo etanol:agua
(60:40), acidificada com HCI 0,1%. O extrato foi parcialmente purificado por
cromatografia em coluna, tendo como fase estacionaria a polivinilpolipirrolidona
Doses diarias de 50 mg de antocianinas foram administradas aos ratos do ensaio
biol6gico durante um periodo de 21 dias. O nivel de proteinas colagenosas e néo-

colagenosas foi avaliado ao final do periodo de 21 dias.
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A inducéo do diabetes melito foi feita por meio de administracéo
intravenosa da droga aloxano, em uma concentracdo de 60 mg/kg de peso
corporal. A eficiéncia da inducéo foi de cerca de 20%, devido a resisténcia ou
morte dos animais. O nivel minimo de glicose sanguinea dos animais diabéticos
foi de 125 mg/dL. Os ratos diabéticos apresentaram aumento do nivel de
proteinas colagenosas nas patas traseiras e dianteiras.

Antocianinas de uvas roxas e de Tradescantia pallida ndo apresentaram
efeito hipoglicemiante quando uma dose diaria de 50 mg foi administrada aos
ratos normais e diabéticos.

Embora o consumo de alimento néo tenha diferido em nenhum dos seis
grupos de ratos, os animais normais tratados com antocianinas de uvas roxas e de
Tradescantia pallida e os diabéticos tratados com antocianinas de uvas roxas
apresentaram ganho de peso corporal menor que o dos ratos normais ndo-
tratados. O grupo de ratos diabéticos tratados com antocianinas de Tradescantia
pallida apresentou queda constante de peso corporal no decorrer dos 21 dias de
tratamento. A perda de peso € muito comum em individuos diabéticos, porém,
como ratos normais tratados com antocianinas de uvas roxas e de Tradescantia
pallida n&o apresentaram perda de peso corporal, pode-se supor que esta perda
n&o esteja relacionada com o consumo de antocianinas.

Houve efeito do tratamento com antocianinas de Tradescantia pallida e
de uvas roxas nareducdo dos niveis de proteinas colagenosas do tecido 6sseo das
patas dianteiras e traseiras de ratos com diabetes induzido por aloxano. Os efeitos
de antocianinas extraidas de uvas roxas foram mais eficientes na reducdo de
proteinas colagenosas no tecido 0sseo de ratos normais. O efeito de antocianinas
de Tradescantia pallida foi mais pronunciado nos ratos diabéticos.

N&o houve similaridade de resultados entre os teores totais de proteinas
n&o-colagenosas das patas traseiras e dianteiras, podendo-se concluir, apenas,
gue houve reducéo dos niveis de proteinas ndo-col agenosas nos ratos normais.

As pesquisas realizadas demonstram a potencialidade das antocianinas de
Tradescantia pallida e de uvas roxas na reducdo dos niveis de colageno total de

animais com diabetes induzido por aloxano.
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APENDICE A

Quadro 1A — Niveis de glicose sanglinea dos ratos, antes e apos quatro dias da
Injecdo intravenosa de aloxano

Rato Glicoseinicia  Glicose ap6s aloxano Alteracdo da glicose
1 82 80 -2
2 70 72 +2
3 80 76 +16
4 57 86 +29
5 73 81 +8
6 61 58 -3
7 68 85 -17
8 72 82 +10
9 67 235 + 168
10 66 73 +7
11 83 128 +45
12 89 85 -4
13 96 morreuy -
14 86 90 +4
15 67 75 +8
16 97 69 +28
17 73 64 +9
18 78 52 +26
19 72 72 0
20 68 222 154
21 89 165 +76
22 64 92 +28
23 84 79 -5
24 82 81 -1
25 76 75 -1
26 69 72 +3
27 69 65 -4
28 65 67 +2
29 79 84 -5
30 57 80 +23
31 73 77 +4
32 67 60 -7
33 68 84 +16
34 75 96 +21
35 85 82 -3
36 51 79 +28
37 84 83 -1
38 71 82 +9
39 75 57 -18
40 78 83 +5
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Quadro 1A, Cont.

Rato Glicoseinicia  Glicose apés aloxano Alteracdo da glicose
41 85 88 +3
42 80 78 -2
43 69 74 +5
44 77 81 +4
45 72 82 +10
46 88 85 -3
47 85 143 + 58
48 70 71 +1
49 88 386 + 298
50 77 173 + 96
51 83 301 + 218
52 87 morreu  ---e--
53 93 83 -10
54 87 80 +7
55 85 93 +8
56 91 99 +8
57 87 94 +7
58 90 90 0
59 81 morreu -——--
60 79 336 + 257
61 85 101 + 16
62 94 249 + 155
63 89 353 + 264
64 91 206 + 115
65 82 89 +7
66 88 88 0
67 83 328 + 245
68 85 98 +13
69 90 291 + 201
70 90 morreu -
71 89 92 +3
72 98 79 -19
73 80 85 +5
74 95 85 -10
75 81 89 +8
76 89 89 0
77 86 92 +6
78 86 305 - 219
79 83 morreu  ------
80 69 morreu  -—---
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APENDICE B

Quadro 1B — Desdobramento da interacdo tratamento (Tr) x tempo (t) para a
glicose sanglinea

Y] GL QM
Trl/t (Testemunha) (3) 110,53 ns
Linear 1 316,84 ns
Quadratico 1 3,20 ns
Desvio 1 11,56 ns
Tr2/t (Controle) (3) 8294,05 *
Linear 1 12122,00 **
Quadrético 1 594,05 ns
Desvio 1 12166,04 **
Tr3/t (UVA -N) (3) 105,25 ns
Linear 1 0,09 ns
Quadratico 1 312,05 ns
Desvio 1 3,61 ns
Tr4/t(T.P.-N) (3) 147,87 ns
Linear 1 213,16 ns
Quadratico 1 28,80 ns
Desvio 1 201,64 ns
Tr5/t (UVA. - D) (3) 11398,19 **
Linear 1 338,56 ns
Quadratico 1 17523,20 **
Desvio 1 16332,78 *
Tr6/t (T.P.- D) (3) 8965,93 *
Linear 1 10650,24 **
Quadratico 1 16245,00 **
Desvio 1 2,56 ns
Residuo 72 242254
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Quadro 2B — Desdobramento da interagéo tratamento (Tr) x tempo (t) para o

peso
Fv GL QM
Trl/t (Testemunha) (3) 2067,38 **
Linear 1 6068,41 **
Quadratico 1 101,25 ns
Desvio 1 32,49 ns
Tr2/t (Controle) (3) 1455,52 **
Linear 1 4057,69 **
Quadratico 1 162,45 ns
Desvio 1 146,41 ns
Tr3/t (UVA -N) (3) 1639,00 **
Linear 1 4844,16 **
Quadrético 1 39,20 ns
Desvio 1 33,64 ns
Trd/t (T.P.-N) (3) 1437,12 **
Linear 1 4186,09 **
Quadratico 1 101,25 ns
Desvio 1 24,01 ns
Tr5/t (UVA - D) (3) 305,73 *
Linear 1 864,36 **
Quadrético 1 45,00 ns
Desvio 1 7,84 ns
Tr6/t (T.P.- D) (3) 920,32 **
Linear 1 1998,09 **
Quadratico 1 510,05 *
Desvio 1 252,81 ns
Residuo 72 76,47
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APENDICE C

Quadro 1C — Desdobramento da interacéo E x Tr para nivel de glicose sanglinea,
em diferentes tempos de avaliacdo

FV GL Quadrados médios
Dia0 Dia07 Dial4 Dia21
T/E1 (normais) 1 6,40 ns 40,00ns 176,40 ns 240,10 ns

T/E2 (diabéticos) 1 8065,60ns  1464,10ns 35283,60** 16728,10*

E/T1 (UVA) 1 55502,50 **  46240,00 ** 10304,10** 85932,91 **
E/T2(T.P) 1 107536,90**  67404,09** 91584,90** 165636,90**
Residuo comb 75 2784,64 2784,64 2784,64 2784,64

** F significativo a 1% de probabilidade.
*  Fsignificativo a 5% de probabilidade.
ns F ndo-significativo.

Quadro 2C — Desdobramento da interacdo E x Tr para peso, em diferentes
tempos de avaliacéo

FV GL Quadrados médios
Inicio Dia07 Dial4 Dia21
T/E1 (normais) 1 1,60 ns 57,60 ns 372,10 ns 6,40 ns
T/E2 (diabéticos) 1 2528,10 ** 14,40 ns 3,60 ns 672,40 ns
ET1(UVA) 1 6300,10 **  9180,90** 13616,10** 13176,90 **
E/T2(T.P.) 1 77440ns 712890**  9859,60** 19096,91 **
Residuo comb 35 243,03 243,03 243,03 243,03

** F significativo a 1% de probabilidade.
ns F ndo-significativo.
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Quadro 3C — Desdobramento da interacdo E x Tr para proteina colagenosa
traseira (PCT), proteina colagenosa dianteira (PCD), proteina
ndo-colagenosa traseira (PNCT) e proteina ndo-colagenosa
dianteira (PNCD) aos 21 dias de tratamento

FV GL Quadrados médios
PCT PCD PNCT PNCD
T/ E1 (normais) 1 238,6322** 69,1164**  0,0020 ns 0,3323 **

T / E2 (diabéticos) 1 859076 ** 10,8994ns  0,4215** 0,0026 ns

E/T1(UVA) 1 75,0212** 21,3160 * 0,0498 ** 0,8049 **
E/T2(T.P.) 1 257,7593** 48,9737 ** 00,6859 ** 0,0728 ns
Residuo 24 6,6975 3,8241 0,0021 0,0317

** F significativo a 1% de probabilidade.
* Fsignificativo a5 % de probabilidade.
ns F ndo-significativo.
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