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RESUMO

As chalconas apresentam uma variada atividade biol6gica, devido as
diferentes possibilidades de substituintes funcionais ligados aos anéis
benzénicos (A e B). Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito e
mecanismo de acdo da (2E)-3-(1,3-benzodioxol-5-il)-1-(3°,4’- dimetoxi-
fenil)-2-propen-1-ona (chalcona P9) na secrec¢do de insulina nas ilhotas
pancredticas. Foram utilizados ratos Wistar machos de 49 dias de idade
para ensaios em muisculo esquelético e de 90 dias de idade para
isolamento das ilhotas pancreaticas. Apds dissecado, o musculo séleo
foi submetido ao ensaio de captacdo de glicose na auséncia das
chalconas (controle) e na presenca da chalcona P9 (1 nM; 10 nM e 1
nM; 10 uM) ou da L38 (I nM, 1 uM). Apds o isolamento foram
realizados ensaios de influxo de calcio na auséncia da chalcona
(controle) e na presenca da chalcona P9 (0.1 nM; 1 nM; 10 nM; 100 nM
e 1 uM; 10 uM), nos tempos de 30; 60; 600 e 900 segundos. Foi
escolhida a concentragdo de 1 nM e o tempo de 600 segundos de
incubacdo para realizacdo dos ensaios, a fim de investigar o mecanismo
de acdo da chalcona na secrecdo de insulina. Foram utilizados
inibidores/ativadores de canais idnicos (glibenclamida 20 uM; diazoxide
250 uM; nifedipina 1 uM), quelantes de célcio (BAPTA-AM 50 uM) e
inibidor de proteina cinase ativada por mitégenos (MAPK) (PD98059
50 uM) com o objetivos de estudar as vias de sinalizagdo intracelulares
mediadas pela chalcona. Foi também realizado ensaio de captagdo de
glicose nas ilhotas pancreéaticas na auséncia da chalcona (controle) e na
presenca da chalcona P9 (1 nM). Além disso, foi realizado um ensaio de
secrecdo de insulina estatica induzida nas ilhotas pancreéticas. A
chalcona P9 estimulou o influxo de célcio através do fechamento de
canais de potassio dependentes de ATP por uma via semelhante a da
gliblencamida, pela abertura de canais de célcio dependentes da
voltagem e com a participacdo do calcio dos estoques e da proteina
cinase cinase ativada por mitégenos (MEK). Além disso, o efeito da P9
nesta via de sinalizacdo induzida pelo calcio culminou na secrecdo de
insulina em ilhotas pancreéticas reforgcando o papel secretagogo desta
chalcona.

Palavras chave: chalconas; secre¢éo de insulina, hiperglicemia, influxo
de célcio, ilhotas pancreaticas.



ABSTRACT

Chalcones are compounds widely found in plants that are important
intermediaries and the final product of flavonoid biosynthesis. Such
compounds present a variety of biological activities due to different
possibilities of functional substitutes connected to benzene rings (A and
B) present in the compound. It has been reported that some isolated
chalcone classes and synthetic chalcones influenced in carbohydrate
metabolism, especially glucose metabolism. This work aimed to study
the action mechanism of [(2E)-3-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-1-(3°,4’-
dimethoxy- phenyl)-2-propen-1-one] (chalcone P9) in insulin secretion
from pancreatic islets. Male 49 day-old Wistar rats were used for
skeletal muscle test and 90 day-old were used for isolation of pancreatic
islets. After removal and cleaning of the soleus muscle, it was subjected
to the glucose uptake assay in the absence of chalcones (control) and in
the presence of chalcone P9 (1 nM; 10 nM and 1uM; 10 uM) or L38 (1
nM, 1 puM). After isolation, calcium influx trials without chalcone
(control) and with chalcone P9 (0.1 nM; 1 nM; 10 nM; 100 nM and 1
uM; 10 uM) at 30; 60; 600 and 900 seconds were performed. The
concentration of 1 nM (P9) and the time of 600 seconds were chosen for
the trial in order to verify possible chalcone action mechanisms in
insulin  secretion. lonic channel inhibitors/activators (20 uM
glibenclamide, 250 pM diazoxide, 1 uM nifedipine), calcium
guelantants (BAPTA-AM 50 uM), and mitogen-activated protein
kinases inhibitor (MAPK) (PD98059 50 uM) were used with the
objective of studying the intracellular signaling pathway mediated by
chalcone. Glucose uptake assay was also performed on pancreatic islets
in the absence of chalcone (control) and in the presence of chalcone P9
(1 nM). Furthermore, a trial with static insulin secretion induced in the
pancreatic islets was done. Chalcone P9 stimulated the calcium influx
through the activation of potassium channels dependent on ATP by a
pathway similar to gliblencamide, calcium channels dependent on
voltage, and with the participation of the calcium from the storages and
extracellular mitogen-activated protein kinase kinase (MEK). Also, the
effect of P9 in that signaling pathway induced by calcium culminated in
insulin secretion in the pancreatic islets, reaffirming the secretagogue
effect of that chalcone.

Keywords: chalcones, insulin secretion, hyperglycemia, calcium influx,
pancreatic islets.
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1 INTRODUCAO

1.1 CHALCONAS

Chalconas sdo compostos que estdo presentes em uma
variedade de plantas, e sdo importantes intermediarios e produtos
intermediarios na via de sintese dos flavonoides. Em algumas
angiospermas as chalconas sdo responsaveis pela coloracdo das flores.
Esta pigmentacdo nas flores é de extrema importancia para atrair
agentes polinizadores como insetos e passaros. Ademais, as chalconas
ndo se limitam apenas a esta parte da planta sendo encontradas em
frutos, caules, raizes e em uma variedade de tecidos vegetais,
naturalmente sdo encontradas em plantas rasteiras e/ou arboreas (ANTO
et al.,, 1995; RAO; FANG; TZENG, 2004). Em conjunto com 0s
flavonoides, as chalconas exercem outras fungdes importantes nas
plantas, tais como: auxilio na polinizacdo, na dispersdo de sementes,
reproducdo e crescimento (MO; NAGEL; TAYLOR, 1992; TAYLOR,;
HEPLER, 1997; VOGT et al., 1994). Também atuam na protecdo contra
patégenos e insetos (DIXON, 2001), além de comunicacdo em sistemas
simbidticos e sinalizagdo molecular (PERRET; STAEHELIN;
BROUGHTON, 2000).

As chalconas sdo quimicamente classificadas como cetonas
aromaticas o,B-insaturadas. Elas sdo formadas por dois anéis benzénicos
unidos por trés carbonos, onde estdo presentes um grupo carbonila e
uma porgdo olefinica como representado na figura 1. As diversas
atividades biolédgicas conferidas ao grupo das chalconas sdo possiveis,
devido a ligagdo dupla que se encontra em conjugagdo com a carbonila,
de tal forma que a retirada deste agrupamento torna a molécula inativa
(SINGH; ANAND; KUMAR, 2014).
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Figura 1 - Estrutura fundamental das chalconas (2E)-1,3-
difenilprop-2-en-1-ona

Representacdo plana da estrutura quimica do nucleo fundamental das
chalconas. Fonte: Adaptado de Simdes et al. (Org.), 2004.

A nomenclatura quimica da estrutura fundamental das
chalconas definida pela IUPAC ¢ (2E)-1,3-difenilprop-2-en-1-ona e na
representacdo plana dessa classe de compostos, o anel A é numerado
com numeros ordinarios seguidos de uma linha (°) e o anel B somente
com nuameros ordinarios, se diferindo de outras classes de compostos
como os flavonoides (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004). Esse
esqueleto C6-C3-C6 por ser considerado simples e principalmente por
apresentar uma variada atividade biologica, desperta a atencdo de
pesquisadores para o fato de se tratar de um composto com grande
potencial farmacoldgico. Além disso, as atividades das chalconas se
diferem de acordo com os substituintes ligados aos anéis aromaticos
(AVILA et al., 2008; BATOVSKA et al., 2009). Devido a essa
caracteristica e as incontdveis possibilidades de substituicBes nos anéis
aromaticos, somada a relativa facilidade de manipulacdo quimica, esses
compostos sdo utilizados para varios estudos, pois apresentam atividade
farmacoldgica muito ampla.

As chalconas sdo sintetizadas pela convergéncia de duas vias
biossintéticas distintas (figura 2): a do &cido chiquimico - o que ird
originar a fenilalanina precursora do acido cindmico - e a do acetato via
acido malénico. Sendo assim, a rota biossintética das chalconas,
metabdlitos secundarios das plantas, se da a partir de trés moléculas de
malonil-CoA e uma molécula de cinamoil-CoA, em que o cinamoil-
CoA ¢é responsavel pela formagdo do anel B, além da ponte com trés
carbonos e o malonil-CoA pelo anel A das chalconas e pela flavona
(SIMOES et al., 2004).
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Figura 2 - Rota de biossintese das chalconas e flavonoides
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Na literatura estdo descritas varias metodologias e rotas de
sintese para as chalconas e compostos analogos. De maneira geral
mais simples e utilizada é a condensagdo alddlica de Claisen-Schmidt
2006) (figura 3). Este método se baseia na

(CALVINO et al
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condensacdo de um derivado de acetofenona com um benzaldeido
usando metanol ou etanol e hidroxido de sédio ou hidroxido de potassio
como solvente polar e uma base como catalisador (SINGH; ANAND;
KUMAR, 2014; VOGEL, 1989; YADAV et al., 2011). Desta forma
uma ampla variedade de compostos podem ser obtidos pois, sdo
encontrados indmeras acetofenonas e benzaldeidos comerciais para
serem combinadas. Esta variedade estrutural proporciona as diversas
atividades bioldgicas das chalconas (DUCKI et al., 1998).

Figura 3 - Esquema geral da condensacéo de Claisen-Schmidt

o] (o]

/

HsC NaOH 7
—

Benzaldeido Acetofenona Chalcona

Representacdo geral da reacdo de condensacdo de Claisen-Schmidt
utilizando o NaOH como catalisador da reagdo. Fonte: Adaptado de
Yadav, 2011.

Esta descrito na literatura uma multiplicidade dessas atividades
tais como: antioxidante, antiflngica, antiprotozodria, antibacteriana,
anti-inflamatéria, antitumoral, antiagregante plaquetario, (SINGH,;
ANAND; KUMAR, 2014). Outra atividade apresentada pelas chalconas
encontrada na literatura é sobre o efeito no metabolismo de carboidratos,
principalmente o da glicose. Chen et al., (2002) demonstraram que
chalconas presentes nas raizes da Broussonetia papyrifera (Amoreira-
de-papel), isoladas, atuaram como inibidoras da atividade da proteina
tirosina fosfatase 1B (PTP 1B). Estas enzimas atuam defosforilando, e
por consequéncia, inativando o receptor de insulina. Também foi
elucidado que o poder de atividade desta chalcona envolvida no
metabolismo dos carboidratos, estd diretamente relacionado com a
quantidade de substituintes apolares.

Estudos demonstram que as chalconas contribuem para a
homeostase da glicose. Diferentes classes de chalconas se mostraram
capazes de diminuir a glicose sérica, sendo pela diminuicdo da absorcéo
intestinal de glicose, pelo aumento da captagdo de glicose pelo tecido
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muscular e adiposo via ativagdo da translocacdo do transportador de
glicose do tipo 4 (GLUT4), pela sintese de glicogénio e/ou aumento da
secrecdo de insulina, tanto em procedimentos in vivo quanto in vitro
(KAMEI et al., 2003). Sendo assim é possivel notar que as chalconas
podem atuar em diversos tecidos/d6rgdos como exemplo podemos citar
acles no intestino por meio das dissacaridases e através da regulacdo do
transportador de glicose dependente de sédio (SGLT1), do GLUT2 e
GLUTS - e nos rins por meio da regulacdo do SGLT2, além da atuacdo
nos tecidos muscular, adiposo e hepéatico citados anteriormente,
colaborando desta forma para o controle da glicemia. (ALBERTON et
al., 2008; DAMAZIO et al., 2009, 2010; JAMAL; ANSARI; RIZVI,
2009; SATYANARAYANA et al., 2004; SEO et al., 2005).

O extrato etanol de Angelica keisei uma erva japonesa - comum
na medicina popular do Japéo - apresentou duas chalconas principais, a
4-hidroxerricina (4-HD) e a xantoangelol que demonstraram atividade
semelhante a insulina atuando através de uma via independente da
ativacdo do receptor gama ativado pelo proliferador de peroxissoma
(PPAPY)(ENOKI et al., 2007). A 4-HD também atuou na prevencdo da
progressdo da diabetes geneticamente induzida em camundongos
(ENOKI et al., 2007). Outro estudo demonstrou que as chalconas 4-HD
e a xantoangelol obtidas da Angelica keiskei Koidzumi quando
administradas por via oral tiveram efeito anti-hiperglicémico em teste de
tolerancia oral a glicose em camundongos, mostrando-se capazes de
aumentar a captacdo de glicose, por meio do aumento da translocacéao de
GLUT-4 para a membrana plasmatica de células musculares L6
(KAWABATA et al., 2011).

Trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa no
Laboratorio de Hormbnios & Transducdo de Sinais (LHTS) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) demonstraram que
chalconas derivativas com um grupo nitro como substituinte (um grupo
receptor de elétrons), em determinadas posicoes do anel fundamental da
chalcona, possuem atividade anti-hiperglicémica quando testados in
vivo, assim como, chalconas com grupo 3,4-metilenodioxi em um dos
anéis (DAMAZIO et al., 2009). Em outro trabalho, Damazio et al.,
(2010) demonstrou que a chalcona 2(E)-1-(40-nitrofenil)-3-(2-naftil)-2-
propen-1-ona administrada in vivo foi capaz de melhorar
significativamente a curva de tolerancia a glicose e induzir a secre¢ao de
insulina, indicando esta chalcona como uma potencial secretagogo de
insulina. Além disso, foi demonstrado que ambos os tipos de grupos:
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doador de elétrons como metoxi e receptor de elétrons como o nitro déo
essa atividade as chalconas, de acordo com a posicao delas no anel “A”
mostrando a significancia do efeito conformacional.

1.2 HIPERGLICEMIA

A manutencdo da concentracdo de glicose sanguinea (<100mg//dl) é
primordial para a sobrevivéncia e funcionamento adequado do
organismo (BRUTSAERT, 2017a). A Sociedade Brasileira de Diabetes
(SBD) (2017) adotou parédmetros de glicemia e hemoglobina glicada
para detectar normalidade ou alteracbes no metabolismo de
carboidratos, com graus de hiperglicemia que podem indicar um pré-
diabetes ou risco aumentado para o desenvolvimento da diabetes e a
diabetes melito j& estabelecidas como demonstrado na tabela a baixo.
Tabela 1 - Critérios laboratoriais para diagnéstico de
normoglicemia, pré-diabetes e diabetes melito adotados pela
Sociedade Brasileira de Diabetes.

Glicose 2 horas
ap6s sobrecarga
com 75 g de

(mg/dL)

Glicose em jejum
(mg/dL)

Glicose ao acaso HbA1c (%) Observacoes

OMS emprega valor
de corte de 110 mg/
dL para normalidade
da glicose em jejum.?

Normoglicemia <100 <140 -

Positividade de
qualquer dos
pardmetros confirma
diagnéstico de pré-
diabetes.
Positividade de
qualquer dos
parametros confirma
diagndstico de DM.
Método de HbA1c deve

Pré-diabetes ou
risco aumentado
para DM

2100e < 126" =140 e < 200# = 257e<65

Diabetes
estabelecido

=126

=200

= 200 com sintomas
inequivocos de
hiperglicemia

265

ser o padronizado.
Na auséncia
de sintomas de
hiperglicemia, &
necessdrio confirmar
o diagndstico pela
repeticao de testes.

OMS: Organizacao Mundial da Sadide; HbA1c: hemoglobina gcada; DM: diabetes malitus.

* Categoria também conhecida como glicemia de |ejum alterada.

* Categoria também conheclda como Intoerancia oral 4 glicose.

Fonte: SBD , 2017.

Para a homeostasia da glicose a acdo da insulina, um horménio
anabolico, é de extrema importancia principalmente no estado pos-
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alimentado, pois ela é o principal horménio responsavel pela
manutencao da glicemia (SALTIEL; KAHN, 2001). Ap6s uma refeicéo,
ocorre uma elevacdo da concentracdo de glicose sanguinea. Este
aumento da glicemia é compensado primeiramente pela liberagdo rapida
de insulina (primeira fase) e apo6s, pela liberacdo lenta de insulina com
um efeito prolongado (segunda fase). Desta forma a glicose sanguinea
retorna a glicemia normal (<100 mg/dl) em cerca de 2 horas
(BRUTSAERT, 2017b; CASTIELLO; HEILEMAN; TABRIZIAN,
2016). A hiperglicemia se caracteriza pelos pardmetros glicémicos
acima de 100 mg/dl. Isso se d& por deficiéncia no mecanismo de
controle da homeostasia da glicose. Desta forma a hiperglicemia pode
estar relacionada a diminui¢do da captacdo de glicose pelos tecidos
periféricos e/ou ao aumento da producdo hepatica de glicose ou pela
producdo baixa ou ausente de insulina.

Em individuos que apresentam uma resisténcia periférica a
insulina, mas que apresentam as células p-pancreéaticas funcionando, as
demandas na producdo de insulina aumentam e compensa a resisténcia,
desta forma, a glicemia é mantida (DONATH; HALBAN, 2004).Varios
mecanismos estdo associados a hiperglicemia como proteinas e fatores
inflamatdrios podem interferir na via de sinalizacéo da insulina inibindo
a sintese ou secrecdo da mesma. Esta inibi¢do pode acontecer a partir de
uma fosforilagdo que inativa uma proteina essencial para a sequéncia de
sinalizacdo insulinica. O excesso de lipideos no organismo também esta
associado & ativacao de vias de resisténcia a insulina, além de saturar os
estogues de lipideos no tecido adiposo e se acumular em tecidos como
figado e masculo (MUOIO; NEWGARD, 2008).

A hiperglicemia cronica caracteriza a diabetes melito, que é
uma doenca cronica que ocorre quando o pancreas ndao produz insulina
suficiente ou quando o organismo ndo responde efetivamente a insulina
produzida pelo pancreas, neste caso estamos falando da resisténcia a
insulina. Em 2014, 8,5% da populagdo mundial com 18 anos ou mais
tinham diabetes e em 2015, 1,6 milhGes de mortes foram causadas
diretamente pela diabetes (WHO, 2018). Esta doenca é dividida
principalmente em dois grandes grupos, a diabetes melito tipo 1 que €
caracterizada por uma insuficiéncia do pancreas em produzir insulina e
esta associada a processos autoimune que ndo estdo bem definidos,
como infecgdes virais e processos alérgicos. Esses processos autoimunes
levam a uma degradagdo das células B pancredticas fazendo com que
esse individuo se torne dependente de insulina exdgena (SBD, 2017;
YAMADA, A T.T; LAVRAS, C.; DEMUNER, 2011).
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Ja a diabetes melito tipo 2 esta relacionada a multiplas
desordens metabdlicas como a resisténcia a insulina nas células adiposas
e musculares, que quando ultrapassa a capacidade adaptativa das células
beta, culmina em um declinio da producéo e secre¢do de insulina. Além
da producdo hepética de glicose desregulada e uma intolerancia a
glicose que levam ao quadro de diabetes melito tipo 2. Na tabela 2 séo
descritas algumas caracteristicas dos dois principais tipos desta

patologia (SBD, 2017; ADA, 2016).

Tabela 2 - Diferentes caracteristicas da diabetes melito tipo 1 e tipo 2

Caracteristica Tipo 1 Tipo 2
[Idade de inicie ";]I]a;: comuments < 30 Mais comumente > 30 anos
(Obesidade associada Nio Muito comum

dod

idiagnistico

P . -
insulina para controle Sim Nao

‘Variaveis; podem ser baixas, normais ou elevadas, dependendo
ic de insulina ends Extremamente baias | g, gy ge resisténcia a insulina e do distirbio de secrecio de

ou indetectaveis i

\Concordincia entre gémeos = 50% > go%
\Associado a tipos especificos de antigenos HLA-D Sim Nio
Presenca de anticorpos contra células das ilhotas ao Sim Nio

[Patologia das ilhotas

Insulite, perda seletiva
da maicria das células
B

Ihotas pequenas, com aspecto normal; deposicio de amiloide
{amilina) é comum

Tendé de icacdes do diabetes

ao

retinopatia, nefropatia, neurcpatia, doenca vascular Sim Sim
laterosclerdtica)
H_lpergl_tcem responde a drogas orais anti- Nio Sim, inicialmente em virios pacientes
hiperglicemiantes
0 MSD © 2018 Merck Sharp & Dohme Corp., subsidiania da Merck & Co., Inc., Kenliworth, M. EUA

Fonte: BRUTSAERT, 2017a.
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1.2.1 Biossintese de Insulina

A insulina ¢ um horménio produzido pelas células B das ilhotas
de Langerhans, no pancreas. Este hormdnio € um polipeptideo de 51
aminoacidos, dispostos em duas cadeias denominadas A e B. A insulina
é produzida na forma de pré- pr6- horménio, inicialmente com 110
aminoacidos, contendo um peptideo sinal que ao ser reconhecido por
uma particula de reconhecimento de sinal (PRS) é transportado até o
interior do reticulo endoplasmatico. As peptidases presentes no reticulo
endoplasmatico clivam o peptideo sinal, dando origem a pré-insulina
gue passa por um processo de maturacdo da estrutura tridimensional da
insulina. Nesta maturacdo o pr6-horménio passa por um enovelamento
gue da origem a trés pontes dissulfeto sendo, duas unindo as cadeias A e
B que estdo separadas pelo peptideo C e uma entre aminoacidos da
cadeia A (FU; GILBERT; LIU, 2013; STEINER; OYER, 1967).0
processo final de maturagdo do hormdnio ocorre no complexo de Golgi,
dentro de vesiculas imaturas onde as proteases agem retirando o
peptideo C entre as cadeias A e B. Forma-se entdo a insulina que
contém duas pontes dissulfeto ligando a cadeia A na cadeia B, como
representado na figura 4 (FU; GILBERT; LIU, 2013; STEINER, 2008;
STEINER; CHAN; RUBENSTEIN, 2011; STEINER; OYER, 1967).
Ainda no processo de maturacéo da insulina, nas vesiculas do complexo
de Golgi, ela se liga ao zinco. Cada Zn* é capaz de se ligar a 6
moléculas de insulina formando um hexamero (CHIMIENTI; FAVIER;
SEVE, 2005; DUNN, 2005). Os granulos de insulina sdo armazenados
em vesiculas compondo o pool de insulina intracelular que ficam a
espera de um sinal para iniciar o processo de exocitose (HENQUIN,
2000; HENQUIIN et al., 2003).
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Figura 4 - Biossintese e secre¢do de insulina
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Acesso em: 22/06/2018

1.2.3 Secrecdo de Insulina

O principal estimulo para a secre¢do de insulina é 0 aumento da
glicemia no periodo pés-prandial (BRUTSAERT, 2017a). Entretanto
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outros fatores também podem regular essa secre¢cdo como os hormonios
gastrintestinais, pancreaticos, inervacdo das ilhotas pancreéaticas pelo
sistema nervoso autdbnomo (BEARDSALL et al.,, 2006; HENQUIN,
2000; HENQUIN et al., 2003). A secre¢do de insulina pelas células 3
em resposta a uma sensibilizacdo por glicose ocorre em duas fases
distintas (figura 5). Ha a fase inicial ou desencadeadora, de liberacdo
rapida e transitoria que tem duracdo de quatro a dez minutos e a segunda
fase ou amplificadora com duracéo estendida. Na fase desencadeadora,
os granulos de insulina do estoque de liberacdo rapida que estdo
acoplados ou préximos a membrana plasmatica sdo liberados. Os
principais efeitos desta etapa sdo direcionar a glicose proveniente da
dieta para uso imediato e inibir a producdo hepatica de glicose
(gliconeogénese e glicogendlise) (DEL PRATO; TIENGO, 2001). Ja na
segunda fase de liberagdo de insulina os sinais para tal secrecdo sdo
amplificados, os granulos de insulina do estoque que estavam dispersos
no citoplasma séo ativados e deslocados para a membrana plasmatica
para serem liberados, além disso, a biossintese da insulina é ativada por
esses sinais. Esta fase visa manter os niveis basais da glicemia
(BEARDSALL et al., 2006; RORSMAN; BRAUN, 2013).

Figura 5 - Secrecéo bifasica de insulina estimulada por glicose

Altos niveis de glicose

FASE | FASEIl

Secregao de insulina

Basal

v

Tempo (minutos) A A8
Gréfico representativo das fases | e Il na secrecdo de insulina versus
tempo (minutos), apds o estimulo das células p-pancreéticas por altos
niveis de glicose. Fonte: Adaptado de:
http://pubs.rsc.org/en/content/articlentml1/2016/LC/C5LC01046B.
Acesso em: 25/06/2018
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No entanto, para que ocorra esta secrecdo de insulina, a glicose precisa
ser transportada para o interior da célula . Isto ocorre por difusdo
facilitada via GLUTS, presentes na membrana plasmatica, que em ratos
sdo do tipo 2 (GLUT2) e em humanos sédo do tipo 1 (GLUT1). A glicose
no interior do pancreas comeca a ser metabolizada, sofrendo uma agédo
da enzima glicocinase (hexocinase IV) que diferente da hexocinase I,
possui uma baixa afinidade pelo produto desta reacdo que é a glicose-6-
fosfato (MATSCHINSKY, 1996; RORSMAN; BRAUN, 2013). A
glicose-6-fosfato segue até a degradacdo total e hd um aumento na
formacgdo de ATP pelas mitocondrias, via cadeia respiratoria. A relacao
ATP/ADP aumenta no interior das células B e isso faz com que ocorra o
fechamento de canais de potassio dependentes de ATP (Katp). Na célula
B ndo estimulada, os canais Katp €std0 abertos e 0 movimento de saida
dos ions K" através do canal mantém o potencial de membrana negativo
(-70 mV). O fechamento destes canais, modifica a diferenca de
potencial eletroquimico entre 0 meio intra e extracelular, o que leva a
despolarizacdo da membrana plasmatica. Em decorréncia da
despolarizacdo da membrana, os canais de célcio dependentes de
voltagem se abrem e ocorre, por consequéncia, o aumento do influxo de
calcio (FREDERICO et al., 2017; GRIBBLE; REIMANN, 2003;
KOMATSU et al., 2013; RORSMAN, 1997).

O célcio é um ion de estrema importancia para a secre¢do de
insulina pois é responsével por ativar a translocacdo e acoplamento das
vesiculas de insulina para/na membrana plasmatica presentes no
citoplasma das células B pancredticas, para que ocorra a exocitose
(FREDERICO et al., 2017; NICHOLS; REMEDI, 2012; YANG et al.,
2014). Além disso, os fons Ca®* sdo importantes sinalizadores
intracelulares, pois participam de relevantes processos celulares e
fisiolégicos, como diferenciacdo, proliferacdo, apoptose, ativacdo de
sistemas enzimaticos, secrecdo, fertilizacdo, formacdo de padrédo
embrionario, aprendizado e memoria, contracdo muscular, transporte
de acUcares e aminoacidos (BROSTROM; BROSTROM, 1990;
ZHOU; XUE; YANG, 2013). Como exemplos de acdo do calcio na
transducdo de sinais, muitas proteinas possuem sitio de ligacdo
especifico para o ion e sdo ativadas a partir da ligagdo do mesmo.
Outro exemplo é a ligacdo do cdlcio, a receptores que sdo
sensibilizados e ativam proteinas alvos, frente a alteracdes de
concentracdo intracelular de célcio (KRAUSS, 2014).
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Ao abrir os canais de célcio dependentes de voltagem ocorre um
aumento na concentragdo de célcio intracelular, vindo de meio
extracelular e dos estoques citoplasmatico (reticulo endoplasmatico e
mitocdndria), dessa forma este ion ativa o transporte das vesiculas de
insulina do citoplasma para a membrana com a qual elas se fundem e
este hormonio é secretado (GRIBBLE; REIMANN, 2003; KOMATSU
etal., 2013; NICHOLS; REMEDI, 2012; YANG et al., 2014) (figura 6).

Figura 6 — Mecanismo geral de secrecdo de insulina
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Representacdo da célula beta pancredtica apés o aumento da glicose
sanguinea. 1) A glicose entra na célula beta via transportador de glicose
(GLUT 2) e ¢é oxidada passando pelo processo de respiracéo celular, ao
final deste processo é formada uma grande quantidade de adenosina
trifosfato (ATP). 2) O aumento do ATP intracelular resulta no bloqueio
dos canais de potassio dependentes de ATP, que gera despolarizacdo da
membrana plasmatica. 3) Devido a despolarizacdo celular os canais de
calcio dependentes de voltagem se abrem, aumentando a concentracdo
do calcio intracelular. 4) O aumento da concentracdo de calcio devido a
liberacdo dos estoques intracelulares e a entrada do célcio extracelular,
ativa o transporte de vesiculas de insulina para a membrana plasmatica.
5) Estas vesiculas se fundem a membrana plasmatica liberando o
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hormbnio na corrente  sanguinea. Fonte:  Adaptado de:
http://www.numeb.furg.br/images/stories/diabetes/insulina/fig7leg.jpg
Acessado em : 26/06/2018

Além da glicose, que desempenha um papel fundamental na
secrecdo da insulina, outras enzimas participam do processo secretério.
A fosfolipase C (PLC) e a adenilato ciclase (AC) sdo exemplos de
enzimas associadas a membrana que auxiliam neste processo. A ligacéo
de hormdnios como a acetilcolina, o glucagon, as incretinas, a
somatostatina e adrenalina (MENDES, 2015) a receptores associados a
proteina G podem ativar tais enzimas desencadeando acdes
subsequentes para que ocorra a secre¢do de insulina. As proteinas Gq e
Gs sao responsaveis pela interacdo com enzimas efetoras (MOURAD;
NENQUIN; HENQUIN, 2012; SHIBASAKI et al., 2014; WAUSON;
LORENTE-RODRIGUEZ; COBB, 2013). A ativacio da PLC faz com
que ela quebre os fosfolipideos de membrana por hidrélise, gerando
diacilglicerol (DAG) e 1,4,5-inositol trifosfato (IP3). Por sua vez, o
DAG ativa a proteina cinase C (PKC) que é imprescindivel para
secrecdo da insulina e também é dependente de Ca*" J& o IP3 aumenta o
célcio i6nico intracelular através do efluxo do reticulo endoplasmatico,
contribuindo com a exocitose das vesiculas de insulina (WAUSON;
LORENTE-RODRIGUEZ; COBB, 2013). A AC ativa aumentando a
concentracdo de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) no interior da
célula, que por sua vez ativa a proteina cinase A (PKA) dispara vias que
auxiliam o recrutamento de vesiculas de insulina no processo secretorio
(BALK-M@LLER,; EHRENREICH KUHRE, 2014;
DIAKOGIANNAKI; GRIBBLE; REIMANN, 2012).

1.2.4 Sinalizacéo Insulinica

Ao ser secretada na corrente sanguinea a insulina promove a¢fes em
varios tecidos alvos como o muscular esquelético, hepatico, adiposo -
envolvidos com a homeostasia da glicose. Para agir em tais alvos a
insulina se liga a um receptor de insulina (IR) presente nos mesmos. O
IR é uma glicoproteina transmembranar heterotetramérica, que possui
duas subunidades o extracelulares e duas subunidades P intracelulares.
Este receptor € membro da familia de receptores tirosina cinase, quando
a insulina interage com o sitio alostérico da subunidade o, ativa a
tirosina cinase na subunidade B desencadeando a autofosforilagdo do
receptor em residuos de tirosina especificos (HOFFMAN;
ELMENDORF, 2011; KLIP, 2009). Mudangas conformacionais



31

também ocorrem, aumentando a atividade tirosina cinase do receptor de
insulina. Ao ser ativado o RI interage com proteinas substrato de
receptor de insulina (IRS) que séo fosforiladas e assim regulam o inicio
da fase de sinalizagdo insulinica. O IRS possui quatro isoformas (IRS1-
4), sendo que a isoforma 1 é a principal envolvida na regulacao do sinal
insulinico no masculo. O IRS2 parece estar mais envolvido com as
células B e ambos desempenham esta fungdo no metabolismo da glicose
no figado. Quando fosforilado, o IRS origina sitios de reconhecimento
para outras proteinas serem ativadas como as subunidades p85
(regulatdria) e p110 (catalitica) da fosfatidil-inositol-3-cinase (PI13K).
Quando ativada a PI3K age como segundo mensageiro e ativa outras
vias de sinalizagdo, envolvendo a ativagdo de proteinas cinase
dependente de 3-fosfoinositideos (PDK), sendo as isoformas PDK-1 e
PDK-2 ativadas por proteina alvo da rapamicina em mamiferos,
complexo 2 (MTORC?2). Apds serem ativadas essas proteinas fosforilam
a proteina cinase B (PKB). A PKB também chamada de Akt esta
envolvida em pontos importantes de vias metabdlicas reguladas pela
insulina. Uma das agfes que a Akt promove é a fosforilagdo da proteina
glicogénio sintase cinase 3 (GSK3). Esta proteina estd diretamente
envolvida na via de sintese de glicogénio hepatico e muscular (CHANG;
CHIANG; SALTIEL, 2004; HOFFMAN; ELMENDORF, 2011; KLIP,
2009; WATSON; PESSIN, 2007). A ativacdo do eixo PI3K/Akt é de
grande importancia na captacdo de glicose pelos tecidos periféricos
como o muscular e o adiposo, pois a Akt ativada auxilia no processo de
translocagdo de GLUT4 do citosol para a membrana plasmatica. O
GLUT4 é essencial para captacdo de glicose nestes tecidos considerados
dependentes de insulina (COHEN, 2006; SALTIEL; KAHN, 2001).
Para tal, a Akt fosforila a proteina substrato de Akt de 160 kDa
(AS160), imprescindivel para translocacdo das vesiculas de GLUTA4.
Além da AS160, outras proteinas participam do processo de
translocagdo e fusdo do GLUT4 na membrana plasmética. Essas séo
responsaveis por direcionar as vesiculas que se encontram na regido
perinuclear para a membrana. Participam desta acdo 0s receptores de
ligacdo ao fator soluvel sensivel a N-etilmaleimida (SNAREs), 0s
filamentos de actina, os microttbulos em resposta a sinalizagdo gerada
pela insulina (HOFFMAN; ELMENDORF, 2011; KLIP, 2009). Estudos
sugerem que além da translocagdo induzida pela via da PI3K, ocorre um
aumento da atividade intrinseca do GLUT4, por vias complementares a
esta da PI3K, como a da proteina serina/treonina cinase ativada por
mitégenos (MAPK). Esta via provavelmente amplifica o estado
fosforilado do GLUT4 na membrana plasmética. Essas evidéncias
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ajudam a explicar a discrepancia entre a captacdo da glicose e a
translocacdo de GLUT4 para a membrana em tecidos dependentes de
insulina (CAZAROLLI et al., 2013b; FURTADO; POON; KLIP, 2003).
Além do metabolismo da glicose, a insulina participa do crescimento e
diferenciacdo celular, pois a sinalizacdo desencadeada por ela ativa vias
como a da p38MAPK, vias nucleares como MAPK e proteina cinase
cinase ativada por mitdgenos (MEK) que implica na regulagéo de varias
atividades celulares (GONZALEZ-TERAN et al., 2013; JUNG et al.,
2011; RISCO; CUENDA, 2012) (figura 7).

Figura 7 - Sinalizagdo Insulinica
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O receptor de insulina é uma tirosina cinase que sofre auto-fosforilacdo
e catalisa a fosforilacdo de proteinas celulares, como membros da
familia IRS, Shc e Chl. Apods a fosforilacdo da tirosina, estas proteinas
interagem com moléculas sinalizadoras através dos dominios SH2,
resultando em uma série diversa de vias de sinalizacdo, incluindo a
ativacdo das proteinas cinases Pl (3) K e PtdIns (3,4,5) P3 a jusante, Ras
e a cascata de cinase MAP e Cbl / CAP e a ativacdo de TC10. Essas vias
atuam para coordenar a regulacdo do trafico de vesiculas, sintese de
proteinas, ativacdo e inativacdo enzimatica e expressdo génica, 0 que
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resulta na regulagdo do metabolismo de glicose, lipidios e proteinas.
Fonte: Adaptado de Saltiel; Kahn, 2001.

A insulina desempenha um papel fundamental na homeostasia
da glicose, atuando em varios niveis, desde a diminuicdo hepética da
producdo/liberacdo de glicose (gliconeogenese/glicogendlise) até o
aumento da captacdo de glicose por tecidos dependentes de insulina
como o muscular e o adiposo. Além das acGes envolvidas com a glicose,
a insulina, por ser um horménio anabdlico, promove a sintese proteica, a
lipogenese no figado e inibe a degradacéo de proteina e dos lipideos do
tecido adiposo (THORENS; MUECKLER, 2010).

1.4 ANTI-HIPERGLICEMIANTES ORAIS

A hiperglicemia cronica é um dos principais problemas para as
pessoas que sdo acometidas com a diabetes melito, podendo gerar
produtos finais de glicagdo avangada (BOWLING; RASHID;
BOULTON, 2015; WADA,; YAGIHASHI, 2005). A diabetes é dividida
principalmente em dois tipos, a diabetes tipo 1 que é caracterizada pela
destruicdo das células B-pancreaticas sendo o portador dependente de
terapia insulinica, e a diabetes tipo 2 que representa a maior parte dos
pacientes com diabetes do mundo, é caracterizada por resisténcia a
insulina, hiperglicemia e sindrome metab6lica (BRUTSAERT, 2017a).
Terapias ndo medicamentosas sdo prescritas para diabéticos tipo 2,
como a terapia nutricional e a pratica de exercicio fisico. Porém quando
ndo é possivel obter um controle da glicemia com esses cuidados é
necesséria uma intervencdo medicamentosa com os hipoglicemiantes
orais. Esses farmacos estdo distribuidos em mais de cinco classes
distintas como as sulfoniluréias, biguanidas, tiazolidinedionas,
inibidores da dipeptidil peptidase IV (DDP-4), inibidores da a-
glucosidase, dentre outras classes de farmacos que vem sendo
desenvolvidas (BRUTSAERT, 2017b).

As sulfoniluréias sdo farmacos que atuam aumentando a
secrecdo de insulina pelas células B-pancreaticas. O mecanismo de acédo
desses farmacos ja se encontra bem relatado na literatura. Eles agem nas
células B blogueando canais de potassio dependentes e adenosina
trifosfato causando uma despolarizacdo da membrana celular e
consequentemente abrindo canais de calcio dependentes de voltagem
gue por sua vez aumenta o influxo de célcio e leva a secre¢do de
insulina pelas células B-pancredticas (BRUTSAERT, 2017b;
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HENQUIN, 2004). Este blogueio dos canais Katp se da pela ligacdo das
sulfoniluréias ao receptor de sulfoniluréia (SUR) presente na membrana
plasmatica das células p. O SUR é composto por quatro subunidades
receptoras de sulfoniluréia 1 (SUR1) que possuem uma alta afinidade
pelas sulfoniluréias e sdo requeridas para ativacdo e regulagdo do
receptor. E outras quatro subunidades Kr6.2 que apresentam baixa
afinidade pelas sulfoniluréias. (HENQUIN, 2004; ROSAK, 2002).

Duas classes de sulfoniluréias sdo bem definidas, as de primeira
geracdo representadas pela clorpropamida, tolbutamida e tém acéo lenta
e de longa duracdo. E as de segunda geracdo representadas pela
glibenclamida, glipizida (figura 8) e glicazida que possuem agdo mais
rapida e maior poténcia do que as de primeira geracdo. Tanto as
sulfoniluréias de primeira, quanto as de segunda geracdo, apresentam
efeitos colaterais como 0 ganho de peso e a hipoglicemia, o Gltimo mais
relacionado as de primeira geracdo (KOSKI, 2006; OIKNINE;
MOORADIAN, 2003). Além desses efeitos adversos, observa-se que as
sulfoniluréias usadas por longos periodos podem exaurir a fungdo das
células B (FREDERICO et al., 2017; MERCK, 2014).

Figura 8 - Estrutura quimica da glibenclamida e da glipizida
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Representacdo plana da estrutura quimica da molécula de glibenclamida
e da molécula de glipizida. Fonte: Adaptado de Abdelmoneim et al.,
2012.

As biguanidas sdo representadas principalmente pela
metformina. Sdo farmacos que atuam independente de insulina,
diminuem a producdo hepética de glicose, reduzem a gliconeogénese e
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aumentam a absorcdo de glicose em tecidos periféricos. Além disso,
aumentam a sensibilidade das células B a glicose, diminuem a absor¢do
intestinal de lipidios e reduzem as concentragdes do inibidor de
plasminogénio 1 promovendo um efeito antitrombético. Os efeitos
colaterais mais evidentes desses farmacos sdo o0s transtornos
gastrintestinais como, nauseas e vOmitos, mas que sdo transitorios
(BRUTSAERT, 2017b; CHAN et al., 2007)

As tiazolidinedionas também conhecidas como glitazonas sdo
farmacos que atuam no figado, musculos e tecido adiposo diminuindo a
resisténcia a insulina nesses tecidos. No tecido adiposo as
tiazolidinedionas exercem acdo agonista se ligando a um receptor gama
ativado pelo proliferador de peroxissoma (PPARY) que regulam a
transcricdo de genes envolvidos no metabolismo da glicose e lipidios.
Sdo exemplos de tiazolidinedionas as pioglitazona e rosiglitazona
(BRUTSAERT, 2017b; FOWLER, 2007; KARAK et al., 2013;
LUCONI; CANTINI; SERIO, 2010).

Os inibidores de a-glicosidases, como a acarbose, reduzem as
concentracdes de glicose ap6s a alimentacdo, atuando como inibidores
competitivos das a-glicosidases, que sdo enzimas presentes na orla
ciliada do intestino, que hidrolisam o carboidrato proveniente da dieta
(BRUTSAERT, 2017b). Essa classe de farmacos é menos eficiente
guanto a diminuicdo da glicemia, porém podem ser usados associados
com outros farmacos e com a insulina. Os efeitos adversos podem levar
a interrup¢do do tratamento, pois estdo relacionados a transtornos
gastrointestinais como dispepsia, flatuléncia e diarreia (BRUTSAERT,
2017b; CHENG; FANTUS, 2005; KOSKI, 2006).

Os inibidores de dipeptidil peptidase-4 agem dificultando a
degradacdo do peptideo semelhante ao glucagon (GLP-1) por inibicdo
da enzima DDP-4. S&o exemplos de inibidores de DPP-4 a sitagliptina e
a saxagliptina (BRUTSAERT, 2017b; CAPUANO et al., 2013).

1.5 JUSTIFICATIVA

Muitos trabalhos tem relatado o efeito antidiabético de
diferentes classes de chalconas naturais e sintéticas (CAZAROLLI et al.,
2013a; HU et al.,, 2014; MAHAPATRA; ASATI; BHARTI, 2015).
Entre estes efeitos descritos para as chalconas em relagdo a homeostasia
da glicose, destacam-se a atividade de dissacaridases intestinais, efeito
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insulinomimético em tecidos alvos da insulina, efeito antioxidante no
pancreas e na secrecdo de insulina, nos mais variados modelos in vivo e
in vitro (HU et al., 2012, 2014; OHTA et al., 2015). No entanto, 0s
mecanismos celulares e moleculares que medeiam a acdo de chalconas
na secrecdo de insulina ainda sdo desconhecidos. Apoiado em trabalhos
do Laborat6rio de Hormonios & Transducdo de Sinais que descreveram
o efeito agudo de chalconas derivativas, com grupamentos
eletrodoadores e eletroaceptores, na tolerancia a glicose, o presente
trabalho foi proposto. Para tanto, foram selecionadas algumas chalconas
com efeitos significativos na regulacdo da glicemia in vivo, para o
estudo do mecanismo de acdo que culminam na secrecdo de insulina, in
vitro.

Devido as varias reacfes adversas que os anti hiperglicémicos
orais apresentam a curto ou longo prazo que podem fazer com que o
tratamento se torne inviavel, seja por descontinuacdo do uso do
medicamento por parte do paciente ou por problemas fisiologicos
causados como o caso das sulfoniluréias. E de estrema importancia que
se descubra/desenvolva outros farmacos com atividade anti-
hiperglicémica que apresente menos efeitos colaterais do que 0s que ja
estdo disponiveis no mercado. Desta forma este trabalho visou estudar
as chalconas como uma alternativa para o tratamento da diabetes melito
tipo 2.

Este estudo estd apoiado no efeito de chalconas, com
grupamentos funcionais metoxi, na reducdo da glicemia na curva de
tolerancia a glicose. A hipdtese do mecanismo de acdo das chalconas
aqui estudadas seria que elas atuem na a secre¢do de insulina pelo
mecanismo de acdo semelhante ao estimulado pela alta glicose (inibicédo
de canais Katp € ativacdo de canais de calcio dependentes de voltagem
(CCDV)).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o mecanismo de agéo da chalcona (2E)-3-(1,3-
benzodioxol-5-il)-1-(3',4'- dimetdxi-fenil)-2-propen-1-ona (P9) na
secrecdo de insulina em ilhotas pancreaticas

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Selecionar as chalconas com agéo anti-hiperglicemica para o estudo do
mecanismo de acéo na secre¢do de insulina em ilhotas pancreéticas.

- Estudar o efeito das chalcona P9 e da chalcona (2E)-1-(1,3-
benzodioxol-5-il)-3-(3,4-dimetoxi- fenil)-2-propen-1-ona) (L38) na
captagdo de glicose no musculo séleo.

- Investigar a curva de tempo da chalcona P9 no influxo de calcio em
ilhotas pancreéticas.

- Estudar a curva de concentracdo-resposta da chalcona P9 no influxo de
calcio em ilhotas pancreaticas.

- Averiguar o mecanismo de acdo da chalcona P9 no influxo de célcio
em ilhotas pancreaticas.

- Investigar o efeito da chalcona P9 na captacao de glicose em ilhotas
pancreaticas.

- Estudar o efeito da chalcona P9 na secre¢do de insulina estatica.
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3 METODOLOGIA

3.1 REAGENTES

Glibenclaminda, diazoxide, nifedipina, BAPTA-AM, PD98059,
glipizida, albumina bovina sérica e colagenase tipo V foram adquiridos
da Sigma-Aldrich Chemical Company® (St. Louis, MO, EUA). Glicose,
e outros solventes foram adquiridos da Diprolab® (Florianépolis, SC,
Brasil). Solventes para os é)rocedimentos analiticos, etanol e metanol
foram adquiridos da Merck™ (Darmstadt, Alemanha). Todos os produtos
quimicos utilizados eram de grau analitico. O ensaio imunoabsorvente
ligado & enzima (ELISA) para a determinagdo quantitativa de insulina
de rato (nimero de catalogo EZRMI-13K) foi adquirido da Millipore
(St. Charles, MO, EUA). [U-"*C]-2-Deoxi-D-glicose (**C-DG),
atividade especifica 9.25 GBg/mmol,[**Ca]CaCl, (sp. act. 321 KBg/mg
Ca®*) e Optiphase Hisafe liquido de cintilagdo biodegradavel foi
adquirido da Perkin-Elmer Life e da Analytical Sciences (Boston, MA,
EUA).

3.1.1 Preparacdo das chalconas

A preparacdo das chalconas foi de responsabilidade do Prof. Dr.

Rosendo Augusto Yunes, do grupo de Sintese Organica do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina
(DAMAZIO et al., 2009, 2010).
Os reagentes usados para a preparacdo das chalconas foram obtidos
comercialmente (Merck®, Sigma-Aldrich®). Todas as chalconas foram
preparadas por adicionar em um baldo de 100 mL, o benzaldeido (1,5 g;
10 mmol), a acetofenona (10 mmol) e metanol (30 mL). Os reagentes
foram dissolvidos por agitacdo magnética e em seguida foi adicionado
KOH 50% v/v (10 mL). A reacdo foi mantida em agitacdo magnética, a
temperatura ambiente, por 24 h. Apos este periodo, agua destilada foi
adicionada & reagdo, sendo a mesma acidificada com &cido cloridrico
10%, o que provocou a precipitacdo dos compostos. Esta foi filtrada em
funil de Biichner; a pureza foi verificada por cromatografia de camada
delgada e, quando necessario, as chalconas foram recristalizadas em
hexano e diclorometano ou purificadas por coluna cromatogréfica
(figura 9
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Figura 9). As estruturas foram identificadas por ponto de fuséo,
infravermelho, anélise elementar, e ressonancia magnética de *H e **C.

Figura 9 - Procedimento geral para as chalconas com grupamento
3,4-metilenodioxi
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Representagdo da reagdo de condensacdo de Clain-Schmitd para
formacéo das chalconas (2E)-3-(1,3-benzodioxol-5-il)-1-(3',4'-dimetoxi-
fenil)-2-propen-1-ona)  (P9) e (2E)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-(3,4-
dimetoxi- fenil)-2-propen-1-ona) (L38). Fonte: Damazio, 2008

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos de 49-50 dias que foram
utilizados para ensaios em musculo esquelético e 60-90 dias de idade
gue foram utilizados nos ensaios aplicados em ilhotas pancreaticas. Os
animais foram obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Catarina. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas e
alimentados com ragdo comercial e 4gua ad libitum em sala climatizada
onde foram submetidos a um ciclo normal de claro/escuro (luzes acesas
das 6 h as 18 h). Todos os animais foram monitorados e mantidos em
concordancia com as recomendagdes da Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA). Foi utilizado o Protocolo n° 2119280317 aprovado
pela CEUA/UFSC em 07.07.2017.

3.3 ENSAIOS E MEDIDAS DA CAPTACAO DE GLICOSE NO
MUSCULO SOLEO
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Ratos Wistar machos (49-50 dias) foram anestesiados com
isoflurano e decapitados, o musculo séleo foi removido e imediatamente
colocado em placa de Petri, em gelo, contendo o tampédo Krebs-Ringer
bicarbonato (KRb) com uma composi¢do de NaCl (122 mM), KCI (3
mM), MgSOa4 (1,2 mM), CaCl2 (1,3 mM), KH2POa4 (0,4 mM), e NaHCOs
(25 mM) em atmosfera de 02/CO2 (95%: 5%, v/v) até o pH 7,4;
contendo 3 mM de glicose. Apo6s dissecacdo e limpeza do tecido
conjuntivo os musculos direito e esquerdo foram divididos em quatro
fatias (corte transversal as fibras musculares), alternadamente incubados
nos grupos controles e tratados com a chalcona P9 e L38 em diferentes
concentracdes. Para a captacdo de [U-*C]-2-deoxi-D-glicose 0s
musculos foram pré-incubados durante 30 minutos em tampdo KRb
(controle) 300 uL em um agitador metabdlico a 37°C em atmosfera de
carbogénio (O,: CO,, 95:5, v/v) e posteriormente incubados por 1 hora
em novo tampdo KRb contendo 0,1 uCi/mL de [U-'*C]-2-deoxi-D-
glicose acrescido do composto nas concentragGes determinadas. Os
musculos, entdo foram removidos, secados em papel filtro e transferidos
para tubos com 500 uL de NaOH e fervidos por 15 minutos. Aliquotas
de 5 pL de cada amostra foram utilizadas para a dosagem de proteinas
pelo método de Lowry et al., 1951. Aliquotas de 50 pL de cada amostra
foram utilizadas para contagem da radioatividade em liquido de
cintilagio OptiPhase Hisafe3 (WallacOy, Turku, Finlandia) em
espectrometro de cintilagdo (LKB rack beta modelo LS 6500 Multi-
Porpose Scintillation Counter-Beckman, Boston, USA). Como
observado no fluxograma abaixo:

Anestesiados (isoflurano) Eutanasiados (decapitacdo)

Retiradado musculo
soleo o
Limpeza e divisio emgrupos
Grupo tratado Grupo tratado

Pré incubacdo com KRb Pré incubacdo com KRb + P9 Pré incubacdo com KRb + L38
{30min) (30min) (30min)

|Trocade solucdo ITru(a de solugéo | lTrocadesolu;Eo

Incubagio com KRb + [*C]DG Incubagio com KRb + [4C]DG +P9 Incubagio com KRb + [“C]DG +138
(60min) (60min) (60min)

Secagemdos tecidos (papel o]

Processamento dasamostras

Determinago de proteinas e

contagem de radioatividade

Resultados expressosem
mmol [#C]DG/ g proteina
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3.4 ISOLAMENTO DAS ILHOTAS PANCREATICAS

Ratos Wistar machos (60-90 dias) euglicémicos foram
anestesiados com isoflurano e decapitados. O pancreas dos ratos foi
visualizado por meio de uma incisdo abdominal central. O ducto
pancredtico foi obstruido na altura do duodeno e canulado préximo ao
figado. O tampéo Krebs Ringer (contendo 122 mM NaCl, 3 mM KClI,
1,2 mM MgS04, 1,3 mM CaCl,, 0,4 mM KH,PO,, e 25 mM NaHCOs,
carbogenado com O,/CO, (95%:5%, v/v) até atingir o pH 7,4)
adicionado de HEPES (8 mM), glicose 3 mM (KRb-HEPES) e
colagenase (10 mg) foi injetado no ducto pancredtico até o pancreas
ficar totalmente distendido. O pancreas foi removido e mantido numa
placa de Petri com KRb-HEPES. Posteriormente o tecido foi transferido
para tubo cénico (110 x 115 104 mm), centrifugado (centrifuga Excelsa
Baby (modelo 206), FANEM, Sédo Paulo, SP, Brasil), por 2 min. O
sobrenadante foi descartado e foi adicionado 10 mL de KRb-HEPES
sem colagenase. Este processo foi repetido por quatro vezes, sendo o
Gltimo realizado por decantagdo. Aliquotas (100 pL) em média 500 pg
de proteina de ilhotas isoladas foram transferidas para microtubos
contendo 300 pL de KRb-HEPES sem colagenase. Ap6s nova
centrifugacdo o tampdo foi removido e foi iniciado o ensaio com as
ilhotas. Como observado no fluxograma abaixo:

[ Animais ]

Anestesiados (isoflurano) | Eutanasiados (decapitacdo)

[ Incisdo abdominal

| Visualizacdo do pancreas

Obstrucso [ducdena) e

canulag3o [figado) do ducto
pancreatico

Inje¢do de KRb-HEPES +
Colagenase no ducto

[ Remocdo do pdncreas ]

Centrifugacdo (2min) / descarte de _
sobrenadante

| - dx
Adiggo de KRb-HEPES sem
Colagenase -

Ilhotas Isoladas (lupa)




43

3.5 INFLUXO DE CALCIO NA ILHOTA PANCREATICA ISOLADA

As ilhotas pancreaticas isoladas foram pré-incubadas em
tamp&o KRb-HEPES contendo 5 mM de glicose, 0,1 uCi / mL “*Ca®*
por 60 minutos em incubadora com agitacdo metabdlica a 37 °C, pH 7,4
em atmosfera de dioxido de carbono com O,: CO, (95: 5, v/ V) nos
grupos controles ou tratados com a chalcona P9. Em alguns
experimentos foram adicionados, um ativador/bloqueador de canais
ibnicos ou ativadores/inibidores de proteinas especificas, aos 45 minutos
de incubacéo, correspondendo a 15 minutos antes do tratamento. Estes
foram mantidos durante todo o periodo de incubacdo (Frederico et al.,
2012). Foram utilizados os seguintes compostos: glibenclamida 20 nM;
diazoxide 250 uM; nifedipina 1 uM (Frederico et al., 2012); BAPTA-
AM 50 uM (Altenhofen et al., 2017) e PD98059 50 uM (CASTRO et
al., 2014). As ilhotas foram tratadas durante 10 minutos e a incubacéo
foi finalizada com uma solucéo de cloreto de lanténio (10 mM) a 2 °C
para impedir o fluxo de Ca®* (BATRA; SIOGREN, 1983). Aliguotas de
50 uL foram retiradas de cada amostra para medi¢do da radioatividade
em liquido de cintilacdo através de um espectrometro de cintilagdo
liquida rack (modelo LS 6500; Contador de Cintilacdo Multifinalidade -
Beckman Coulter) e, 10 ul foi usada para a quantificacdo de proteina de
acordo com Lowry et al., 1951. Como observado no fluxograma abaixo:

Anestesiados (isoflurano) Eutanasiados (decapitacdo)
Isolamento de Ilhotas
Pancredticas

Controle ] [ Tratamento ] i Tratamento+
[ Ativador/Bloqueador Ativador/Bloqueador

Equilibrio idnico
KRb +%Ca**
{60min)

Equilibrio idnico
KRb +%Ca™
(60min) (60min)
I Adicionado aos 45 mindo equilibrio 1

[ KRb ] [ KRb ] [ Ativador/Blogueador ][ Ativador/Blogueador ]

Equilibrio idnico
KRb +#Ca®*

Equilibrio idnico
KRb +*Ca®*
(60min)

Adicionado apos eguilibri

| | | |
KRb (10min) Tratamento KRb (10min} Tratamento
(10min) (10min)

Adic iiiia apos tratamento
[ Processamento das amostras ]

|
Determinacdo de proteinase
contagem de radioatividade
|
Resultados expressosem
pmol*Ca*/ pg proteina
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3.6 CAPTAGCAO DE [U-*C]-2-DEOXI-D-GLICOSE EM ILHOTAS
PANCREATICAS

As ilhotas pancreéticas isoladas foram pré-incubadas durante 30
minutos em tampdo KRb-HEPES contendo 3 mM de glicose em um
agitador metabolico a 37°C em atmosfera de carbogénio (O,: CO,, 95:5,
v/v) e posteriormente foram incubados por 60 minutos em novo tampéao
KRb contendo 0,1 pCi/mL de [U-**C]-2-deoxi-D-glicose no grupo
controle ou no grupo tratado contendo o composto (P9) nas
concentracdes determinadas. Aliquotas de 10 uL de cada amostra foram
utilizadas para fazer dosagem de proteinas pelo método de Lowry et al.
(1951). Aliguotas de 50 pL cada amostra foram utilizadas para
contagem da radioatividade em liquido de cintilacdo Opti Phase Hisafe
3 (Wallac Oy, Turku, Finlandia) em espectrometro de cintilacdo (LKB
rack beta modelo LS 6500 Multi-Porpose Scintillastion Counter-
Beckman, Boston, USA). Como observado no fluxograma abaixo:

Anestesiados (isoflurano} Eutanasiados {decapitacdo}

Isolamento de llhotas
Pancreaticas

Pré incubagdo com KRb
(30min)

Centrifugacao e Troca de solugdo Centrifugagdo e Troca de solugio l

P9

[ Pré incubagdo com KRb + P9 ]

(30min)

Incubagdo com KRb + [**C]DG Incubagde com KRb + [¥*C]DG +P9
(60min) (60min)

[ Processamento das amostras ]

Determinagdo de proteinas e
contagem de radioatividade

Resultados expressos em
mmol [**C]DG / ug proteina

3.7 ENSAIO DE SECREGCAO DE INSULINA INDUZIDA NA
ILHOTA PANCREATICA

As ilhotas pancreaticas isolados foram pré-incubadas em
tampdo Krebs-Ringer-bicarbonato (KRb) -HEPES em um incubador
metabdlico tipo Dubnoff a 37 °C, pH 7,4 em atmosfera de diéxido de
carbono com O,: CO, (95: 5, v/ v), contendo glicose 3 mM. A chalcona
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derivativa P9 1 nM ou glipizida 2,7 pM foi incubada durante 30
minutos. A quantificacdo de insulina estatica no meio de incubacéo,
auséncia/presenca do composto, foi detectada pelo ensaio
imunoenzimatico (ELISA), de acordo com as instrugdes do fabricante e
expressas como ng de insulina / 15 ilhotas por pogo de incubagdo. A
faixa de valores detectados por este ensaio foi de 0,2-10 ng / mL. Os
coeficientes de variagdo intra e inter-ensaio para insulina foram de 3,22
e 6,95, respectivamente, uma de sensibilidade de 0,2 ng / mL. Todos 0s
niveis de insulina foram estimados por meio de medidas colorimétricas
a 450 nm com um leitor de placa ELISA (Organon Teknika, Roseland,
NJ, EUA) através de interpolacdo a partir de uma curva padrdo. As
amostras foram analisadas em duplicata e os resultados foram expressos
expressos em ng de insulina / 15 ilhotas / pogo (CAZAROLLI et al.,
2009). Como observado no fluxograma:

Anestesiados (isoflurano) Eutanasiados (decapitacio)

Isolamento de Ilhotas
Pancredticas . X
Separacdo de 15ilhotas por poco
Tratamento Grupo

Pré incubacdo com Pré incubagdo com Pré incubagdo com
KRb KRb KRb

| Adicionado | Adicionado l Adicionado

KRb Chalcona P9 Glipizida
(30min) (30min) (30min)
L | ]

1

Ensaio imunoenzimatico
(ELISA)
I
[ Medidas colorimétricas

450 nm

Resultados expressosem

[ ngde insulina / 15 ilhotas ]

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + S.E.M. Uma analise
de variancia (ANOVA), seguido de pds-teste Bonferroni ou o teste t de
Student foi utilizado para determinar a significancia das diferencas entre
o0s grupos. Diferencas foram consideradas significativas para p < 0,05.
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4 RESULTADOS

41 APRESENTAGAO DO NUCLEO FUNDAMENTAL E
CHALCONAS DERIVATIVAS DA 34- METILENODIOXI-
BENZALDEIDO

Estes compostos apresentados na Tabela 1 foram sintetizados
no departamento de quimica da UFSC para a elaboracdo deste projeto.
A Tabela 1 apresenta o nome e a estrutura quimica do ndcleo
fundamental das chalconas o (2E)-1,3-difenilprop-2-en-1-ona que é
composto por dois anéis benzénicos denominados anel A e anel B. Além
disso, apresenta a estrutura quimica das duas chalconas derivativas que
foram utilizadas neste trabalho.

Tabela 3 — Estrutura quimica do nucleo fundamental e chalconas
derivadas do 3,4-metilenodidxi-benzaldeido

Nucleo 0
Fundamental 2 B 2

3 ' ~7 Y 3
(2E)-1,3- ¥ 6 5 4
5 3

difenilprop-2-
en-1-ona

(ALBERTON, 2007;
ALBERTON et al., 2008;
DAMAZIO et al., 2009)

P9

(2E)-3-(1,3- M

benzodioxol-5-
il)-1-(3',4'-
dimetdxi-
fenil)-2-
propen-1-ona

H;CO

H,CO

(ALBERTON et al., 2008;
DAMAZIO, 2008)

L38

(2E)-1-(1,3-
benzodioxol-5-
il)-3-(3,4-
dimetoxi-
fenil)-2-
propen-1-ona)

(DAMAZIO, 2008)
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4.2 ESTUDO DO EFEITO DAS CHALCONAS DERIVATIVAS (2E)-
3-(1,3-BENZODIOXOL-5-1L)-1-(3',4'-DIMETOXI-FENIL)-2-
PROPEN-1-ONA) E  (2E)-1-(1,3-BENZODIOXOL-5-IL)-3-(3,4-
DIMETOXI-  FENIL)-2-PROPEN-1-ONA) EM  DIFERENTES
CONCENTRAGOES NA CAPTAGAO DA GLICOSE NO MUSCULO
SOLEO

A figura 10 mostra a estrutura quimica das chalconas
derivativas (A; B) e a captacdo de glicose no musculo s6leo na presenca
de duas chalconas derivativas em diferentes concentragdes, in vitro (C).
Como podemos observar a (2E)-3-(1,3-benzodioxol-5-il)-1-(3',4'-
dimetoxi-fenil)-2-propen-1-ona), chalcona P9 na concentracdo 10 nM e
1 uM estimulou significativamente a captagdo de glicose em torno de
70% e 80% quando comparado ao grupo controle. No entanto, a (2E)-1-
(1,3-benzodioxol-5-il)-3-(3,4-dimetoxi-fenil)-2-propen-1-ona), chalcona
L38 nesta concentracdo e tempos estudados ndo alterou a captacéo de
glicose quando comparada ao grupo controle.

Figura 10 - Estrutura quimica de chalconas derivativas, (A) (2E)-3-
(1,3-benzodioxol-5-il)-1-(3',4'-dimetoxi-fenil)-2-propen-1-ona) e (B)
(2E)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-(3,4-dimetoxi- fenil)-2-propen-1-
ona); (C) curva concentracgéo-resposta das chalconas derivativas na
captacéo de [U-'*C]-2-Deoxi-D-glicose no musculo sleo

(A)

H5CO

(B)

{ O } O
© OCHg
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©)

Controle
P91nM
P9 10 nM
P91um
P9 10 uM
L38 1 nM
L381uM

0.44

*k

0.34

AEREONLD

0.1

0.0-

Captacéo de glicose no miculo séleo
(mmol *4C-deoxiglicose /ug proteina)
o
N
1

(A) Estrutura quimica da chalcona P9. (B) Estrutura quimica da
chalcona L38. (C) Ensaio de captacdo de '*C-deoxiglicose. Pré
incubacdo (PI) = 30 minutos, incubagéo (1) = 60 minutos. Os valores séo
expressos como a média = E.P.M.; n=6. Significativo para **p< 0,01 em
relacdo ao grupo controle. (C) Fonte: Elaborado pela autora.

4.3 ESTUDO DO EFEITO DA CHALCONA DERIVATIVA (2E)-3-
(1,3-BENZODIOXOL-5-1L)-1-(3',4-DIMETOXI-FENIL)-2-PROPEN-
1-ONA) EM DIFERENTES CONCENTRACOES E DIFERENTES
TEMPOS NO INFLUXO DE CALCIO EM ILHOTAS
PANCREATICAS

A figura 11 mostra a curva de tempo da chalcona P9 no influxo
de calcio em ilhotas pancredticas. Ap6s a incubacdo da chalcona P9 nos
periodos de 30, 60, 300, 600 e 900 segundos foi observado o efeito
estimulatério dessa chalcona no tempo de 60 segundos em 36% relacéo
ao respectivo controle, e em relagcdo ao tempo 30 segundos.
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Figura 11 - Curva de tempo da chalcona (2E)-3-(1,3-benzodioxol-5-
il)-1-(3',4'-dimetoxi-fenil)-2-propen-1-ona) no influxo de célcio em
ilhotas pancreéticas.

N
o
J

3 Controle

B P9 200 M
*%

[y
[$)]
1

(pmol *5ca?*/ ug proteina)
=
(6] o
1 1

Influxo de célcio em ilhotas pancreatica

30 60 300 600 900

Tempo (segundos)

Curva de tempo da chalcona P9 no influxo de célcio. Equilibrio ibnico
(El) = 60 minutos, I= 30; 60; 300; 600; 900 segundos. Os valores s&o
expressos como a média +E.P.M.; n=6. Significativo para **p< 0,01 em
relacdo ao grupo controle do respectivo tempo. Fonte: Elaborado pela
autora.

A partir desses resultados foram estudadas diferentes
concentragdes da P9 em 30, 60 e 600 segundos. Na figura 12 (A, B e C)
foi observado a curva de concentracdo-resposta da chalcona P9 no
ensaio de influxo de calcio em ilhotas pancreaticas nos tempos de 30
segundos (A) em que a chalcona estimulou a captacdo de célcio na
concentracdo de 1 nM em 35% e na concentragdo de 1 pM em 74%, em
relacdo ao controle. Em 60 segundos (B) a chalcona na concentragéo de
10 nM estimulou o influxo de calcio aumentando em torno de 60% em
relagdo ao controle e, em 600 segundos (C) a chalcona estimulou nas
concentracdes de 1 nM em 43%. Ja na concentracdo de 10 uM a P9
apresentou um efeito inibitério do influxo de céalcio em 38% em relacéo
ao controle. Com base nesses resultados adotamos para o presente
trabalho a concentracdo da P9 de 1 nM com um tempo de incubacédo de
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600 segundos (10 minutos) para estudar o mecanismo de acdo deste
composto no influxo de célcio.

Figura 12 - Curva concentracgdo- resposta da chalcona (2E)-3-(1,3-
benzodioxol-5-il)-1-(3",4'-dimetoxi-fenil)-2-propen-1-ona) no
influxo de célcio nos tempos (A) 30 segundos, (B) 60 segundos e (C)
600 segundos

[ Controle
P9 0.1 nM
N P91nM
2 P910nM
P9 100 nM
B P9 1uM
© P9 200 uM
L
g 209 -
5 S
Q -
a8 15 *
g s
< =2
Z 2 104
o g
o
34
S 5 54
o o
g8
o
)
E
= 30 Segundos
3 Controle
P9 0.1 nM
El P91nM
@ P910nM
51 S P9 100 nM

== &3 P91uM
P9 10 uM

N w S~
L 1 L

[N
i

(pmol #°ca?*/ ug proteina)

o

Influxo de célcio em ilhotas pancreéatica

60 segundos
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©)

Controle
P90.1nM
P91nM
P9 10 nM
P9 100 nM
P91 uM
P9 10 uM

40+

ZENOROD

(pmol “5ca?*/ ug proteina)

Influxo de célcio em ilhotas pancreatica

600 segundos

(A) — Curva concentracdo-resposta da P9 em ensaio de influxo do
célcio. EI= 60 minutos e I= 30 segundos. (B) I= 60 segundos. (C) I= 600
segundos. Os valores sdo expressos como a média + E.P.M.; n=6.
Significativo para* p< 0,05; ** p< 0,01 e ***p< 0,001 em relagdo ao
grupo controle. Fonte: Elaborado pela autora.

44 ESTUDO DO MECANISMO DE AGCAO DA (2E)-3-(1,3-
BENZODIOXOL-5-1L)-1-(3',4'-DIMETOXI-FENIL)-2-PROPEN-1-
ONA) NO INFLUXO DE CALCIO NA ILHOTA PANCREATICA:
ENVOLVENDO CANAIS DE POTASSIO

A glibenclamida, uma sulfonilureia de segunda geracdo atua
inibindo canais de potéssio sensiveis a ATP, se ligando a subunidade
reguladora sulfonilureia 1 inibitéria do canal de potassio em células B
pancreaticas. Isso induz uma despolarizacdo da membrana celular e leva
consequentemente a abertura de canais de céalcio dependentes de
voltagem. A figura 13 mostra (A) a estrutura de glibenclamida e (B) a
influéncia da glibenclamida no potencial estimulatorio da P9 no influxo
do célcio. Foi demonstrado que a glibenclamida aumentou a captacdo de
célcio, como esperado para as sulfonilureias, comparado ao grupo
controle e quando utilizada em combinacdo com a P9 a glibenclamida
ndo inibiu o efeito no influxo de calcio na ilhota pancreatica.
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Figura 13 — Estrutura quimica da glibenclamida (A) e a influéncia
de um bloqueador de canal de potassio no efeito estimulatério da
chalcona derivativa no influxo de calcio em ilhotas pancreaticas (B)

Cl
(B)

3 Controle

EE P91nM

B2 Glibenclamida 20 uM
£33 P9 + glibenclamida

-
g

=
e

i

o
Il

Influxo de célcio em ilhotas pancreéticas
(pmol *3Ca?*/ug of proteina)

10 minutos

(A) Estrutura quimica da glibenclamida. (B) El= 60 minutos, a
glibenclamida foi adicionada aos 45 minutos do equilibrio iénico. I= 10
minutos. Os valores sdo expressos como média + E.P.M.; n=6.
Significativo para * p< 0,05 e ***p< 0,001 em relagdo ao grupo
controle. Fonte: Elaborado pela autora.

Para entender melhor a relagdo dos canais de potassio no
mecanismo de acdo da P9 foi realizado um ensaio com o diazoxide que
é um farmaco que abre canais de potassio gerando um gradiente elétrico
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negativo dentro da célula que se traduz em uma hiperpolarizacdo da
membrana celular e fecha canais de célcio dependentes de voltagem
diminuindo o influxo de célcio. Na figura 14 foi possivel verificar a
influéncia do diazoxide no potencial estimulatdrio da P9 no influxo de
célcio. Foi constatado que o diazoxide ndo alterou o influxo de calcio
comparado ao grupo controle, porém ao ser utilizado em combinagéo
com a P9 diminuiu o efeito estimulatério da chalcona em 25% no
influxo de calcio na ilhota pancreatica. Isso corrobora com a
glibenclamida reforcando que o efeito da P9 parece ser principalmente
fechando canal de potassio, porém outros fatores estdo envolvidos, pois
nao foi totalmente blogqueado.

Figura 14 — Estrutura quimica do diazoxide (A) e a influéncia de um
ativador de canal de potassio no potencial estimulatdrio da chalcona
derivativa no influxo de célcio em ilhotas pancreaticas (B)

(A)

Ny

Cl S
\[ I ~NH
/)\
N CH,

(B)
1 Controle

g Em P91nM
% 44 E= Diazoxide 250 uM
‘g = o P9 + diazoxide
G .E
o 2 34
8¢ i
£ 3 :
s & 2+
g < p— —
o3
\8 g 1_
3=
Qo
ERN
£

10 minutos

(A)
Estrutura quimica do diazoxide. (B) El= 60 minutos, o diazoxide foi
adicionado aos 45 minutos de equilibrio iénico. 1= 10 minutos. Os
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valores sdo expressos como média = E.P.M.; n=6. Significativo
para***p< 0,001 em relagio ao grupo controle e “p<0,05 em relagdo ao
P9. Fonte: Elaborado pela autora.

4.5 ESTUDO DO EFEITO DA (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-IL)-1-
(3'4-DIMETOXI-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA) NA CAPTACAO DE
GLICOSE EM ILHOTAS PANCREATICAS

Em ilhotas pancredticas a concentracdo da chalcona P9 utilizada para o
ensaio de captacdo de **C-DG foi a mesma utilizada para os ensaios de
influxo de célcio de 1 nM. Porém na captacdo de glicose ndo foi
possivel observar o efeito estimulatorio da P9 como representado na
figura 15.

Figura 15 - Efeito da chalcona derivativa na captagdo de [U-**C]-2-
Deoxi-D-glicose em ilhotas pancreéticas

[}

8 C Controle
$E 20 = P9 1M
S g

g o

Q o

42 15

g 3

T
§< 10

®S

28

£ ;

=% 5

o P

=

o O

s

SE o0

gE

©

(@]

Efeito da P9 na captacdo de “C-deoxiglicose. Pl= 30 minutos, I= 60
minutos. Os valores sdo expressos como média + E.P.M.; n=6. Fonte:
Elaborado pela autora.
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46 ESTUDO DO MECANISMO DE ACAO DA (2E)-3-(1,3-
BENZODIOXOL-5-IL)-1-(3',4-DIMETOXI-FENIL)-2-PROPEN-1-
ONA) NO INFLUXO DE CALCIO NA ILHOTA PANCREATICA:
ENVOLVENDO CANAIS DE CALCIO

Para caracterizar o mecanismo de ac¢do da chalcona P9 foram
utilizados um blogqueador de canais de calcio dependente de voltagem
tipo L, a nifedipina e um quelante de célcio intracelular, 0 BAPTA-AM.
A figura 16 apresenta a influéncia da nifedipina no potencial
estimulatério da P9 no influxo de calcio. Neste ensaio foi possivel
constatar que a nifedipina ndo apresentou diferenca significativa no
influxo de célcio com relagdo ao grupo controle e ao ser utilizado em
combinacdo com a P9 inibiu o efeito estimulatério da chalcona em 15%.

Figura 16 — Estrutura quimica da nifedipina (A) e a influéncia de
um bloqueador de canal de célcio na acéo estimulatoria da chalcona
derivativa no influxo de célcio em ilhotas pancreéticas (B)

(A)
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(B)

Controle
P91nM
Nifedipina 1 pM
P9 + nifedipina

BEENL

154

Fhk

104

Js

H

(pmol #5ca?*/ ug proteina)

Influxo de célcio em ilhotas pancreatica

10 minutos

(A) Estrutura quimica da nifedipina. (B) El= 60 minutos, a nifedipina
foi adicionada aos 45 minutos de equilibrio iénico. I= 10 minutos. Os
valores sdo expressos como média + E.P.M.; n=6 Significativo para
***n< 0,001 em relagdo ao grupo controle, "p<0,05 em relagdo ao P9.
Fonte: Elaborado pela autora.

Na figura 17 foi apresentado a influéncia do BAPTA-AM no
efeito estimulatério da P9 no influxo de calcio. Podemos verificar que o
BAPTA-AM ndo alterou o influxo de calcio comparado ao grupo
controle. Porém, ao ser utilizado em combinagdo com a P9 bloqueou
totalmente o efeito estimulatério da chalcona no influxo de calcio.

Figura 17 — Estrutura quimica do BAPTA-AM (A) e a influéncia de
um quelante de calcio intracelular no potencial estimulatério da
chalcona no influxo de célcio em ilhotas pancreéticas (B)

(A)
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(B)

Controle

P91 nM
BAPTA-AM 50 uM
P9 + BAPTA-AM
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(pmol *5ca?*/ ug proteina)

Influxo de calcio em ilhotas pancreatica

(A) Estrutura quimica do BAPTA-AM. (B) El= 60 minutos, 0o BAPTA-
AM foi adicionado aos 45 minutos de equilibrio idnico. 1= 10 minutos.
Os valores séo expressos como média + E.P.M.; n=6. Significativo para
***n< 0,001 em relagdo ao grupo controle ¢ “*p<0,001em relacio ao
P9. Fonte: Elaborado pela autora.

47 ESTUDO DO MECANISMO DE ACAO DA (2E)-3-(1,3-
BENZODIOXOL-5-IL)-1-(3',4-DIMETOXI-FENIL)-2-PROPEN-1-
ONA) NO INFLUXO DE CALCIO NA ILHOTA PANCREATICA:
ENVOLVENDO A VIA DA PROTEINA CINASE CINASE
ATIVADA POR MITOGENOS

Com o objetivo de verificar o efeito da inibicho da via
MEK/ERK foi utilizado o PD98059 que é um inibidor da MEK. Na
figura 18 foi demonstrada a agdo do PD98059 no efeito estimulatério da
P9, em que o PD98059 isolado ndo apresentou diferenca no influxo do
calcio em relacdo ao grupo controle, além disso, quando associado com
a P9, anulou completamente a acéo da P9.
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Figura 18 — Estrutura quimica do PD98059 (A) e a influéncia do
PD98059 na acéo estimulatéria da chalcona derivativa no influxo de
célcio em ilhotas pancreaticas (B)

(A)
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(A) Estrutura quimica do PD98059. (B) El= 60 minutos, o PD98059 foi
adicionado aos 45 minutos de equilibrio iénico. I= 10 minutos. Os
valores sdo expressos como média = E.P.M.; n=6; *p< 0,05 em relacdo
ao grupo controle e *p<0,05 em relagdo ao P9. Fonte: Elaborado pela
autora.

4.7 ESTUDO DO EFEITO DA (2E)-3-(1,3-BENZODIOXOL-5-IL)-1-
(3',4'-DIMETOXI-FENIL)-2-PROPEN-1-ONA) NA SECRECAO DE
INSULINA ESTATICA EM ILHOTAS PANCREATICAS.
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A P9 assim como a glipizida aumentaram a secrecdo de insulina
estatica nas ilhotas pancreéaticas apds serem incubadas por 30 minutos.
A figura 19 mostra o efeito estimulatério da chalcona P9 comparada ao
controle em torno de 200% enquanto o0 aumento na presenga de
glipizida, um composto referéncia utilizado como secretagogo de
insulina, foi em torno de 330%.

Figura 19 — Estrutura quimica da glipizida (A) e o efeito da
chalcona derivativa e da glipizida na secrecéo de insulina estatica
em ilhotas pancreaticas (B)
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(A) Estrutura quimica da glipizida. (B) El= 60 minutos, I= 30 minutos.
Os valores sdo expressos como média +E.P.M.; n=6; Significativo para
***n< 0,001 em relagdo ao grupo controle. Fonte: Elaborado pela
autora.
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5 DISCUSSAO

As chalconas, metabdlitos secundarios das plantas, possuem
diferentes atividades biologicas ja descritas (CAZAROLLI et al.,
2013a). Entre estas, a atividade antioxidante, anti-inflamatoria,
atividades pro-apoptética e/ou antiproliferativa e, entre as doencas
cronicas autoimunes se destaca a diabetes (BATOVSKA; TODOROVA,
2010). As chalconas derivativas mostradas na tabela 1 representam uma
classe de estruturas contendo o grupo benzodioxol e o grupo
dimetoxifenil no anel A e B, respectivamente, sendo os substituintes de
cada molécula um o espelho do outro. Estas estruturas previamente
relatadas com o efeito na melhoria da tolerdncia & glicose e/ou no
estimulo na secrecdo de insulina (ALBERTON et al., 2008; DAMAZIO
et al., 2009, 2010) foram entdo selecionadas para este estudo do
mecanismo de agdo contidos nesta dissertacdo. Uma das justificativas
desta escolha foi em relacdo ao grupo funcional metoxifenil por
apresentarem melhor atividade anti-hiperglicémica em relacdo a outros
grupos funcionais inseridos nas chalconas (ALBERTON et al., 2008).

Ainda que o efeito de diferentes chalconas esteja amplamente
relatado na literatura como o efeito antidiabético (insulinomimético)
anti-hiperglicémico (secretagogo de insulina), 0 mecanismo de a¢do em
nivel celular e molecular é pouco conhecido. Uns dos efeitos
fisiologicamente mais importantes da insulina para a manutencdo da
glicemia é através do aumento de transportadores de glicose (GLUT4)
na membrana plasmatica nos tecidos chamados dependentes de insulina
(SILVA et al., 2013). Dentre estas duas chalconas estudadas, a P9 e a
L38, a P9 estimulou significativamente a captacdo de glicose em um
tecido dependente de insulina, o musculo esquelético. Foi relatado na
literatura o efeito de chalconas derivativas como a 4-hidroxiderricina e a
xantoangelol no estimulo da captacdo de glicose em linhagens de
adipocitos (3T3-L1) e na musculatura esquelética por meio da acdo da 2'
4" diidroxi-6'-metoxi-3',5'-dimetilchalcona, respectivamente (CHOI et
al., 2016; OHTA et al., 2015). Ainda, outros trabalhos descreveram que
chalconas derivativas (2E)-3-(1,3-benzodioxol-5-il)-1-(4'-nitrofenil)-2-
prope-1-ona e a ((2E)-1-4'-nitrofenil)-3-(2-naftil)-2-propen-1-ona) nédo
apresentaram efeito na captagdo de glicose no musculo esquelético de
ratos (DAMAZIO et al., 2009, 2010).
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Damazio, 2008 descreveu que a chalcona P9 estimula a
secrecdo de insulina sérica durante a curva de tolerancia a glicose. No
presente trabalho foi estudado o mecanismo de agdo na secrecdo de
insulina da P9 in vitro em ilhotas isoladas. O efeito estimulatério da
chalcona P9 no influxo de calcio em diferentes concentracGes
caracterizam a acdo de rapida resposta deste composto na mobilizagéo
de calcio extracelular como um agente essencial para a secrecdo de
insulina nas células beta. Além disso, este efeito da P9 no acimulo
intracelular de célcio, que é mandatorio para a secrecdo de insulina,
ocorreu entre 30 e 600 segundos, 0 que culmina com o periodo de
secrecdo de insulina de primeira fase (CASTIELLO; HEILEMAN;
TABRIZIAN, 2016).

E bem conhecido que a alta molaridade de glicose inicia a
ativacdo dos canais de potassio dependentes de ATP através do
fechamento destes canais e inibicdo da saida de potassio.
Posteriormente, este acimulo de cargas positiva ativa a abertura de
canais de céalcio dependentes de voltagem caracterizando uma agédo
inicial para a secrecdo de insulina pelo mais bem conhecido nutriente
da nossa dieta, a glicose (FREDERICO et al., 2017). Como observado
na figura 13 a chalcona P9 estimulou o influxo de calcio em torno de
78%. Ja a glibenclamida, uma sulfonilureia de segunda geracdo bem
conhecida como secretagogo de insulina, aumentou o influxo de calcio
em torno de 15 %. Uma vez que se observou que a coincubacdo da
chalcona com a glibenclamida ndo reduziu o efeito estimulatério no
influxo de célcio e a coincubacdo da P9 com o diazoxide inibiu o efeito
estimulatério da P9 em 25% (Figura 14), sugere-se que esta chalcona
esteja agindo no mesmo sitio no canal de potassio o qual a
glibenclamida se liga. Esta hipotese foi corroborada pelos resultados que
mostram que a P9 ndo altera a captacdo basal de glicose na ilhota
sugerindo que ndo haja majoritariamente um comprometimento das
subunidades K; no mecanismo de acdo da chalcona (YANG;
BERGGREN, 2006). Estudos tém demonstrado que moléculas semi-
sintéticas como o triterpeno fern-9(11)-ene-20,3B-diol derivativo
estimula o influxo de célcio através de um mecanismo envolvendo os
canais de potéssio dependentes da voltagem em ilhotas pancreéaticas
isoladas (DA LUZ et al., 2016). Ainda, uma sulfonamida derivativa (4-
metoxifenil) induziu a secrecdo de insulina in vivo e o efeito
estimulatério deste composto no influxo de célcio foi totalmente
blogueado na presenca do diazoxide, um composto que atua na abertura
de canais de potassio (FREDERICO et al., 2013). Estes dados reforcam
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a acdo de compostos como os triterpenos que também sdo metabdlitos
secundarios de plantas como secretagogos de insulina (CASTRO et al.,
2015b). Ainda, compostos derivativos que foram desenhados apoiados
na estrutura das sulfoniltioureias também tem forte acdo na secrecdo de
insulina (MASCARELLO et al., 2014). Entretanto, para as chalconas, o
mecanismo de acdo para a secre¢do de insulina ainda é pouco
conhecido.

Na investigacdo sobre a participacdo dos canais de calcio
dependentes de voltagem foi detectado que estes canais tém ampla
participacdo no mecanismo de ativacdo das células beta na ilhota
pancredtica para a secrecdo de insulina uma vez que na presenca de
nifedipina a acdo do composto no influxo de célcio foi inibida. Além
disso, foi observado que o célcio dos estoques intracelulares tem papel
relevante no efeito da P9 para que o composto exiba acdo maxima no
influxo de célcio. Isto foi observado quando a presenca do BAPTA-AM,
um quelante de célcio interno, o efeito da chalcona foi blogueada.
Alguns relatos da literatura mostram que compostos exdgenos como
rutina e triterpenos induzem a secrecdo e insulina inicialmente por
aumentar significativamente e abruptamente o influxo de célcio por
ativar os canais dependentes da alta voltagem (CASTRO et al., 2015b;
DA LUZ et al., 2016; DEMARCHI KAPPEL et al., 2013). Além disso,
outra via de sinalizagdo envolvida na secre¢do de insulina, a via da
MEK foi investigada pelo uso do bloqueador desta MAPK na ilhota. O
envolvimento da MEK no mecanismo de acdo da chalcona derivativa P9
foi caracterizado uma vez que este blogueador anulou o efeito da
chalcona no influxo de célcio. A literatura relata alguns trabalhos que
envolvem a alteracdo da atividade da transcricdo génica através do
estudo de compostos exdgenos como o 4cido ursolico ou sintéticos
como o (2E)-N'-(1'-naftil)-3,4,5-trimetoxibenzohidrazide (BZD) (no
musculo esquelético) através da ativacdo da via da MEK para a
regulacdo da glicemia (CASTRO et al., 2015a; SILVA FREDERICO et
al., 2016). Mais recentemente foi demonstrado o importante papel da
MEK como um dos mediadores na via de sinalizacdo da osteocalcina
ndo carboxilada no efeito insulinotrofico em células B-pancredticas
(GAO et al., 2016). No entanto, o envolvimento da MEK em células
beta pancreaticas para a secre¢do de insulina ainda é pouco entendido e
merecem estudos adicionais.

A fim de identificar o efeito direto desta chalcona derivativa na
secrecdo de insulina, esta foi incubada durante 30 min, in vitro, em
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ilhotas isoladas. Deste perfil de secrecdo de insulina in vitro na presenca
da P9 podemos sugerir que o mecanismo de acdo da chalcona mediada
por canais de potassio e consequente acimulo de célcio citosélico séo
um estimulo imediato que culmina com a secrecdo de insulina ja na
primeira fase de liberacdo deste hormdnio. Ainda que em molaridades
diferentes, o farmaco de referéncia secretagogo de insulina (glipzida),
estimulou significativamente a secrecdo de insulina nestas condicfes
experimentais, como esperado. Estes resultados referentes a acéo
secretagoga de insulina por esta chalcona estdo de acordo com o efeito
na redugdo da glicemia na curva de tolerancia a glicose conforme
relatado por Alberton et al., 2008. No presente trabalho foi demonstrado
que a secrecdo de insulina pela célula beta pancreética é devido a acdo
da chalcona P9 na ativacdo de canais de potassio dependentes de ATP,
de canais de célcio dependentes da voltagem e com a participacdo do
célcio dos estoques intracelulares.

Nas ultimas décadas, as chalconas sdo relatadas como anti-
hiperglicemiantes por atuarem em diferentes 6rgdos envolvidos no
controle glicémico (ALBERTON et al., 2008; DAMAZIO et al., 2010;
HU et al., 2012, 2014). O efeito na protecdo contra o dano celular em
linhagens de células beta e o estimulo na secre¢do de insulina foi
descrito para a chalcona 2',4’-dihidroxi-6'-metoxi-3’,5'-dimetilchalcona
(HU et al., 2012). A presenga de grupos metoxi em chalconas, como as
utilizadas também no presente trabalho, parece contribuir com o efeito
secretagogo de insulina. Além disso, também foi relatado que chalcona
2',4'-dihidroxi-6’-metoxi-3',5’-dimetilchalcona protege as células betas
da glicotoxicidade por aumentar a secrecdo e sintese do peptidio
semelhante ao glucagon (GLP-1) e por inibir a producdo de oOxido
nitrico (HU et al., 2014).
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6 CONCLUSOES

- A chalcona P9 estimulou a secrecédo de insulina estatica.

- A chalcona P9 estimulou a captagdo de glicose no musculo
esquelético.

- A chalcona P9 aumentou o influxo de calcio na ilhota pancreatica em
um periodo condizente com a primeira fase de secrecéo de insulina.

- A chalcona P9 estimulou o influxo de célcio nas concentragdes 1 nM,
10 nM e 1 uM em diferentes tempos.

- A chalcona P9 estimula o influxo de célcio através da ativagdo do
fechamento de canais de potassio dependentes de ATP, de canais de
calcio dependentes da voltagem e com a participacdo do calcio dos
estoques intracelulares e da proteina MEK.

- A chalcona P9 exibiu efeito secretagogo de insulina estatica em ilhotas
pancredticas em 30 min. A acdo estimulatéria da P9 na secrecdo de
insulina foi em torno de 200% em relacdo ao controle, em uma
concentracdo em torno de 3.000 vezes menor que o farmaco de
referéncia, glipzida.

De acordo com os resultados obtidos podemos sugerir que a chalcona P9
exibe um potencial efeito secretagogo de insulina, mostrando que esta
chalcona apresenta efeitos importantes que estdo de acordo com 0s
necessario para um potencial farmaco para a terapia da diabetes melito.
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Figura 20 - Mecanismo de a¢do proposto para a chalcona (2E)-3-
(1,3-BENZODIOXOL-5-1L)-1-(3",4'-DIMETOXI-FENIL)-2-
PROPEN-1-ONA) na secrecdo de insulina

Mecanismo de acdo proposto para a chalcona P9 na secrecdo de
insulina, segundo os protocolos experimentais testados no presente
trabalho. Fonte: elaborado pela autora.
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7 PERSPECTIVAS

- Estudar o envolvimento e a via de sinalizagdo MEK na exocitose das
vesiculas de insulina na célula beta.

- Estudar as proteinas envolvidas na exocitose coordenada de vesiculas
de insulina (SNARE, VAMP, Munc).
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