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Resumo:

Boldine € um alcalbide (classe aporfinas) principalmente encontrado nas folhas e
tronco do boldo chileno (Peumus boldus). Estudos comprovam que o boldine
apresenta atividade antioxidante, anti-inflamatoria e vem apresentando capacidade
de reducdo da glicemia plasmatica em ratos diabéticos. No entanto, nada se tem
sobre a potencial atividade deste alcaldide sobre o metabolismo hepatico. Desse
modo, 0 objetivo geral do presente trabalho foi realizar um estudo dos efeitos do
boldine sobre as principais vias do metabolismo de carboidratos no figado de rato
em perfuséo isolada. O boldine inibiu a gliconeogénenese de forma dependente de
concentracdo com uma ICso de 71,85 pM. Em adicéo, este alcaloide aumentou o
fluxo da glicolise, sem interferir no consumo de oxigénio. Estas ac¢des auxiliam a
justificar a reducédo da hiperglicemia em ratos diabéticos tratados com o boldine.
Desse modo, este alcaldide pode ser considerado uma potencial ferramenta
terapéutica para o manejo o controle e tratamento do diabetes.

Introducéo

Boldine € um alcalbide (classe aporfinas) principalmente encontrado nas folhas e
tronco da arvore boldo chileno (Peumus boldus). Acbes farmacologicas tem sido
associada com a habilidade deste alcaldide de “neutralizar’ radicais livres &,
Outros estudos demonstraram que, o boldine apresenta agéo anti-hiperglicémica*?
em animais por inibir a absorcdo de glicose e estimular a secrecdo de insulina.
Ainda, é altamente possivel que o mesmo possa interferir diretamente ou
indiretamente sobre a sintese e degradacao de glicose hepéatica. Entretanto, nada se
tem a este respeito. Sendo assim, o0 objetivo geral da presente proposta foi realizar
um estudo sistematico dos efeitos metabdlicos do boldine no metabolismo de
carboidratos em figado de rato em perfuséo isolada.

Materiais e Métodos

Foram utilizados ratos machos albinos Wistar (200 a 230 g). Todos procedimentos
experimentais foram previamente aprovados pela CEUA (n°6416011220). Para a
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remocdo cirdrgica do figado os animais foram previamente anestesiados
(cetamina+xilazina 70+7mg/Kg). As amostras do perfusado efluente foram coletadas
e quantificados o conteudo de glicose, lactato e piruvato, por meio de reacdes
enzimaticas. O consumo de oxigénio foi monitorado por polarografia. O substrato
gliconeogénico foi lactato (2 mM). O boldine foi infundido em 3 concentragdes (50,
100 e 200 pM).

Resultados e Discussao

Inicialmente, com intuito de avaliar o efeito do boldine sobre metabolismo do
glicogénio foi utilizado figado de ratos alimentados. A figura 1A ilustra o decurso
temporal dos efeitos de 200 uM boldine na liberacdo de glicose, producéo de lactato
e piruvato e consumo de oxigénio. Apos 10 minutos de infusdo do tampédo Krebs-
Henseleit bicarbonato, foi iniciado a infusdo de boldine. O boldine aumentou
claramente a produgcdo de lactato e piruvato, mas apresentou uma pequena
tendéncia a elevacdo da glicose e o consumo de oxigénio. A Fig.1B apresenta os
efeitos dependentes de concentracdo do alcaldide. O boldine tendeu a elevar a
glicose e o consumo de oxigénio somente na concentracdo mais alta, mas sem
significancia estatistica. Entretanto, foi observado um claro estimulo da glicolise,
como revelado pelo aumento de piruvato e de lactato de forma dependente de
concentragdo. Afim de verificar o efeito do boldine sobre a gliconeogénese hepatica,
foi utilizado figado do rato em jejum de 18h. A infusdo de lactato induziu, como
esperado, aumento da producédo de glicose, piruvato e do consumo de oxigénio.
Nesta condicdo, a producdo de glicose reflete principalmente a velocidade da
gliconeogénese. A infusdo de boldine (200 uM), foi iniciada aos 36 minutos apos
estabilizacdo dos parametros avaliados, o boldine reduziu progressivamente a
producdo de glicose atingindo uma inibicdo completa (niveis basais) 16 minutos
apos o inicio da infusdo. Esta inibicédo foi parcialmente revertida apds a cessacao da
infusdo do boldine. O consumo de oxigénio foi ligeiramente reduzido e estabilizado
em niveis mais baixos, mas foi completamente revertida apds a parada da infuséo
do boldine. A produgé&o de piruvato, por outro lado, foi progressivamente elevada, e
completamente abolida apos a paralisar a infusdo do alcaloide. O mesmo protocolo
experimental foi realizado com outras duas concentracbes e o0s efeitos versus
concentracdo estdo apresentados na Fig. 2B. A producdo de glicose foi
progressivamente reduzida com o aumento das concentracbes do alcal6ide, de
forma que, a concentracdo capaz de inibir 50% a gliconeogénese foi de 71,85 pM. A
producdo de piruvato aumentou em praticamente mesmo grau com as
concentracfes de 100 e 200 uM. O consumo de oxigénio por sua vez, embora tenha
apresentado uma tendéncia de reducdo, 0 mesmo ndo apresentou significancia
estatistica. Os resultados do presente trabalho revelam que, o boldine foi capaz de
modificar vias metabdlicas ligadas ao metabolismo dos carboidratos no figado em
perfusdo. De maneira especifica, foi observado um aumento da glicolise a partir do
glicogénio hepético e inibicdo da gliconeogénese a partir de lactato. Esses efeitos
podem ser considerados 0 mecanismo que auxiliam a justificar a diminuicdo da
hiperglicemia sanguinea em animais diabéticos tratados com esse alcaléide*?.
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Figura 1: Efeitos do boldine sobre o metabolismo do glicogéni 0 e consumo de oxigénio.

Painel 1A: Figado de ratos alimentados foram perfundidos com tampé&o Krebs/Henseleit, boldine foi
infundido a partir de 10 min. O liquido efluente da perfuséo foi coletado em intervalos de 2 minutos
para dosagens. O consumo de oxigénio foi monitorado de forma continua por polarografia. Painel

1B: Os valores correspondem a média do steady state obtido apds infuséo de boldine (tempo 28 min
de perfuséo). Controle (0 [JM boldine) sdo valores obtidos previamente a infusdo da droga (8 min.).

Um estimulo da via glicolitica, normalmente se ocorre em virtude da inibicdo da
respiragao celular e comprometimento da producdo de ATP. No presente estudo
iISSO nao ocorreu, pois boldine ndo afetou consumo de oxigénio hepatico. Desse
modo, uma possivel explicacdo para ativacao da via glicolitica seria um aumento da
concentracdo do modulador frutose-2,6-bifosfato pela droga. Tal aumento de frutose-
2,6-bifosfato estimularia a fosfofrutoquinase-1, principal enzima controladora da
velocidade da via. De maneira semelhante, um aumento desse modulador inibi a
atividade da frutose-1,6-bisfosfatase, contribuindo para a reducdo da
gliconeogénese, também observada no presente trabalho. Porém essa hipétese néo
poderia explicar a nitida inibicdo da gliconeogénese a partir de lactato. Desse modo
considerando a auséncia de modificacdo do consumo de oxigénio, especula-se que

o boldine possa interferir diretamente com outras enzimas chaves da sintese de
glicose.
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Figura 2: Efeito do boldine sobre a gliconeogénese a partir de lactato em figado em perfusao
isolado. Painel 1A: Figado de ratos em jejum por 18 horas foram perfundidos com tampao
Krebs/Henseleit. O consumo de oxigénio foi monitorado de forma continua por polarografia. Painel
1B: Os valores correspondem a média do steady-state obtido apds infusédo de boldine (tempo 54 min
de perfusdo). Controle (0O JM boldine) sao valores obtidos previamente a infusédo do boldine (34
min). * p<0,05.

Conclusodes

A capacidade da boldine de modular o metabolismo da glicose no figado, inibindo a
gliconeogénese e estimulando a glicélise, associada a falta de interferéncia no
consumo de oxigénio, poderia ser um importante mecanismo subjacente a reducéo
da glicemia plasméatica em animais diabéticos tratados com boldine. Desse modo, os
resultados do presente trabalho fazem deste alcaléide uma potencial ferramenta
terapéutica para o controle e tratamento do diabetes.
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