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RESUMO. As folhas de carambola (Averrhoa carambola L.) sio utilizadas na fabricagio do
fitoterdpico Glico-Vitac®, indicado no tratamento do diabetes melittus tipo 2. Em nossos
estudos, ratos machos Wistar ~ que receberam, por via intragistrica, o extrato bruto
liofilizado (EC) e as fragdes de EC (20 mg/kg), durante duas semanas, apresentaram reducio
da glicemia. Mas, diferentemente da insulina, o EC e suas fragoes nio estimularam a sintese
de glicogénio e a produ¢io de lactato em mdasculo séleo isolado. Da fragio mais ativa,
empregando métodos espectroscépicos de EM, RMN'H ¢ RMN"C, foram isoladas trés
fracdes semipurificadas majoritirias e, por compara¢io com os dados da literatura, foram
identificadas como misturas complexas de agticares.

Palavras-chave: Averrhoa carambola L. Oxalidaceae, carambola, atividade hipoglicemiante, agticares.

ABSTRACT. Effect of Hydroalcoholic extract and fractions of Averrhoa carambola
L. (Oxalidaceae) leaves on the glycemic metabolism of Wistar rats. Carambola
(Averthoa carambola L.) leaves have been used for the production of Glico-Vitae®, a
phytotherapic medicine indicated for type 2 diabetes mellitus. Male Wistar rats, which
received intragastric administration of the liophyliled extract (EC) and fractions of EC (20
mg/kg) during 2 weeks, showed decreased (p < 0.05) blood glucose levels. However, in
contrast to insulin, EC and its fractions neither increased the glycogen synthesis or the
lactate production in isolated soleus muscle. In addition, by using spectroscopic methods
(MS, NMR'H and NMR"C) a mixture of complex sugars were obtained from the fraction
with the highest activity.
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Introdugio

Duas espécies do género Averrhoa se destacam
por suas propriedades medicinais. O extrato
etandlico de folhas da Averrhoa bilimbi apresenta
propriedades hipoglicémicas, hipotrigliceridémicas,
antioxidante e antiaterogénica em ratos com diabetes
induzido por estreptozotocina (Pushaparaj et al.,
2000). Fracoes semipurificadas das folhas dessa
espécie  também  demonstraram  uma  agio
hipoglicemiante em ratos diabetizados com
estreptozotocina (Pushaparajet al., 2001).

Averrhoa carambola L. (Oxalidaceae) é uma arvore
frutifera de pequeno porte cultivada em todo pais,
cujas folhas sio empregadas popularmente como

antidiabético. E provavelmente originiria da India e
foi introduzida no Brasil em 1817. A raiz ¢ as folhas
dessa drvore sio descritas na farmacopéia indiana
(Corréa, 1926). Os seus frutos apresentam grande
quantidade de 4cido oxdlico, sendo utilizados
popularmente como estimulante do apetite,
antidesintérico,  antiescorbutico e  febrifugo.
Pacientes com problemas renais dependentes de
hemodiilise sofreram intoxica¢io apés a ingestio do
suco de fruta de carambola. Essa intoxicagio foi
atribuida 3 presenga de uma hipotética neurotoxina
encontrada nos frutos (Netoet al., 1998; Changet al.,
2000). Em contraste ao fruto, o extrato
hidroalcodlico liofilizado de folhas apresenta
auséncia de toxicidade aguda e atividade anti-
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hiperglicemiante em ratos (Provasi et al., 2001).
Neste estudo, com base no uso popular e nas
informagdes oferecidas pela literatura, decidimos
investigar se folhas de Averrhoa carambola L. utilizadas
na preparagio do fitoterdpico  Glico-Vitae®
apresentam atividade antidiabética, bem como
determinar a composi¢io quimica da fragio ativa.

Material e métodos

Procedimentos Experimentais Gerais

Os espectros de RMN de 'H de (300 e 400
MHz) e de ®C (75,5 MHz e 100,6 MHz) foram
obtidos em espectrébmetro Gemini 300 ¢ Bruker
WH 400, com a utilizacgio de CD,OD como
solvente de TMS como referéncia interna. Os
espectros de massa por eletronspray foram obtidos em
espectrémetro Micromass Quattro LC, Autospec-
Micromass EBE. As separagbes cromatogrificas
foram realizadas em filtragio com gel de Sephadex
LH-20 ¢ coluna por adsor¢io empacotadas com
silica gel 60 (70-230 ¢ 230-400 mesh-ASTM,
Merck).

Andlise de cromatografia em camada delgada (CCD)
(Wagner et al., 1984)

Sistema cromatogrifico: cromatofolhas AL TLC
Silicagel 60 F,5, (Merck)- 10X10 cm- 0,2 mm; fase
mével:  n-butanol/dcido  acético/dgua  (25:5:2);
visualizagio: em cimara de UV nos comprimentos
de onda de 254 nm e 365 nm; revelador: reagente de
vanilina-icido sulftrico.

Obtengao do extrato bruto

Foram utilizados 1000 mL do extrato das folhas
de Averrhoa carambola L. de nome comercial Glico-
Vitac® fornecido pela indastria de fitoterdpicos
Extratus, Presidente Prudente, Estado de Siao Paulo,
Brasil (lote: n°® 5009037, com data de fabricacio de
13/7/00). A liofilizagio desse extrato resultou uma
massa de 158 g de um p6 marrom (EC), o qual foi
armazenado a -15°C em dessecador.

Extragdo e fracionamento

O extrato EC (100 g) foi fracionado inicialmente
em coluna de silica gel (164 g) a vicuo, com a
utilizacio como fase mével: acetato de etila/metanol
(1:1); metanol e metanol/dgua (9:1). O solvente foi
eliminado em evaporador rotativo i pressio reduzida
com a obtengio, respectivamente, das fragdes Frl
(45,3 g), Fr2 (28,4 g) e Fr3 (24,0 g). Essas fragdes
foram analisadas por meio de cromatografia em
camada delgada (CCD). A frac¢io mais ativa Fr3 (2,5
g) foi cromatografada em gel de filtragio de
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Sephadex LH20. Como fase mdvel, foram
utilizados: metanol; metanol/digua (5% a 20%);
acetato de etila; cloroférmio/metanol (50:50), e
obteve-se 55 fragdes. Estas fragdes foram analisadas
em CCD e as fragdes 22 a 27 (1,2 g) foram reunidas.
Essa fragio reunida foi recromatografada em gel de
Sephadex LH20 e eulida com metanol. Obtiveram-
se 25 fragdes, as quais, apds andlise por CCD,
resultaram em trés subfracoes Fagl (147 mg), Fag2
(262 mg) e Fac¢3 (44 mg). As subfracdes se revelaram
como uma mancha tnica de cor amarelada em CCD
nas condigdes preestabelecidas acima. Apds a andlise
dos espectros de ESI-MS, ESI-MS/MS MS,

RMN!H e RMN13C e, por comparagio com dados
da literatura, pode-se sugerir que as subfragdes Facl,
Fag2 e Fag3 sio misturas complexas de agtcares.

Efeito do tratamento cronico com agua (CTR: grupo
controle), EC e fragoes Fr1, Fr2 e Fr3 sobre a glicemia,
colesterolemia e trigliceridemia

Foram utilizados ratos Wistar machos, com cerca
de 220 g, os quais receberam por via intragistrica:
EC, Fr1, Fr2 e Fr3 na dose de 20 mg/kg. Os animais
controles (CTR) receberam 4dgua por via
intragistrica. Apés 15 dias de tratamento, os ratos,
em jejum de 15 horas, foram decapitados 24 horas
ap6s a ultima administragio das substincias acima
descritas. O sangue foi colhido para a dosagem sérica
de glicose (Bergmeyer e Bernt, 1974), de
triglicerideos (Bucolo e David, 1973) e de colesterol
(Allain ef al., 1974).

Determinacao da sintese de [“C] glicogénio e produgao
do [*C] lactato

Ratos Wistar machos com peso em torno de 180 g
foram sacrificados por deslocamento cervical. Os
miusculos séleo foram retirados, pesados ¢ pré-
incubados em banho com agitacio durante 30
minutos em meio Krebs-Ringer com glicose 5,6
mM e BSA 1%, e gaseificados continuamente com
0O,/CO, (95%/5%) em 37°C. Em seguida, os
miusculos foram transferidos para frascos com
Krebs-Ringer, glicose 5,6 mM, BSA 1%, ¢ 0,3
MHCi/mL de [U-"C]- glicose (306 pCi/uMol). Os
frascos receberam insulina na concentragio de 1
mU/ml (grupo controle positivo), EC (0,5 ou 1,0
mg/mL) ou fragdes Frl, Fr2 e Fr3 (2,5 ou 250
mg/mL). Ap6s 1 hora de incubagio, os miusculos
foram retirados e congelados em nitrogénio liquido.
Em seguida, a produgio de ['*C]- lactato no meio de
incubagio e a sintese do ["“C]-glicogénio no
misculo a partir de [U-"*C]- glicose (Amersham®
foram analisadas (Foot et al., 1992) em cintilador
Beckman®.
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Resultados e discussao

Como demonstrado anteriormente que o extrato
de Averrhoa carambola impede a elevacio da glicemia,
apés a ingestio de amilose (Provasi et al, 2001),
decidiu-se investigar se o tratamento de ratos com
EC e as fracées poderiam promover redugio da
glicemia de animais submetidos ao ensaio bioldgico.
Assim, o tratamento em que foi empregado o EC,
Frl, Fr2 e Fr3, durante 15 dias, reduziu (p < 0,05) a
glicemia de jejum (Figura 1), mas nio afetou a
trigliceridemia e a colesterolemia (resultados nio
apresentados). Além disso, observou-se que 0 EC e a
Fr3 apresentaram maior redugio da glicemia em
relacio a Frl e a Fr2. Em acordo com estes
resultados, a atividade hipoglicemiante também foi
demonstrada com o emprego do extrato etandlico e
fracoes semipurificadas obtidas de folhas da Averrhoa
bilimbi em ratos portadores de diabetes induzido por
estreptozotocina.

Com o objetivo de investigar o mecanismo pelo
qual o EC e as fragdes Frl, Fr2 e Fr3 promovem
redugio da glicemia, investigou-se a possibilidade
desses produtos naturais intensificarem a sintese de
glicogénio ¢ a produgio de lactato a partir de glicose
marcada radioativamente em mdusculo séleo isolado.

Como o EC apresentou uma tendéncia na sintese
de glicogénio na concentragio de 1 mg/mL (Figura
2) e produgio de lactato na concentra¢io de 0,5
mg/mL (Figura 3), decidiu-se investigar se esses
efeitos poderiam ser melhor visualizados com as
fracoes Frl, Fr2 e Fr3. Assim, de acordo com os
resultados obtidos com o EC na concentragio de
1mg/ml, a sintese de glicogénio (Figura 4) e a
produgio de lactato (Figura 5) também foram
intensificadas. Em relagio 2 fra¢io Fr3, embora a
diferenca ni3o se apresente  estatisticamente
significativa (p> 0,05), observa-se nitida tendéncia
dessa fragio intensificar a sintese de glicogénio
(Figura 4) e producio de lactato (Figura 5), quando
empregada na concentragio de 2,5 mg/mL para o
glicogénio e 2,5 e 250 mg/mL para o lactato.

Esses resultados sugerem a possibilidade de
existir um componente em Fr3 que poderia atuar
por um mecanismo similar ao da insulina. Por essa
razio, realizamos um fracionamento de Fr3, o qual
levou ao isolamento de trés  subfragdes
semipurificadas: Fagl, Fag2 e Fac3. A anilise em
CCD dessas subfracoes foi realizada em cAmara de
UV nos comprimentos de onda de 254 nm e 365 nm
e, ap6s revelada com o reagente de vanilina-icido
sulfarico, foi visualizado uma tnica mancha,
podendo-se tratar de substincias puras. O espectro
de massas por espectrometria de massas tanden
(MS/MS) por electrospray (ESI) no modo negativo,
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por desprotonagio de Fag2, apresentou picos em my/z
561 [M-1], m/z 577 [M-1], m/z 317 [M-1]
correspondentes aos fons pseudomoleculares. A
anilise comparativa dos espectros de massas
associados a0 de RMN "H ¢ RMN "C pdde sugerir
tratar-se de uma mistura de agticares. Os espectros
de RMN 'H e¢ RMN BC de Fagl e Fag3
apresentaram semelhangas espectrais com a Fag2
quando comparado ao grupo CTR.
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Figura 1. Efeito do tratamento durante 15 dias (via intragistrica)
com 4gua (CTR), EC, Frl, Fr2 e Fr3 sobre a glicemia. Ratos em
jejum de 15 horas foram decapitados 24 horas apés a dltima
administracio das substincias acima descritas. Os resultados
representam a média =+ erro padrio da média de 7-8 animais. * p<
0,05 quando comparado ao grupo CTR.
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Figura 2. Sintese de glicogénio, a partir de [U-"*C]-glicose, em
musculo séleo incubado na auséncia (CTR) ou presenga de
insulina (Ins) ou com extrato da carambola (EC). Os dados
representam a média * erro padrio da média de 2 experimentos
em quadruplicata. *p< 0,05
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Figura 3. Produgio de lactato, a partir de [U-"*C]-glicose 5,6
mM, pelo misculo séleo incubado na auséncia ou presenca de
insulina (Ins) ou extrato da carambola (EC) (0,5 ¢ 1 mg/mL). Os
dados representam a média * erro padrio da média de 2
experimentos em quadruplicata. *p<0,05 quando comparado ao
grupo CTR.
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Figura 4. Sintese de glicogénio, a partir de [U-"*C]-glicose, em
musculo séleo incubado na auséncia (CTR) ou presenga de
insulina (Ins) ou fragdes Fr1, Fr2 e Fr3. Os dados representam a
média * erro padrio da média de 2 experimentos em
quadruplicata. *p< 0,05 quando comparado ao grupo CTR.
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Figura 5. Producio de lactato, a partir de [U-"*C]-glicose 5,6
mM, pelo musculo séleo incubado na auséncia ou presenga de
insulina (Ins), fragdes Frl, Fr2 e Fr3. Os dados representam a
média =+ erro padrio da média de 2 experimentos em
quadruplicata. *p<0,05 quando comparado ao grupo CTR.
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