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RESUMO

Tendo em consideracdo o impacto causado pelas alteracGes metab6licas, como o diabetes, na
sociedade, na economia e no estilo de vida, é de relevante importancia a procura de novas
alternativas terapéuticas oriundas de produtos naturais. Com isso, este trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade antidiabética de extratos das cascas de Salacia impressifolia
conhecida popularmente como “cipé miraruira” em modelos experimentais in Vvitro e in vivo.
Inicialmente, quatro extratos foram obtidos por maceracdo sequencial em solventes de
diferentes polaridades. Os extratos obtidos: Hexanico (EHSI), acetato de etila (EASI),
metanolico (EMSI) e hidroetandlico (EhSI); foram avaliados in vitro quanto ao teor de fenois
e flavonoides, atividade antioxidante, efeito antiglicante e possiveis efeitos sobre a inibicao de
enzimas envolvidas no processo de absor¢do de carboidratos e lipideos. O EHSI foi
caracterizado quimicamente por RMN e foi avaliado quanto a sua citotoxicidade e efeito
antidiabético in vivo. Foram realizados 0s ensaios experimentais in vivo com Camundongos
Balb/c, machos, para o ensaio agudo do teste de tolerancia oral a glicose foram utilizados
camundongos ndo diabéticos e para o ensaio crénico foi realizada a inducao do diabetes através
de uma dieta hiperlipidica e injecéo intraperitoneal de estreptozotocina (35 mg/kg) por 7 dias.
Os camundongos com glicemia maior que 250 mg/dL foram considerados diabéticos, sendo
monitorados por 25 dias. As amostras de sangue para a dosagem no soro de marcadores
bioguimicos foram coletadas por puncdo cardiaca no ultimo dia do experimento antes do
sacrificio. A caracterizacdo quimica do extrato hexanico por RMN evidenciou a presenca de
priestimerina, tingenona, o ¢ B amirina como compostos maioritarios. O EhSI teve em sua
composicdo maior teor de compostos fendlicos e maior atividade antioxidante ao serem
comparados ao EHSI. Nenhum dos 4 extratos inibiu significativamente a enzima a-glucosidase.
Entretanto, o EHSI apresentou significativa atividade contra a enzima lipase com Clso de
13,03+0,7 pg/mL e também inibiu a glicacdo por via oxidativa e ndo oxidativa com Clso de
19,6£0,5 e 28,7+1 pg/mL. No teste de viabilidade celular o EHSI obteve Clso de 12,26ug/mL
a 72 horas ap0s o tratamento e no teste de toxicidade aguda in vivo ndo foi capaz de promover
Obito nos animais na concentracao unica de 2000 mg/kg. Nos ensaios in vivo de avaliacdo do
efeito agudo, o extrato hexanico na concentracdo de 100 e 50 mg/kg estimulou a captacdo de
glicose e também diminuiu a glicemia de animais diabéticos quando tratados com as mesmas
concentragdes por 25 dias. Nas andlises bioquimicas, o EHSI promoveu a diminuicdo da
glicose, insulina, TGO, triglicerideos e um aumento da creatinina ao serem comparados com 0s
camundongos diabéticos ndo tratados. Em conclusdo, o extrato hexanico das cascas de S.
impressifolia apresenta um 6timo potencial antiglicante in vitro e hipoglicemiante in vivo, que
corrobora o uso popular da espécie. Os dados obtidos foram importantes para a caraterizacao
biologica desta planta e sua aplicacdo como um possivel fitoterapico para o tratamento do
diabetes.

Palavras-chave: Diabetes; Glicacdo, Hemoglobina glicada, Caboximetillisina, AGEs.



ABSTRACT

Considering the impact caused by metabolic changes such as diabetes in society, in the
economy and in the lifestyle, it is of relevant importance the search for new therapeutic
alternatives as natural products derived from plants. Therefore, this study aimed to evaluate the
antidiabetic activity of Salacia impressifolia hexanic extract (EHSI) in experimental models in
vitro and in vivo. Firstly, four extracts were obtained by sequential maceration from the most
apolar solvent to the most polar. The chemical characterization of the EHSI by NMR evidenced
the presence of priestimerin, tingenone, and a-and -amirine as major compounds. The extracts
obtained in sequential maceration (hexanic, ethyl acetate, methanolic, and hydroethanolic) were
evaluated in vitro in order to quantificate the content of phenols, flavonoids, antioxidant
activity, anti-glycating effect, and possible effects on the inhibition of enzymes involved in the
process of absorption of carbohydrates and lipids. Cytotoxic assays and analyses of in vivo
antidiabetic effect were carried out with the EHSI. The experiments were performed in vivo
with male Balb/c mice. For the acute oral glucose tolerance test it was used non-diabetic mice
and for the chronic diabetes assay it was performed diabetes induction through a high fat diet
and an intraperitoneal injection of streptozotocin (35mg/kg) for 7 days. Mice with glycemia up
to 250 mg/dL were considered diabetic and monitored for 25 days. Blood samples were
collected by cardiac puncture on the last day of the experiment before sacrifice in order to dose
biochemical markers. The hydroethanolic extract showed the highest content of phenolic
compounds and higher antioxidant activity when compared to the hexanic extract. None of the
four extracts significantly inhibited a-glucosidase enzyme. However, the HESI showed
significant activity against lipase enzyme with 1Cso of 13.03 + 0.7 pg/mL and also inhibited
glycation by oxidative and non-oxidative routes with 1Cso 0f 19.6 + 0.5 and 28.7 + pg/mL. In
the cell viability test the HESI obtained an 1Csp of 12.26 pg/mL in the first 72 hours and in the
acute toxicity test in vivo it was not able to promote death at the single concentration of 2000
mg/kg. In the in vivo acute effect evaluation assays, the HESI increased glucose uptake at 100
and 50 mg/kg and also decreased glycemia in diabetic animals when treated at the same
concentrations for 25 days. In the biochemical analyzes, the HESI promoted a decrease in
glucose, insulin, glutamic oxaloacetic transaminase (SGO-T), triglycerides and increased
release of creatinine. In conclusion, the hexanic extract tested in the present study presents a
great antiglycant potential in vitro and hypoglycemic in vivo, which corroborates the popular
use in Amazonian folk medicine. The data obtained were important for the biological
characterization of this extract and the possible application as herbal medicine for the treatment
of diabetes.

Key words: diabetes, glycation, glycated hemoglobin, carboxymethyllysine, AGEs..
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1.  INTRODUCAO

Diante de um mundo altamente industrializado que traz consigo o aumento do
sedentarismo e a ingestdo de produtos industrializados, vai-se montando um novo palco que
predispde com maior frequéncia ao aparecimento de doengas metabdlicas. Um claro exemplo
deste caso, é o diabetes, que faz parte da sindrome metabdlica ocasionando sérios problemas
socioecondmicos de grandes magnitudes vinculados a saude publica. Também gera um custo
aproximado de $825 bilhGes por ano, sendo que 9% da populacdo mundial tém diabetes e a

cada 6 horas ocorre uma morte devido as suas complicagdes. (NCD-RISC, 2016).

Em geral, o diabetes cresce exponencialmente e o tipo 2 é a mais comum em adultos
(80-97%). Emrazao do metabolismo préprio do diabetes, esta acomete principalmente o figado,
rins, cérebro causando complicacbes tais como nefropatias, hepatopatias e neuropatias
diabéticas. As complicacGes do diabetes encontram-se diretamente ligadas a uma hiperglicemia
constante que traz como consequéncia a formagao de “Produtos Finais da Glicagdo Avangada”
ou AGEs, que sdo gerados por um processo ndo enzimatico chamado de glicacdo, tal processo
acontece por 2 vias a oxidativa e a ndo oxidativa (DAGOGO-JACK, 2016; JURANEK et al.,

2015).

Na via ndo oxidativa da glicacdo, a condensacao do grupamento amina de uma proteina
e um grupamento carbonila de um agucar redutor ou aldeido reativo formam a “Base de Schiff”,
este produto instavel sofre uma série de rearranjos até a formacao de uma estrutura mais estavel
conhecida como “Produtos de Amadori” que por enolizagdo, condensam os residuos de lisina,
cisteina e arginina até a formacg&o dos Produtos Finais de Glicacdo Avancada (AGEs). Na via

oxidativa da glicagdo, sdo formados compostos dicarbonilas altamente reativos pela oxidagéo
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de carboidratos, lipideos e proteinas ou da glicolise que interagem com o0s agrupamentos amina

das proteinas formando os AGEs (HARTOG et al., 2007; VISTOLI et al., 2013).

Os AGEs geram danos por trés principais mecanismos: alterando estruturas dentro da
prépria célula, alterando estruturas extracelulares (sinalizacdo entre as moléculas da matriz
extracelular e a célula) e ligando-se a receptores especificos como os RAGESs desencadeando
uma resposta inflamatéria (BIERHAUS et al., 1998; KIERDORF E FRITZ, 2013;

THORNALLEY, 2003).

Estudos mostram que o diabetes eleva as anormalidades estruturais, biomoleculares e
metabolicas no cérebro provocadas pela alta concentracdo de AGEs no hipotalamo e, por essa
razdo, representa um fator de risco para as doengas neurodegenerativas como o0 Alzheimer

(ARNOLD et al.,2014; BUTTERFIELD et al., 2014; DUARTE et al., 2013).

Vaérias pesquisas realizadas com extratos naturais da China como a Salacia chinensis
e da Asia como a Salacia reticulata e Salacia oblonga, mostraram que o género Salacia possui
uma atividade moduladora de lipideos, glicose e da glicacdo. Essas atividades estdo diretamente
vinculadas as funcbes hipoglicemiantes, antiglicantes e citoprotetoras das células hepaticas,
pancreaticas, renais, cardiacas e neuronais (BASU et al., 2016; BHAT et al., 2012; 2016;
MORIKAWA et al., 2015; SALAHUDDIN et al., 2014; SHIRAKAWA et al., 2016; SINGH et

al., 2015).

Na Amazo6nia encontra-se apenas um representante deste género, que segundo a
medicina tradicional é usada para o tratamento do diabetes, obesidade, artrites, infeccdes
microbianas e até mesmo o cancer; tal espécie é a Salacia impressifolia ou mais conhecida
como cip6 miraruira. Essa planta, possui potencial chance de possuir as mesmas propriedades

da S. chinensis, S. reticulata e S. oblonga por pertencer a0 mesmo género e pelos relatos
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empiricos do povo amazonense. Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo
investigar a S. impressifolia, uma planta nativa do Brasil, quanto as suas atividades antiglicante

e para o tratamento do diabetes (SHIRAKAWA et al., 2016; SINGH et al., 2015).

Em funcéo da pressdo social e de um mercado altamente competitivo e sedento por
opcOes terapéuticas mais eficazes e vidveis para tratar doencas metabdlicas crénicas, como é o
caso do diabetes e suas complicacdes, o presente trabalho buscou atender tais expectativas
usando recursos naturais da regido amazonica para poder estudar o cipo-miraruira, uma planta
amplamente conhecida pela medicina folclorica amazonense para o tratamento da diabetes e

gerar um possivel medicamento fitoterapico.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Diabetes

O diabetes, obesidade e hipertensdo formam a sindrome metabdlica, caracterizada pela
hiperglicemia cronica, sendo causada pela diminui¢do ou auséncia da secre¢do do horménio
insulina que com o tempo causa disturbios metabolicos dos carboidratos, lipideos e proteinas
levando a complicagdes como: retinopatia, nefropatia, neuropatia, hepatopatia, doenca

aterosclerotica, infec¢des constantes entre outras (MOTTA, 2011).

2.1.1 Fisiopatologia

Todos os efeitos metabdlicos que levam ao desenvolvimento do quadro clinico
caracteristico do diabetes sdo causados porque a célula ndo consegue metabolizar a glicose que
se encontra no meio extracelular, obrigando-a a procurar fontes energéticas internas para obter

e liberar glicose (McKEE, 2003).

A diminuicdo da captacdo de glicose aumenta sua producdo enddgena por:
glicogendlise, que hidrolisa o glicogénio do figado; lipolise, que libera glicerol e acidos graxos
do tecido adiposo; e proteodlise, que libera aminoacidos do tecido muscular com a finalidade
de aumentar os niveis de glicose em sangue. Este estado de hiperglicemia leva a diurese
osmética porque a glicose € osmoticamente ativa que resulta em: glicosuria, desidratacéo,

polidipsia, polidria, polifagia e dano renal (BAYNES, 2011).

O diabetes pode apresentar um estado hiperosmolar: cetdnico ou ndo cetdnico. No

estado hiperosmolar cetdnico, os acidos graxos livres resultantes da hidrélise dos
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triacilglicer6is sdo depositados nos vasos sanguineos produzindo aterosclerose, e os acidos
graxos livres restantes passam pelo processo de B-oxidacdo nas mitocondrias do figado para
gerar Acetil-coA. Este Acetil-coA é usado para fabricar corpos cetbnicos como o &cido
acetoacetato, acetona e acido B-hidroxibutirico, que servem como fonte de energia e sdo
liberados no plasma causando cetonemia. O aumento desses corpos cetdnicos de natureza
acida diminui o pH sanguineo e produz a acidose metabdlica diabética. O glicerol proveniente
do triacilglicerol € usado na gliconeogénese pelo figado e os &cidos graxos livres que nao
sofrem [B-oxidacdo sdo usados para sintetizar VLDL provocando hiperlipoproteinemia

(McKEE, 2003).

O estado hiperosmolar ndo cetdnico se diferencia pela presenca de insulina, que inibe
a producdo do glucagon e estimula a lipase lipoproteica (LPL) que hidrolisa os triglicerideos
sanguineos para obter acidos graxos do VLDL e quilomicra, os quais sdo armazenados nos
adipdcitos, afetando negativamente a lipdlise e a oxidacdo de acidos graxos, porém com
auséncia de cetonas. O risco de desenvolver esta forma de diabetes aumenta com a idade,

obesidade e falta de atividade fisica (BISHOP, 2007).

Existem células que ndo precisam da insulina por serem praticamente permeaveis a
glicose, tais como as células do cristalino, retina, rins, eritrécitos, placenta, ovarios, SNC e
células de Schwann dos nervos periféricos. Estas células possuem em seu interior a enzima
aldose redutase, que utiliza NADPH+H™ como cofator para produzir sorbitol. O sorbitol ndo é
metabolizado a frutose pela sorbitol desidrogenase, por auséncia desta enzima nas células antes
listadas, acumulando-se no interior da célula pela sua dificuldade em atravessar a membrana
plasmatica. O grande acumulo de sorbitol causado pelo aumento da glicose plasmatica no
diabético produz um forte efeito osmético causando tumefacéo e inchaco celular, como mostra

a Figura 01 (CHAMPE, 2006).
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Figura 01: Como atua a hiperglicemia em 6rgaos ndao dependentes de insulina. Fonte: Adaptado de Champe., P.

C. 2006.

As enzimas antioxidantes glutationa reductase, catalase e oxido nitrico sintetase sao
afetadas por precisarem do NADPH+H" como cofator, criando um ambiente altamente

oxidativo com aumento de peroxido de hidrogénio (CRUZ, 2011; DIAZ, 2006).
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2.2 Produto Final da glicacdo Avangada (AGE)

Um ambiente altamente hiperglicémico, causado pelas altas concentracdes de glicose no
sangue, é propicio para um fendmeno ndo enzimatico chamado de glicacdo, que promove a
formacdo de Produtos Finais da Glicacdo Avancada (AGESs) que segundo pesquisas, Seu
acumulo em grandes quantidades esta diretamente ligado a varias doencas crénicas como
cegueira, insuficiéncia renal, neuropatias e doencas cardiovasculares (BIERHAUS, 1998;

THORNALLEY, 2003).

2.2.1 Mecanismo de formacao

A principal via de formacdo dos AGEs € a ndo oxidativa, tal processo acontece pela
condensacgdo entre um grupamento carbonila de um agUcar redutor ou aldeido reativo e um
grupamento amina proveniente de aminoacidos, proteinas ou acidos nucleicos que formam a
“Base de Schiff”. Este produto instavel sofre uma série de rearranjos até a formagdo de uma
estrutura mais estavel conhecida como “Produto de Amadori”, também conhecido como
produto inicial da reacdo de Maillard (MRPS), que contém grupos carbonilas reativos, por
enolizacdo condensam 0s agrupamentos aminas dos residuos de lisina, cisteina e arginina até
a formacéo de produtos fluorescentes conhecidos como AGEs, tal como é mostrado na figura

02 (HARTOG, 2007; VISTOLLI, 2013).
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schiff ou Prod. Inic.

Da Rx. De Maillard

O ‘HC'N H2C-NH=
+ o, -

H,N

Dicarbonilas:
Glioxal

Lipideos

Carboidratos O)ﬂda do O |:>

E proteinas

Figura 02: Rotas de formac&o dos Produtos Finais de Glicacdo Avancada (AGES). Fonte: Adaptado de Vistoli et
al., 2013

Existem outros mecanismos alternativos para a formacdo de AGEs por via oxidativa,
tais como: a propria oxidacdo da glicose (autoxidacdo e glicolise), oxidacdo de lipideos
(lipoxidacao) e carboidratos (glicoxidacdo) formando compostos dicarbonilicos como o
metilglioxal e glioxal que sdo 20 vezes mais reativos que a glicose (GILLERY, 2001;

HUEBSCHMANN, 2006).

2.2.2 Mecanismos de acgao toxica

Os AGEs geram danos por trés principais mecanismos: alterando estruturas
intracelulares e extracelulares (sinalizacéo entre as moléculas da matriz extracelular e a célula)
e ligando-se a receptores especificos (RAGE) que desencadeiam uma resposta inflamatéria

(KIERDORF, 2013; THORNALLEY, 2003).
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Os RAGEs estimulam uma resposta inflamatdria e encontram-se na membrana externa
das células endoteliais, células lisas do muasculo, neurdnios, microglia, monaocitos,
macréfagos, granulécitos, células dentriticas e células T. Também pertencem a um grupo
heterogéneo de receptores que podem ser ativados por diferentes ligantes, tais com: AGEs,

AP, HMGBI1 e as DAMPS, tais como S100A8/A9 e S100B (KIERDORF, 2013).

Ao se ligarem aos seus receptores, 0s AGEs estimulam a via do NF-kB, que migra até
0 nlcleo e ativa os genes de varios produtos pré inflamatdrios que sinalizam a migracéo
celular ao foco, como ilustrado na Figura 3. Além disso, estimulam a expressdo de mais RAGE

que sensibilizardo ainda mais a célula. (MESQUITA, 2014).

Ativacdo de Genes
Pro-inflamatorios

) (%
Histona

Figura 03 - Ativacdo dos Receptores AGEs (RAGES) por Produtos Finais de Glicagcdo Avancada (AGEs). Fonte:
Adaptado de Mesquita, 2014.
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No comego os neutrofilos sofrem uma hiperativacdo pela grande quantidade de AGEs
produzidos em funcdo da prolongada hiperglicemia que aumenta o pool de Ca," intracelular e
exacerba a capacidade fagocitaria. Entretanto, esse efeito leva a causar esgotamento dos
neutréfilos e leva a diminuir sua eficacia contra bactérias, ocasionando uma susceptibilidade as
infecgBes e levando a um estado de inflamag&o crénica comum no diabetes. Em mondcitos e
macréfagos, os AGES sdo essenciais para a ativacao e diferenciacdo dos mesmos, promovendo
a liberacdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1B, e CCL2). Nas células
endoteliais humanas, os RAGES ativados ajudam na migracdo dos leucocitos por uma
reorganizacdo dos filamentos de actina que aumenta a permeabilizacdo. Porém, mesmo com a
diminuicdo dos AGEs enddgenos, os RAGES podem ser ativados por outros ligantes gerando

um dano tecidual cronico (KIERDORF, 2013).

Uma estrutura tridimensional correta é exigéncia obrigatoria para as proteinas
funcionarem corretamente e os AGEs podem alterar as estruturas primarias, secundarias e
terciarias das proteinas que se encontram dentro ou fora da célula, como, por exemplo, do
coladgeno, uma proteina encontrada em grande quantidade no organismo sendo importante nas
funcbes bioldgicas. A glicacdo do colageno traz mudancas complexas tanto pelo dano da

estrutura primaria como pela agregacdo de proteinas (ASHRAF, 2015; CAMPBELL, 2016).

A albumina humana sérica (HSA) é rica em residuos de lisina e estudos mostram
aspectos autoimunes contra residuos de lisina glicada no soro em pacientes com DM1 e DM2,
consiste em um novo cendrio onde a HSA influenciada sobre um estado de hiperglicemia
persistente forma a Albumina de Amadori que sofre alteracGes na sua estrutura secundaria e
terciaria em presenca da glicose. Esta modificacdo expressa epitopos fazendo com que o sistema

imunologico o reconheca como “ndo proprio” estimulando a producdo de anticorpos

(NEELOFAR, 2016).
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Campbell e colaboradores (2016) relatam que ratos saudaveis reduzem a resisténcia
mecénica do tecido 6sseo quando diabéticos, possivelmente causado pela glicacdo do
colageno. O tratamento com insulina por 12 semanas foi capaz de diminuir a concentracdo de
glicose e a HbAlc no soro, contudo, ndo diminuiu significativamente a concentracdo dos
AGEs e ndao melhorou a resisténcia mecéanica éssea. Este resultado mostra que o periodo de
tratamento para diminuir a glicacdo do colageno no tecido 6sseo deve ser um tratamento

prolongado superior a 12 semanas (CAMPBELL, 2016).

A producdo de AGEs é maior em um estado crdnico, como o diabetes, onde a
concentracdo de glicose no sangue encontra-se aumentada. Os AGEs sé@o disseminados por
todo o corpo pelo fluido sanguineo alterando as fungdes de varios 0rgdos e até mesmo do
DNA. Um estudo realizado no Hospital Istanbul Zeynep Kamil na Turquia nos anos de 2013-
2014 mostrou que a HbAlc, um marcador que acompanha o estado glicEmico em até 2 meses
retroativos, e o estresse oxidativo tem uma correlagdo positiva com o dano genémico mostrado
nos ensaios de cometa e micronucleo realizados em 52 pacientes com sindrome metabdlica
quando foram comparados com 35 pacientes controles saudaveis (KARAMAN, 2015;

SZEREMETA, 2009).

Shirakawa e colaboradores (2016) quantificaram o teor de CML por LC-MS/MS em
diferentes 6rgdos como: a orelha, tenddo de Aquiles, musculo Gastrocnémio, cristalino dos
olhos, soro e medula éssea do fémur. Logo ap6s 12 semanas de inducédo do diabetes tipo 1
com estreptozotocina em ratos, 0 CML encontra-se visivelmente mais elevado na medula
Ossea em comparacdo como 0S outros 6rgdos. Isto pode servir como um marcador da

concentracdo de AGEs em ratos diabéticos (SHIRAKAWA, 2016).
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2.3 Espécies com atividade antiglicante e antidiabética

A Amazonia possui uma grande diversidade de plantas que podem apresentar uma
solucdo fitoterapica para o tratamento do diabetes tipo 2. Shakthi e colaboradores (2014)
testaram 6 sementes de frutos tropicais conhecidos por suas vastas propriedades medicinais.
Com a finalidade de comprovar a atividade antiglicante, foram obtidos os extratos por
maceragdo em agua quente a 90 °C por 5 minutos e por diferentes solventes organicos como

cloroférmio, acetona, acetato de etila, etanol e 4gua destilada.

As espécies estudadas foram: Mangifera indica, Artocarpus heterophyllus, Manilkara
zapota, Citrus sinensis, Syzygium cumini e Vitis vinifer. Dentre essas, a Artocarpus
heterophyllus e Citrus sinensis foram as Unicas que mostraram propriedade antiglicante e
apresentaram potencial para serem usadas para o tratamento do diabetes cronica e suas
complicac6es. Os flavonoides como a rutina, quercetina e quercetina-3-O-xilosido podem ser

0S responsaveis por esta atividade (SHAKTHI, 2014).

Extratos metanolicos de 26 plantas arabes foram testados individualmente, e 5
mostraram atividade antiglicante e antioxidante in vitro, a saber: Sida cordifolia, Plumbago
zeylanica, Tribul us terrestris, Glycyrrhiza glabra, e Rosa indica. Também foi mostrada que
a combinacdo de 5 plantas, tais como: Salacia oblonga, Tinospora cordifolia, Emblica
officinalis, Curcuma longa e Gymnema sylvestre, formam um produto com potencial
antiglicante e hipoglicemiante administrado em dose de 1000 mg por 8 semanas a 89 pacientes
com diabetes tipo 2, conseguindo abaixar 0s niveis de glicose no sangue em jejum e pés-

prandial e a porcentual de HbAlc (KURIAN, 2014; SIDDIQUI, 2016)
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2.4 Género Salacia. Ssp.

O género Salacia Ssp. pertence a familia Celastraceae com aproximadamente 200
espécies encontradas nas regides tropicais e subtropicais do globo terrestre. Dentro da
medicina folclérica, as Salacia sp sdo usadas para tratar o diabetes, obesidade, artrites,
infecGes microbianas e até mesmo o céncer. Diversos géneros de Salacia podem ser
encontrados na India, Sri Lanka, Amazonia Sul Americana, China e em outros paises do
Sudeste Asiatico. Dentro das 21 espécies ja identificadas, pesquisas realizadas com extratos
de S. reticulata, S. oblonga, e S. chinensis, mostraram possuir uma boa atividade moduladora
da glicacdo em lipideos e glicose no sangue. Essas atividades estdo diretamente vinculadas as
funcbes citoprotetoras das células hepaticas, pancreaticas, renais, cardiacas e doencas
neurodegenerativas (BASU, 2016; BHAT, 2012; MIRHASHEMI, 2016; MORIKAWA,

2015; SALAHUDDIN, 2014; SELLAMUTHU, 2013, SHIRAKAWA, 2016; SINGH, 2015).

Dentro de sua composicdo fitoquimica podemos encontrar o salacinol, kotalanol,
ponkorinol, salaprinol, neosalaprinol e neoponkoranol, mangiferina, 16-acetato kotalagenina,
epigallocatequina, epicatequina, epiafzelechin e pristemerina. Os sulfénio sulfatos como
salacinol, kotalanol, ponkorinol, salaprinol sdo responsaveis pela atividade antidiabética; e
seus analogos dessulfonado neosalaprinol e neoponkoranol inibem a enzima a-glicosidase

(MOHAN, 2014).

OH
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Figura 04: Estrutura quimica do salicinol e a mangiferina.Fonte: Adaptado de Morikawa, 2015.
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A mangiferina é uma xantona antioxidante e neuroprotetora em modelo de neurdnios
cultivados com alta concentracdo de glicose, pela inibicdo na formacgéo de radicais livres e
AGEs ao aumentar a funcéo da glioxalase 1 (Glo-1) que ativa a via de sinalizacdo Nrf2/ARE;
a 16-acetato de kotalagenina um triterpeno que inibe a aldose redutase e a-glicosidase (LIU,

2016B; MATSUDA, 1999; YOUSEF, 2016).

A pristimerina é um triterpenoide de quinonetona com agdo anticancerigena que atua
pela inibigdo da via de sinalizagdo NF-kB em células tumorais do c6lon e do melanoma uveal.
Esta inibe 0 TNF-a e o lipopolissacarideo (LPS) que induz a ativa¢do da via de sinalizagao
NF-xB e também inibe a ativacdo de células T induzidas por IL-2 (YOUSEF, 2018; ZHANG,

2017).

2.4.1 Salacia oblonga

A Salacia oblonga presenta uma atividade anti-inflamatéria por inibir a expressao do
gene da Ciclooxigenase I (COX-1) e Ciclooxigenase Il (COX-2) durante 0 processo
inflamatdrio induzido em ratos. Sua acéo envolve a diminuicdo da absorcédo de glicose e de
gordura pelo intestino ao inibir a a-glucosidase intestinal e lipase pancreatica, ela também
ativa o transportador de glicose tipo 4 (GLUT-4) nos tecidos musculares que comecam a

captar mais glicose (KUSHWAHA, 2016).

Ratos diabéticos induzidos com estreptozotocina foram tratados por 16 semanas com
extrato hidroetandlico de S. oblonga (SOE) em doses de 50 e 100 mg/kg. Ao terminar o
tratamento mostrou-se uma diminui¢do dose dependente significativa da glicose sanguinea e

da HbAlc com um aumento dos niveis de insulina sérica (BHAT, 2012).
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No Japdo, foi realizado um estudo randomizado e duplo-cego de tolerancia oral
alimentar com 66 pacientes diabéticos, que foram divididos em 3 grupos: G-01, G-02 e G-03.
O G-01 foi o grupo controle, G-02 ingeriram 240 mg de SOE e 0 G-03 receberam 480 mg de
SOE. Como resultado o G-03 diminuiu da glicemia e a insulina p6s-prandial no soro quando
comparados com 0 G-02 e 0 G-02 diminuiu da glicemia e a insulina pés-prandial no soro
quando comparados com o G-01. Estes resultados mostram a atividade hipoglicemiante do

SOE ao diminuir a glicemia aguda em pacientes com DM2 (WILLIAMS, 2007).

2.4.2 Salacia chinensis

O extrato aquoso de S. chinensis (SCE) dos caules apresentam melhoria na resisténcia
Ossea ao diminuir a concentracdo de CML neste 6rgéo, também diminuiu os niveis de corpos
cetbnicos, creatinina e glicoalbumina sérica em ratos com DM1. Os ensaios mostram que estes
efeitos sdo causados pelo aumento na captacao de glicose pelos 6rgdos em auséncia de insulina
por dois mecanismos. Primeiro, ao substituir todos os carboidratos da dieta por glicose para
observar a absorcéo intestinal da glicose. Segundo a cultura de miocitos esqueléticos L6 em
presenca de SCE comecou a captar 2-desoxiglicose do meio. Isto indica que o SCE diminui a
concentracdo plasmatica de glicose e AGEs ao estimular a captacdo celular (SHIRAKAWA,

2016).

O SCE dos caules administrado em ratos ndo diabéticos melhorou a toler&ncia a
carboidratos; em camundongos diabéticos geneticamente modificados (KK-Ay) diminuiu 0s
niveis de HbAlc e de glicose pds-prandial apos 28 dias de uma dieta hipercaldrica. Outro

estudo usou a mangiferina extraida da raiz de S. chinensis em dose de 40 mg/kg durante 30
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dias em ratos DM2, mostrou uma melhora na glicemia, acido Urico, ureia, creatinina, AST,
ALT, e ALP no soro. Também apresentou um aumento da Glutationa reduzida (GSH)
pancredtica e a diminuicdo do marcador TBARS e hidroperoxidos, regeneracdo celular e
hiperplasia do pancreas que foi mostrado no exame histopatoldgico. Além disso, promoveu a
diminuicdo do estresse oxidativo, protegeu as células betas pancreaticas com propriedades
antidiabéticas ndo toxicas (MORIKAWA, 2015; SELLAMUTHU, 2013; SELLAMUTHU,

2014).

2.4.3 Salacia reticulata

O tratamento de 8 semanas com 0 extrato aquoso de S. reticulata (ASR) em
camundongos obesos diminuiu a gordura visceral e subcutanea, glicose, insulina e colesterol
total do plasma. Em camundongos ndo obesos também se observou diminuicdo destes
marcadores, porém de uma forma mais leve, o que pode ser devido ao aumento da atividade
da lipase sensivel a horménio (LSH) envolvidos na lipdlise. Também melhorou o tempo de
reacdo latente a dor, quando comparado como o camundongo obeso ndo tratado. Este
resultado mostra que sua atividade preveniu a neuropatia periférica diabética causada pelo
acumulo de AGEs. No exame histopatologico do figado foi demostrado que a degeneracéo
gordurosa de hepatocitos, infiltracdo de células inflamatdrias e necrose celular também foram

melhoradas (AKASE, 2011).

As células 3T3-L1 precursoras de adipdcitos foram tratadas com o extrato de S.
reticulata e com indutores de diferenciacdo celular, obtendo como resultado a inibicdo da
atividade da glicerol-3-fosfato desidrogenasse (GPDH), diminuindo a concentracdo de
adiponectina liberada. Também foi inibida a transcrigdo do PPAR-y e C/EBPa que iniciam a

inducdo e diferenciacdo do preadipocito para adipocito diminuindo assim a adipogénese e a
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lipogénese. N&o se encontrou evidéncia de glicerol no meio o qual indica que ndo houve

lipolises (SHIMADA, 2011).

2.4.4 Salacia impressifolia

A Salacia impressifolia € um arbusto ou arvore com liana tipo trepadeira. Seu dominio
geogréafico é a Amazonia de México, Honduras, Nicaragua, Panamd, Venezuela, Guiana,
Brasil, Colombia, Peru e Bolivia. Nativa do Brasil pode ser encontrado pelo Norte nos estados
de Acre, Amazonas, Para, Rondbnia, Roraima e no Centro-Oeste no estado de Mato Grosso

(AYURVEDIC, 2018; BOLETIM, 2018; REFLORA, 2018).

O género Salacia é classificado por alguns autores como parte da familia

Hippocrateaceae. Atualmente, a S. impressifolia possui a seguinte classificagcdo taxondmica:

Reino: Plantae,
Sub-reino: Tracheobionta,
Divisdo: Magnoliophyta,
Classe: Magnoliopsida,
Subclasse: Rosidae,
Ordem: Celastrales,
Familia: Celastraceae,
Género: Salacia

Espécie: Salacia impressifolia.
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Figura 05: Salacia impressifolia
http://ecologia.ib.usp.br/guiaigapo/familias/hippocrateaceae/salacia_impressifolia/salacia_impressifolia.html

A S. impressifolia ou “cipd-miraruira” como ¢é conhecida no Brasil é usada pela
medicina folclorica para tratar o diabetes ao diminuir a glicemia pos-prandial regularizando e
equilibrando a taxa de glicose do sangue e como anti-inflamatorio, antileucémicas e

anticancerigena (ALMEIDA, 1993).

A identificacdo quimica foi realizada pela obtencdo de varios extratos por diferentes
solventes entre eles cloroférmio, metanol, hexano e acetato de etila. Do extrato cloroformico
da casca do caule de S. impressifolia foram obtidas 18 fraces que depois foram fracionadas
com hexano/acetato de etila (8:2) onde identificou-se 0s seguintes triterpenos: 22-
hidroxitingenona e friedelina. O extrato metanol do caule foi analisado por espectros de RMN
'H e 13C obtendo o 4cido 3-O-R-D-fucopiranosil quinévico, acido 3-O-R-D-quinovopiranosil
quindvico que é um triterpeno glicosilado derivado do acido quindvico, também foram
identificados o &cido cinchdlico e acido quindvico que pertencem as classes de triterpenos
oleano e ursano. No extrato hexanico foram identificadas estruturas de friedelina e mistura de
a ¢ B amirina. No extrato Acetato foi identificado o triterpeno acido 3-oxoquindvico ao ser
analisado por espectro de RMN *H e 3C, as estruturas sdo mostradas na figura 06 (CALDAS,

2000; COSTA, 2006; RIPARDO, 2007; SILVA, 2016)
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22-Hidroxitinaenona Friedelina
Acido 3-O-R-D quinovopiranosil quinvico Acido  3-O-R-D-fucopiranosil
“u ) g, 2
Acido quin6vico Acido cinchdlico Mistura de o ¢ p amirina

Figura 06: Triterpenos isolados de extratos Cloroférmio, Metanol, Hexano e Acetato de etila das cascas do caule
de S. impressifolia. Fonte: adaptado de Caldas, 2000; Costa, 2006; Ripardo, 2007¢e Silva, 2016.

O extrato etanolico da casa do caule da S. impressifolia mostrou atividade inibit6ria
especifica das enzimas sacarase, maltase e lactase, na porcdo duodenal do intestino de rato in
vitro e diminui a absorcdo de glicose no teste de tolerancia oral a glicose mostrando ter
atividade antidiabética. Também foram encontrados neste extrato o &cido melaléucico,
epicatequina, o e B-amirina os quais foram caracterizados através de suas propriedades fisicas
(ponto de fusdo e fator de retencdo cromatogréafica) e espectroscépicas (IV, EM e RMN uni e

bidimensional) (DA LUZ, 2016; RUANI, 2014).
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Do extrato etandlico de S. impressifolia foram obtidas as fracfes acetato de etila,
cloroférmio e fracdo insoltivel. Onde o extrato e as fracdes cloroférmio e fracdo insoluvel
diminuiram a glicemia em ratos ndo diabéticos no TTOG nas concentracfes de 50 e 25 mg/kg
(DA LUZ, 2016; RUANI, 2014). A fracédo cloroférmio (25 mg/kg) e a fragdo insoluvel (12,5
mg/kg) estimularam o aumento na concentragdo de insulina mostrando um efeito agudo na

curva de tolerancia oral a glicose em ratos ndo diabéticos (DA LUZ, 2016).

Ratos diabéticos tratados por 28 dias com extrato hidroetanolico de S. impressifolia na
concentracdo de 200 mg/kg apresentaram diminuigdo da glicemia em jejum mostrando um
efeito similar ao padrdo glibenclamida (0,7 mg/kg). Alem disso, apresentaram niveis
aumentados de de HDLc e triglicerideos quando comparados com o controle ndo diabético,
porém menores em comparacdo ao grupo diabético ndo tratado, auséncia de alteracdo no

colesterol total, diminuicdo do TGO e aumento do TGP (MERLIN, 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antidiabética de extratos de Salacia impressifolia em modelos

experimentais in vitro e in vivo.

3.2 Objetivos Especificos

Obter e caracterizar quimicamente extratos de S. impressifolia com atividade

antidiabética;

Caracterizar as atividades antioxidante, antiglicante e inibitoria sobre enzimas

digestivas dos extratos;

Avaliar a toxidade do extrato mais ativo;

Estudar os efeitos hipoglicemiante e antiglicacdo em modelos experimentais in

vivo.
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4. MATERIAL E METODOS

A obtencdo dos extratos, quantificacdo de teor de compostos fendlicos e flavonoides,
ensaios antioxidantes, inibicdo de enzimas digestivas, antiglicante e de viabilidade celular
foram realizados nas instalacGes da faculdade de farméacia da UFAM. Os ensaios in vivo foram
realizados no Biotério Central da UFAM e os analises de RMN foram realizados com a parceria

do professor Hector Koolen nas instalagdes do Centro de Biotecnologia da Amazonia (CBA).

4.1 Fluxograma Experimental

[ Salacia impressifolia J
, I :
l Obtengdo de extratos J

III | |
teor de compostos J ami’)‘(?;;f:es, J Inibicso Enzimatica J
DPPH |

Flavonoides | L[ ABTS |

RMN de 'H i Caraterizacio | RMNdeTC
{ Quimica l

l Cultura de Células }——[ Viabilidade ou toxicidade celular |

|

{ ENSAIO IN VIVO J

Antiglicante

Via Oxidativa |
Via N&o Oxidativa |

Fendis totais |

[ Escolha do extrato
Hexanico

a-Glicosidade

[ | 1

[ Toxicidade Aguda ] [ TT0G Inducdo D2

Analises Bioquimicas
Glicose, HbA1c, CML, insulina, ureia,
creatinina, ac. drico, TGO & TGP
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4.2 Matéria-prima

No presente estudo, as cascas de S. impressifolia foram coletadas na Reserva Adolpho
Ducke (km 26 da rodovia AM-010, o 18 de Abril 2014 no municipio de Manaus, estado do
Amazonas, Brasil) a partir de um espécime previamente catalogado durante o projeto (Ribeiro
et al,, 1999). Um exemplar da excicata: A voucher specimem (#4699) foi depositado no

herbéario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amaz6nia (INPA), Brasil. Norte:

4.3. Obtencéo do Extrato

As cascas de S. impressifolia, apds serem limpas e secas foram trituradas com um
moinho de facas. As cascas foram maceradas por 3 dias a temperatura ambiente e macerados
de forma sequencial comecando pelo solvente mais apolar até o mais polar (Hexano, Acetato
de etila, Metanol e Agua-etanol). com uma relacdo de 100g por Litro. Depois as solucdes
extrativas foram filtradas e secadas no rotaevaporador para obtencao de extratos secos (SILVA,

2016).

4.4 Caraterizacdo Quimica

A caracterizacdo quimica foi realizada por meio da técnica de espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para identificar as estruturas quimicas dos compostos
presentes no extrato hexanico de S. impressifolia. As analises de RMR foram realizadas no
Centro de Biotecnologia da Amazénia (CBA) em um espectrometro INOVA 500 da Varian
operando a 11,7 Tesla (T). Os nlcleos observados foram o de *H a 500 MHz, e de *C a 125
MHz, respectivamente. As amostras foram solubilizadas em cloroférmio deuterado (CDCls)

para a realizacdo dos experimentos. Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em ppm
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relativos ao sinal do tetrametilsilano (TMS). As constantes de acoplamento (J) foram

registradas em Hertz (Hz).

4.5 Ensaios in vitro

4.5.1 Teor de fenélicos totais

A concentracdo de fenois totais foi quantificada pelo método descrito por Kim et al.,
(2003). Inicialmente, 10 pL dos extratos em uma concentragdo de 1 mg/ml foram colocados em
cada poco mais 50 pL de Folin&Ciocalteu's phenol 10% e incubados no escuro por 8 minutos
a temperatura ambiente. Logo apos esse tempo foi realizado a primeira leitura na absorbancia
em 620 nm, depois foi adicionado uma solu¢éo saturada de carbonato de sodio 0,4% e incubado
novamente por 3 minutos. Em seguida, foi realizada a leitura na absorbancia em 620 nm no
leitor de microplaca (Multimode Detetor DTX 800 da Beckman), o teor fendlico das amostras
foi expressa em porcentual comparados com padrdo acido galico e também como ug

equivalente a acido galico (LgEqAG) quando comparado a diluicdo consecutiva do padrao.

Fendis totais (%) = (Abs, / Abs,) X 100

Abs,=Absorbancia da Amostra (final - inicial)
Absp,=Absorbancia do Padréo (final - inicial)

4.5.2 Teor de Flavonéides Totais

A quantificacdo de flavonoides totais foi considerando pelo método descrito por
Kumar et al., (2008). Inicialmente foi adicionado 30 pL do extrato na concentracao de 1 mg/mL
mais 90 pL de etanol para tirar o branco realizando a primeira leitura no comprimento de onda

405 nm. Apos a leitura foi colocado 6 pL de cloreto de aluminio 10%, 6 uL de acetato de
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potassio, 168 L etanol nas microplacas e incubadas por 30 minutos no escuro em temperatura
ambiente. Apés a incubacdo foi realizada a leitura no comprimento de onda 405 nm no leitor
de microplaca. O célculo foi semelhante da quantificacdo de fenois totais. O padrao usado foi

a quercetina e os resultados foram apresentados em porcentual e em pg equivalentes a

quercetina (LgEQ).

Flavonoides totais (%) = (Absorbancia amostra/ Absorbéancia padréo) x 100

4.5.3 Atividade sequestrante do Radical DPPH"

A atividade sequestrante do radical lipossoluvel DPPH" foi realizada segundo
metodologia utilizada por Burits e Bucar (2000) com modifica¢Ges para possibilitar que o teste
fosse realizado em microplacas de 96 pogos. Foi preparada uma solucdo de 0,05 pg/mL de
DPPH' em etanol, 30 pL do extrato, padréo e/ou controle (DMSQ) na concentragdo de 1 mg/mL
foram adicionados a cada um dos pogos da microplaca e colocadas em contato com a solucédo
de DPPH". A placa foi incubada por 30 minutos em temperatura ambiente no escuro e a leitura

foi realizada em 492 nm no leitor de microplaca.

Os calculos de porcentual de inibicdo (inibicdo %) foram realizados baseando-se na
absorbéancia do controle e utilizando o programa Excel. Quando o porcentual de inibicdo foi
maior a 50%, foram realizadas até 8 diluicGes consecutivas para obtencdo dos valores de Clso,

calculados pelo programa GraphPad Prism, versdo 6.0. O padrdo utilizado foi o acido galico.

% inibicdo = 100-[Absa/Absc] x 100.

Abs,=Absorbancia da Amostra
Abs.=Absorbancia do controle
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4.5.4 Atividade sequestrante do radical ABTS’

A fim de determinar a atividade antirradical ABTS’, o ensaio foi realizado mediante o
método descrito por Shanty (2017) com modificacGes. Inicialmente, foi preparada a solucdo de
ABTS” 0,7 mM em 5 mL de agua deionizada e 5 mL de perssulfato de potassio 2,4 mM. Em
seguida, incubou-se a mistura reacional em temperatura ambiente na auséncia de luz por 12
horas para obteng@o de uma solucao oxidada de tonalidade azul esverdeada. Antes de plaquear,
0o ABTS” oxidado foi diluido (1:5) com agua deionizada, apds o plaguamento incubou-se por
15 minutos na auséncia de luz a temperatura ambiente e realizou-se a leitura no leitor de
microplaca em 620 nm. Os resultados foram expressos em porcentual de inibicdo e a Clsg foi

calculado através do programa GraphPad Prism 6.0. O padrdo utilizado foi o acido galico;

% inibicdo = 100-[Absa/Absc] x 100.

4.5.5 Atividade inibidora a-glucosidase de Murino

A atividade enzimética foi determinada de acordo a Andrade-Cetto et al., (2008) com
ligeiras modificaces. A enzima a-glucosidase foi extraida do p6 ceténico do intestino de rato
da SIGMA. Tanto o substrato 4-itrofenil-D-glucopiranésido (4-NPGP) como a enzima foram
diluidos em tampédo fosfato 10mM pH 6,9. Primeiramente, preparou-se a enzima numa
concentracdo de 3 mg/mL do pé cetbnico do intestino de rato, agitou-se esta mistura por 5
minutos, e centrifugou-a a 3600 rpm por 10 minutos, seguido da retirada do sobrenadante que
contendo a enzima a-glucosidase extraida. Em seguida, colocou-se 30 pL do extrato, padréo

e/ou controle (DMSO) na concentragéo de 1 mg/mL nos diferentes pogos da microplaca em
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triplicata, 170 pL da enzima (0,08 pg/mL), incubou-se por 5 minutos a 37°C no escuro,
adicionou-se 100 pL do 4-NPGP (5mg/ml), incubou-se por 20 minutos ou até que a leitura do
controle a 405 nm apresentasse Absorbancia de 1,000+0,1 no leitor de microplaca. Os
resultados foram expressos em porcentual de inibicdo e o Clso e calculado através do programa

GraphPad Prism 6.0. O padrao utilizado foi a Acarbose.

% inibicdo = 100-[Absa/Absc] x 100

4.5.6 Atividade inibitoria da lipase

A atividade enzimatica foi determinada de acordo a Slanc et al., (2009) com
modificagcdes. A lipase pancredtica tipo Il de porcino da SIGMA foi diluida em tampéo
TRISMA-HCL 75 mM pH 8,5 e para preparar o substrato palmitato de p-nitrofenila (PNP)
diluiu-se primeiro em acetonitrila e depois em etanol na proporc¢éo de 1;4. O padréo usado foi
o Orlistat. As leituras foram realizadas no leitor de microplaca a 450 nm. Colocou-se 30 puL do
extrato, padrdo e/ou controle (DMSO) nos diferentes pocos da microplaca em triplicata, 250
pL da enzima (0,8 mg/mL), incubou-se por 5 minutos a 37°C no escuro, adicionou-se 20 pL de
PNP (4 mg/mL), incubou-se por 10 minutos ou até que a leitura do controle de 1,000+0,1. Os
calculos do porcentual de inibicao foram realizados e as amostras que derem uma inibicdo maior

de 50% foram diluidas em concentracdes seriadas para determinacdo da Cl so.

% inibicdo = 100-[Absa/Absc] x 100
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4.5.7 Atividade antiglicante: Via Oxidativa

A atividade antiglicante foi determinada de acordo com Kiho (2004), com
modificagOes. A reagdo foi efetuada em triplicata com concentragdes de: Albumina (BSA) 8
mg/mL, Glioxal 30 mM, e 1 mg/mL do extrato. As solucdes de glioxal e BSA foram diluidas
em tampdo fosfato (200 mM, pH 7.4), contendo azida de so6dio 3 mM como agente
antimicrobiano. Os 300 pL da mistura total da reacdo foram compostos por: BSA (135 uL),
glioxal (135 pL) e DMSO ou extrato (30 pL) sendo incubados a 37°C durante 24 horas (em
condicdes estéreis e no escuro). Apos a incubacdo, cada amostra foi analisada no leitor de
microplaca pela intensidade da fluorescéncia (emissdo A330 nm e excitagdo A420 nm). A
quercetina foi utilizada como padrdo e 0 DMSO como controle negativo. Os resultados foram
expressos em porcentual de inibi¢éo e a Clso foi calculado atraves do programa GraphPad Prism

6.0.

% inibicdo = 100-[Fluora /FLuorc] x 100

Onde: Fluora = Fluorescéncia da Amostra
Fluorc = Fluorescéncia do Controle

4.5.8 Atividade antiglicante: Via ndo oxidativa

A atividade antiglicante foi determinada de acordo a Kiho et al. 2004 com
modificacdes. Foram seguidos o0s passos usados na Atividade antiglicante por via oxidativa,
com excecdo do glioxal que foi substituido pela frutose (100 mM) e o tempo de incubacao

aumentou para 120 horas.
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4.5.9 Ensaio de citotoxicidade ou viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado de acordo com Nakayama, (1997). A
linhagem celular de macréfagos MRC-5 foram plaqueadas (5 x 10° células/pogo) em placas de
cultura de tecidos de 96 pocos até um volume final de 100 uL por poco. Apds 24 horas, realizou-
se 0 tratamento com o extrato hexanico diluidos 7 vezes comecando na concentragdo de 100
ug/mL durante 24 e 72 horas, apés incubacdo, adicionou-se a solu¢do Alamar Blue (10 uL de
Azul Alamar 0,4 % (resazurina em PBS) e incubou-se as células durante 3 horas a 37 °C. A
fluorescéncia foi medida por excitacdo a 545 nm e emissdo a 595 nm no leitor de microplaca.
Como controle positivo de morte celular foi utilizada a doxorrubicina (5 pg/mL) e como
controle negativo o meio de cultura. Os ensaios foram realizados em triplicata de experimentos

independentes e expressos como percentagem de viabilidade celular.

% Viabilidade= Ft x 100/ AFb

Onde: Ft= (fluorescéncia da célula+ meio + substancia + resarzurina)
AFb= (fluorescéncia da célula + meio + resarzurina)

4.6 Modelos experimentais in vivo

Para este estudo foram usados camundongos Balb/C albinos, machos, 6 semanas de
idade, pesando 18 - 20 gramas, obtidos do Biotério Central da UFAM; Manaus. Eles foram
mantidos sobre condicBes padrdo de laboratdrio (Ciclo claro-escuro de 12 horas, temperatura
de 21 + 2 ° C e umidade relativa de 35 % a 60 %) e foram alimentados com rac6es e agua ja

padronizados pela instituicdo.
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Nos modelos in vivo as doses do extrato hexanico foram de 100 e 50 mg/kg de peso
(EHSI50 e EHSI100), baseado no teste de citoxicidade celular in vitro, toxicidade aguda in vivo

e dos trabalhos realizados por Merlin, 2015 e Da luz, 2016.

Para o Teste de Atividade Hipoglicemiante aguda e crénica os animais foram divididos
aleatoriamente em sete animais diabéticos por grupo. Os grupos foram divididos da seguinte
maneira: grupo controle normoglicémico ndo tratado (ND); grupo controle positivo —
hiperglicémico sem tratamento (CTL); grupo padrdo Metformina 300 mg/kg (METF300) e os

grupos testes (EHSI50 e EHSI100).

4.6.1 Analises de Toxicidade Aguda

Para o teste de toxidade aguda considerou-se o experimento sugerido pela OECD 423
(2001). Foram usados 3 camundongos machos, que receberam uma dose de 2000 mg/kg do
extrato Hexanico (EHSI) em 5 doses fraccionadas com intervalo de 10 minutos. Os animais
ficaram em observacéo constante as primeiras 12 horas e depois continuaram sobre observacéao

por 14 dias. Neste ensaio foi analisado o ébito dos animais.

4.6.2 Teste de tolerancia oral a Glicose — TTOG

O teste de tolerancia oral a glicose foi realizado de acordo com Andrade-Cetto et al.,
(2008) com modificacdes. Os camundongos ndo diabéticos foram divididos em 4 grupos de 6
animais (Grupos descritos anteriormente) e padronizados com 18-20 gramas de peso para 0s
testes. Posteriormente, foram mantidos em jejum de 12 horas e apds esse tempo, foi realizada

a primeira coleta de sangue da veia da cauda de todos os animais dos grupos para 0 doseamento
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basal da glicose. Foi administrado por via oral no Grupo Controle (CTL) soro fisioldgico-
200uL, o grupo Padrdao (METF300) recebeu 300 mg/kg de Metformina e os grupos testes
receberam o extrato hexanico de S. impressifolia em doses 100 e 50 mg/kg (EHSI50 e
EHSI100), e apds 20 minutos foi realizada a administracdo de 4 g/kg da glicose por via oral

(gavagem) em todos 0s grupos.

As amostras de sangue foram recolhidas por pun¢do com a ajuda de uma lanceta a
partir da ponta da cauda a diferentes pontos de tempo (15, 30, 60 e 90 minutos) apos a
administracdo de glicose. A Glicemia foi mesurada usando um glicosimetro Precision Xtra
(Abbott Diabetes Care, Portugal), colocando uma pequena gota de sangue em uma nova tira de

teste e registrar as medicoes.

4.6.3 Teste de Atividade Hipoglicemiante Cronico DM2

Este teste sera realizado seguindo o método descrito por Sun, (2015). Os camundongos
machos normais foram divididos em cinco grupos de cinco animais (grupos descritos
anteriormente), Apds 4 semanas de pretratamento com uma dieta hiperlipidica (20% de
sacarose, 10% de banha de porco, 2,5% de colesterol, 1% de cloreto de sddio e 66,5% de racdo
comum), os camundongos permaneceram em jejum de 8-12 horas (durante o periodo noturno)
e apos esse tempo, foi realizada a primeira coleta de sangue da veia da cauda de todos os
camundongos dos grupos para o doseamento basal da glicose. Logo apés, foi induzida o
diabetes tipo 2 por administracdo intraperitoneal de estreptozotocina (35 mg/kg; diluido em
tampao salino citrato 0,1 M — pH 4,5) por 7 dias uma vez por dia, com agua e dieta hiperlipidica
a bondade, logo apds 2 semanas da inducao foram considerados diabéticos do tipo 2 os animais

com uma glicemia maior ou igual a 250 mg/dl em jejum e usados no estudo.
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A partir da confirmagdo do diabetes, iniciou-se o tratamento em todos 0s animais
durante um periodo de 25 dias, sendo administrado diariamente por via oral: no grupo Controle
(CTL) e Normoglicémico (ND) o veiculo (3% de Kolliphorem; soro fisiolégico - 200 pL), o
grupo Padrdo (METF300) recebeu 300 mg/kg de Metformina, os grupos Testes (EHSI50 e

EHSI100) receberam o extrato hexanico de S. impressifolia em doses 100 e 50 mg/kg.

O periodo de 25 dias de tratamento foi escolhido para avaliar melhor os produtos da
glicacdo como a HbAlc e a CML, a cada 5 dias foram realizadas dosagens para medicdo da
glicemia e a pesagem dos grupos. Ao final do tratamento os animais foram anestesiados do por
via intraperitoneal com Cetamina e Xilazina (1:1; 50 mg/kg de peso) e coletado o sangue por
puncdo cardica para a dosagem dos parametros bioquimicos, depois realizou-se a eutanasia por
deslocacéo cervical. A glicose no sangue foi medida usando um glicosimetro Precision Xtra
(Abbott Diabetes Care, Portugal), colocando uma pequena gota de sangue em uma nova tira de

teste e registrar as medicGes. O Tratamento foi iniciado a partir da confirmacéo do diabetes.

3.7 Analises bioquimicas

Amostras de sangue foram coletadas por punc¢éo cardiaca no final do tratamento, antes
da eutanasia para determinacdo do perfil glicémico (Glicose, HbAlc, CML, insulina) perfil
lipidico (Colesterol, triglicerideos e HDLc), perfil hepético (TGO e TGP) e perfil renal (Acido
drico, creatinina e ureia). As dosagens foram determinadas utilizando um analisador automatico
Chem WellModel 2910; AWARENESS TECHNOLOGY, INC e Kits Comerciais disponiveis

enzimaticos e ELISA.
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4.7 Aspectos Eticos: CEUA

Como este projeto de pesquisa envolveu a utilizacdo de animais de laboratério, o
mesmo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da UFAM com o

protocolo N° 01/2016-CEUA/UFAM.

4.8 Anélise estatistica

Os resultados foram expressos com as médias e 0s desvios-padrdo de medicdes em
triplicatas/quadruplicadas. As diferencas entre os grupos foram avaliadas por meio do programa
GraphPad Prism 6. Os valores da concentragdo inibitéria 50% (Clso) foram obtidos por
regressdo nao-linear de curvas concentragcdo-resposta. Os resultados com valor de p <0,05

foram considerados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

Foram obtidos extratos brutos extraidos em solventes de diferentes polaridades os
quais foram submetidos a ensaios quimicos preliminares e de atividade bioldgica em testes in

vitro e in vivo.

5.1 Rendimentos dos extratos

Na tabela 01, foi calculado o rendimento dos extratos obtidos com 100 g de casca de

S. impressifolia por litro de em solventes de alta, média e baixa polaridade.

Tabela 01: Rendimento dos extratos obtidos em solventes de diferentes polaridades em de 100 g da casca de S.
impressifolia.

Solvente Rendimento (%)
Hidroetanolico (50:50) 7,8
Metanol 5,9
Acetato de etila 0,9

Hexano 2,4
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5.2 Caraterizacdo Quimica

O extrato em hexano das cascas do caule de S. impressifolia por ser o mais bioativo foi
escolhido para ser analisado diretamente por RMN de *H e 3C. O espectro de RMN de 'H
(Figura 07) apresentou sinais caracteristicos de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos
como 0s majoritarios. Além destes, sinais de hidrogénios carbinélicos, olefinicos e de
grupamento acetil também foram observados (Figura 07). O espectro de RMN de *C
apresentou sinais de carbonos tipicos de metilas blindadas, metilas desblindadas, carbonos
carbinolicos, carbonos olefinicos e carbonos tipicos de carbonilas a,B-insaturadas (Figura 08).
A anélise do perfil de sinais de hidrogénio e carbonos observados, em conjunto com dados
quimicos previamente publicados para a espécie S. impressifolia (Silva et al., 2016) confirmam
a presenca de triterpenos quinonametideos como as substancias majoritarias no extrato

analisado.

Como o estudo quimico desta espécie ja foi publicado foi possivel inferir quais
compostos seriam 0S majoritarios neste extrato, e desta forma, correlacionar os resultados
biolégicos com estruturas quimicas. Dentre as substdncias presentes, 0s triterpenos
quinonametideos tingenona, 22B-hidroxitingenona, priestimerina e 30-hidroxipriestimerina
(Figura 09) destacaram-se por serem as majoritarias. Todas estas substancias foram
previamente descritas para esta espécie (Silva et al., 2016). Adicionalmente, por meio da
integracdo das areas dos sinais chave estimou-se quais compostos seriam 0s majoritarios no
extrato. Através desta analise concluiu-se que a tingenona e seu derivado hidroxilado na posicéao

22 sdo as moléculas majoritarias no extrato testado.



Normalized Intensity

Normalized Intensity

50

1.03jan30rsgH1.001.esp

0.9 :
Hidrogénios
0.8 sy
metilicos

07 l
0.6
o5 Hidrogénios

Hidrogénios carbindlicos
04 olefinicos
0.3 \
0.2
0.1 l

16 14 12 10 8 6 4 2 w -2 -4

Chemical Shift (ppm)

Figura 07: RMN de *H geral do extrato em hexano apds procedimento em SPE.

jan30rsgH1.002.esp

0.13
0.12
0.11
0.10
0.09 . /1.
Carbonos carbindlicos
0.08
(sobrepostos com o

. o Carbonos

solvente) — ver ampliacao metilicos
0.06 Carbonos
0054 Carbonos de olefinicos l
00sd cetonase de

éster

emical Shift (ppm)

Figura 08: RMN de **C geral do extrato em hexano ap6s procedimento em SPE.



51

R1
Tingenona H
22-hidroxitingenna S-OH

R2
Pristimerina CHz3
30-hidroxipristimerina CH.OH

Figura 09: estruturas dos compostos maioritarios encontrados no extrato hexanico; Tingenona, 22-

hidroxitingenona, Pristimerina e 30-hidroxipristimerina. Adaptada de Silva, 2016.
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5.3 Testes in vitro

5.3.1 Teor de Fendis e flavonoides.

Os extratos foram submetidos a andlise tenor de fendis e flavonoides, apresentada na
tabela 02. O ensaio de quantificacdo de fendis e flavonoides totais evidenciou que dentre os
extratos da S. impressifolia testados, o extrato hidroetandlico foi o que apresentou maior
percentual de fendis (32,34+0,52%) e mg eq Ac Galico/g (218,95+3,59). O extrato Acetato de
Etila foi o que apresentou maior percentual de flavonoides (15,22+0,67%) e mg eq Quercetina/g

(77,81£3,66). Os seguintes resultados estéo representados na Tabela 02.

Tabela 02: Quantificacdo do total de fendis e Flavonoides dos extratos de S. impressifolia. Os resultados sédo
expressos em porcentual (%), em mg eq Ac Gaélico/g a e mg eq Quercetina/g. Cada dado representa a média e o
desvio padrdo (DP) dos extratos em triplicata.

S. Impressifolia Fendis totais Flavonoides totais
Extrato % fendis mg eq Ac Galico/y  %flavonoide mg eq Quercetina/g
Hidroetanolico 32,34+0,52% 218,95+3,59° 1,35+0,28? 2,750,052
Metandlico 28,49+1,28° 192,42+8,83° 7,60+1,33° 36,11+7,29°
ét‘;f;ato de 2591#0,21°  174,61+1,43°  1522+0,67¢ 77,813,66¢
Hexanico 7,5410,47¢ 48,07+3,23¢ 1,47+0,26° 2,54+1,452

As Letras diferentes na mesma coluna indicam uma diferencia estatistica significativa pelo teste Tukey, p <0,05.

5.3.2 Atividade antioxidante sobre os radicais DPPH" e ABTS” in vitro

Os extratos foram submetidos a analise de inibi¢do dos radicais DPPH* e ABTS* o
qual esta apresentada na figura 10. Os resultados foram expressos em porcentual de inibicdo e
posteriormente foi realizada a diluigéo seriada dos extratos de S. impressifolia para a obtencéo
da concentragdo inibitoria do 50% (Clso) que foram expressas em pg/mL: Hidroetanolico

(EhSI) 19,95+0,45 e 5,4+0,03, metandlico (EMSI) 17,05+0,32 e 8,07+0,35 , acetato de etila
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(EASI) 24,17+0,2 € 9,65+0,5, hexanico (EHSI) com 125,12+1,85 e 97,55+3,54 e 0 padréo acido
galico (AG) com 2,87+0,06 e 2,54+1,45. Estes resultados mostraram significancia estatistica

no One-way ANOVA pelo teste de Tukey, p < 0,05.
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Figura 10: Atividade inibitéria (%) dos extratos de S. impressifolia: Hidroetandlico (EhSI), Metandlico (EMSI),
Acetato de etila (EASI) e Hexanico (EHSI) sobre os radicais DPPH" (A) e ABTS™ (B) em diferentes concentragdes.
Atividade antioxidante expressado em Clso dos extratos (EhSI, EMSI, EASI e EHSI) frente aos radicais DPPH (C)
e ABTS (D) onde o padrdo usado como controle positivo foi o acido galico (AG). As letras diferentes indicam
uma diferencia estatistica significativa pelo teste One-way ANOVA de comparagdo multipla de Tukey, p <0,05.
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5.3.3 Atividades inibitorias das enzimas digestivas o-glucosidase e lipase in vitro.

Os extratos foram submetidos a analise de inibi¢do das enzimas lipase e a-glucosidase
as quais estdo apresentadas na figura 11. O padrdo utilizado para o teste de inibicdo da enzima
a-glucosidase foi a acarbose (ACB) e a concentracdo usada tanto para o padrdo como para 0S
extratos foi de 100 pg/mL. Neste ensaio a enzima foi extraida do pé cetdnico do intestino de

rato e os resultados foram expressos em inibicdo (%): EhSI (33,56+0,76%), EMSI
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(10,46+0,17%), EASI (8,24+0,53%), EHSI (31,67+2,1%) e ACB (65,55+0,43%). Notou-se que
os extratos ndo apresentam um percentual significativo de inibi¢do (%) para a enzima a-
glucosidase, por ndo ser maior que 50%, por esse motivo ndo foram realizadas as dilui¢Ges para

a obtencéo do Clso.
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Figura 11: Atividade inibitoria (%) dos extratos de S. impressifolia: Hidroetanélico (EhSI), Metandlico (EMSI),
Acetato de etila (EASI) e Hexanico (EHSI) sobre a enzima a-glucosidase na concentragdo de 100 pg/mL (A),
Atividade inibitdria (%) dos extratos em diferentes concentragdes sobre a enzima Lipase (B), Atividade inibitoria
da lipase do EASI e EHSI expressados em Clso (C). Os padrdes utilizados para comparar os extratos foram: Acarbose
(ACB) para inibigdo da enzima a-glucosidase e Orlistat (ORL) para a inibi¢do da enzima lipase. As letras diferentes

indicam uma diferencia estatistica significativa pelo teste One-way ANOVA de comparacdo maltipla de Tukey, p
<0,05.

Os resultados referentes a inibicdo da enzima lipase mostraram que sO 0s extratos
EASI e EHSI obtiveram uma inibigéo (%) maior de 50% na concentracdo de 100 pg/mL, por

esse motivo, so foi realizada as diluigdes destes extratos para a obtencdo da Clso.
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O Orlistat (OLT) apresentou Clso de 0,86+0,03 pg/mL, o EASI 13,03+0,7 pg/mL e o
EHSI 7,6+0,2 pg/mL mostrando-se mais ativo para este ensaio o0 EHSI. Estes dados mostram

ser diferentes segundo a teste One-way ANOVA de Tukey, com p <0,05.

5.3.4 Atividade antiglicante por via oxidativa e no oxidativa in vitro.

Os extratos foram submetidos a analise antiglicante por via oxidativa e ndo oxidativa
e os resultados foram expressos na figura 12. A aminoguanidina foi utilizada como padrdo para
0 teste antiglicante por via ndo oxidativa e verificou-se que todos 0s extratos apresentaram
atividade inibitdria (%) maior que 50% por esta via. Como seguinte passo foram realizadas as
diluigdes de cada extrato para calcular a Clso obtendo os seguintes resultados: EhSI (11,3+0,2
Hg/mL), EMSI (20,240,6 ug/mL), EASI (19,7+1,3 pug/mL), EHSI (28,7+1 pg/mL) e 28,6+1,4
pg/mL da aminoguanidina (Ag). Na analise estatistica utilizou-se teste One-way ANOVA de

comparacdo multipla de Tukey, p <0,05 que mostrou significancia estatistica no teste.
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Figura 12: Atividade inibitéria (%) dos extratos de S. impressifolia: Hidroetandlico (EhSI), Metandlico (EMSI),
Acetato de etila (EASI) e Hexanico (EHSI) sobre a glicacdo por via oxidativa (A) e a Clsp dos extratos por esta
via (B). Atividade inibitdria (%) dos extratos de S. impressifolia sobre a glicacéo por via ndo oxidativa (C) e a Clso
dos extratos por esta via (D). Os padrfes usados sdo a Quercetina (Q) para a inibi¢ao da glicacdo por via oxidativa
e Aminoguanidina (Ag) para a via ndo oxidativa. As letras diferentes indicam uma diferencia estatistica
significativa pelo teste One-way ANOVA de comparac¢do multipla de Tukey, p <0,05.

A Quercetina foi usada como padréo para inibir a glicacdo por via oxidativa. Onde 0s
extratos EMSI com 32,200+0,6% e o EhSI com 23,3+1,2% ndo mostraram uma atividade
inibitoria (%) significativa por esta via. Os extratos com melhor atividade na inibicéo (%) foram
EASI com 74,5+0,6% e Clso de 17,6+0,4 pg/mL e o EHSI com 80,9+1,2% e Clso de 19,6+0,5
pg/mL. Estes resultados mostraram uma Clso menor que a da Quercetina (Q), a qual apresentou

uma inibicéo (%) de 84,9+0,3% e uma Clso de 35,6+0,9 pg/mL. Na andlise estatistica utilizou-

se One-way ANOVA de Tukey, p < 0,05 o que demonstra diferencia significativa do teste.



5.4 Ensaio Celular in vitro

5.4.1 Viabilidade celular
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A viabilidade celular mostrou ser doses-dependente e a concentracdo letal de 50%

(CLso) do extrato hexanico, foi calculado em HillSlope “No constraint” por se tratar de um

extrato e ndo de uma substancia pura; com um intervalo de confianca de 95%. Sendo de 13,06

pg/ml (11,28 -15,12) e 12,25 pg/ml (10,97 - 13,67) para o tempo de 24 e 72 horas, evidenciando

uma leve toxicidade nas células como mostra a figura 13.
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Figura 13: A viabilidade celular foi testada em diferentes concentragdes do extrato hexanico (EHSI) durante 24 e
72 horas em a linhagem celular MRC-5 mediante o método de Alamar Blue € os resultados foram expressos em
Média + SEM e triplicata do porcentual de células vidveis. One-way ANOVA com o teste Dunnet foi aplicado.

Onde: p <0,0001(a) é significante, quando comparado ao controle (CTL).
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5.5 Testes in vivo

5.5.1 Anélise da Toxidade

Para o teste de toxidade considerou-se o experimento sugerido pela OECD 423 (2001).
Foram utilizados 3 camundongos machos, que receberam uma dose de 2000 mg/kg em 5 doses
fraccionadas do EHSI de 400 mg/kg com intervalo de 10 minutos. Os animais ficaram em
observacdo constante as primeiras 12 horas e depois continuaram sobre observacéo por 14 dias.
No final do experimento os 3 camundongos apresentaram uma taxa de sobrevida de 100%. Por

essa razéo foi relatado que ndo houve toxidade na administragdo da dose de 2000 mg/kg.

5.5.2 Efeitos do extrato hexanico no teste oral de tolerancia a Glicose (TOTG)

No ensaio in vivo o EHSI foi capaz de reduzir a glicemia em animais normais ap0s
receber uma sobrecarga de glicose como é mostrado na figura 14. Nos resultados do TOTG
foram observados que antes da administracao da glicose no tempo 0 min, ndo houve diferenca
significativa nos niveis de glicose entre os grupos, p=0,1937. Porém, ao se administrar a
Glicose por gavagem, e mensurar a glicemia aos 15 minutos observou-se um aumento nos
grupos: CTL (331,7462,6 mg/dL), grupo padrdo METF300 (269,8+67,3 mg/dL), grupo

EHSI100 mg/kg (195,6+68,5 mg/dL) e EHSI50 mg/kg (129,1£59,2).

Ao mesurar a glicemia aos 30 min apds a gavagem observou-se 0 maximo aumento
em todos os grupos: CTL (383,3+41,3 mg/dL), grupo padrdo METF300 (323,3+45 mg/dL),

grupo EHSI100 mg/kg (260+46 mg/dL) e EHSI50 mg/kg (305,8+59,4).
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Ao mesurar a glicemia aos 60 minutos apds a gavagem observou-se que o grupo CTL
com uma glicemia de 182,2+28 mg/dL, foi o Unico que ndo regrediu na sua glicemia basal. No
tempo de 90 min apo6s a gavagem todos 0s grupos voltaram para a glicemia basal ou glicemia

de tempo 0.

Neste ensaio podemos perceber que os grupos HESI1100, HESI50 e METF300 foram
capazes de reduzir as concentragdes de glicose, quando comparados ao grupo CTL nos tempos
de 15, 30 e 60 minutos. Na anélise estatistica por Two-way ANOVA de dunnett demonstrou

diferenca significativa no teste ao serem comparados como CTL.
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Figura 14: Teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) em camundongos normais. Os grupos controle
(CTL), hexanico 100 mg/kg (EHSI100), hexanico 50 mg/kg (EHSI50) e metformina 300 mg/kg
(METF300) foram tratados com uma sobrecarga de glicose por via oral e a glicemia plasmatica foi
mesurado em um periodo de tempo em minutos. Os valores foram expressos em média = SEM para (n
= 6). Two way ANOVA com teste Dunnet foi aplicado. Onde: p <0,0001(a), p <0,001(b), p <0,01(c), p
<0,05(d) mostra diferencia estatistica significante, quando comparado ao Grupo Controle (CTL).
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5.4.3 Efeito do extrato hexanico de S. impressifolia em camundongos diabéticos

Os resultados do efeito do EHSI sobre a glicemia de camundongos diabéticos estdo

representados na Figura 15

No dia 0 foi mesurada a glicemia dos grupos NG (87,8+6,3 mg/dL), CTL
(300,6+20,2 mg/dL), METF300 (291,4+25,7 mg/dL), EHSI50 (280,8+23,1 mg/dL) e HESI100
(274,2+19,6 mg/dL). No quinto dia de tratamento o grupo NG apresentou um leve aumento na
glicemia de 87,8+6,3 mg/dL para 101+7,5 mg/dL. Os grupos restantes apresentaram aumento
na glicemia ao comparar o dia zero ao quinto dia, o grupo CTL de 300,6+20,2 mg/dL para
448+42,3 mg/dL; o grupo METF300 de 291,4+25,7 para 369,8+96,3mg/dL; o EHSI50 de
280,8+23,1mg/dL para 358,2+33,1 mg/dL; e o grupo HESI100 de 274,2+19,6 1mg/dL para

364,8+33,8 mg/dL, respectivamente.
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Figura 15: No teste crénico (B), vemos o efeito da administracdo do EHSI na glicemia dos camundongos
diabéticos em um periodo de tempo em dias. O diabetes foi induzido por dieta hipercalérica e por aplicacdo de
estreptozotocina por 7 dias, 0s camundongos com glicemia superior a 250 mg/dL foram separados e em grupos:
Normoglicémicos (NG), controle (CTL), metformina (METF300) e os grupos testes (EHSI50 e EHSI100). Os
grupos NG e CTL foram tratados com 200pL de veiculo (Soro fisiolégico + Kolliphor 3%) Os valores foram
expressos em média + SEM para (n = 5). Two way ANOVA com teste Dunnet foi aplicado. Onde: p <0,0001(a),
p <0,001(b), p <0,01(c), p <0,05(d) mostra diferencia estatistica significante, quando comparado ao Grupo
Controle (CTL).
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No décimo dia de tratamento, o grupo NG apresentou diminuicdo da glicemia em
comparagdo ao quinto dia, de 101+7,5 mg/dL para 88,6+43,1 mg/dL, o grupo CTL aumento de
448+42,3 mg/dL para 482+,35,7 mg/dL, o grupo METF300 diminuiu de 369,8+96,3 mg/dL
para 243,8+58,2 mg/dL, o grupo HESI50 diminuiu de 358,2+33,1 mg/dL para 357,6+£90,7

mg/dL e o grupo HESI100 diminuiu de 364,8+33,8 mg/dL para 223+102,3 mg/dL.

No 25° e Gltimo dia de tratamento os NG apresentaram diminuicdo da glicemia
comparado ao dia 20° de 129,2+9,7 mg/dL para 125+10,2 mg/dL, o grupo CTL aumentou de
550,8+57,9 mg/dL para 555,6+68,5 mg/dL, o grupo METF300 diminuiu de 233,2+40,5 mg/dL
para 210+47,4 mg/dL, grupo HESI50 diminuiu de 401,6+69,8 mg/dL para 394,2+69,6 mg/dL

e 0 grupo HESI100 diminuiu de 236+48,9 mg/dL para 206,8+27,1 mg/dL.

No final do tratamento observou-se que o padrdo Metformina 300 mg/kg manteve a
glicemia baixa (210+47,4 mg/dL) igualmente ao extrato hexanico da Salacia na dose de 100
mg/kg (206,8+27,1 mg/dL) e na dose de 50 mg/kg também foi capaz de diminuir a glicemia
(394,2469,6 mg/dL). Estes resultados mostram significancia estatistica de p < 0,0001 no

ANOVA, quando comparados com o Grupo Controle tratado com o veiculo
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Tabela 03:0s resultados bioquimicos dos grupos Normoglicémicos (NG), Metformina 300 mg/kg (METF300),
Salacia 100mg/kg (EHSI100) e Salacia 50mg/kg (EHSI50) sdo expressos em média + DP (N=6/Grupo) e
analisados por One-way ANOVA seguido por Dunnett, onde p<0,0001 (a), p<0,001 (b), p<0,01 (c) e p<0,05 (d),
mostrando uma diferencia estatistica significativa ao serem comparados com o grupo Controle (CTL).

NG CTL METF300 EHSI100 EHSI50
Glicose (mg/dL) 125+10,2% 555,6+68,5  210+47,4% 206,8+27,12 394,2+69,6°
Insulina (uIU/mL) 15,6+4,8 18+1,7 16,6+4,7 11,1+2,6° 12,9+3,4
HbA1lc (%) 4,4+0,3? 7,340,3 6,620,6 6,2+1 6,9+0,9
CML (mg/dL) 7,4+1,2¢ 10,5+2,1 9,5+0,8 8,115 9,7+0,8
Colesterol (mg/dL) 83,88+11 97+15 101+16 9245 93+3
Triglicerideos (mg/dL) 94,9+14,6° 189,44+26,9  143,8+33,4° 144,4+46,5° 115,9+49,3¢
HDL-c (mg/dL) 58+12 52+12 62+16 74415 61+10
Ac. Urico (mg/dL) 3,8+2,2° 9,2+2,3 5,8+2 5,4+2.8 7,3+2,7
Creatinina (mg/dL) 0,3240,2 0,3+0,1 1,3+0,6° 1,28+0,4¢ 0,98+0,7
Ureia (mg/dL) 25+12 49+17 46+19 3245 79+39
TGO (U/L) 49+18 58+15 58+28 26+5 32+17¢
TGP (U/L 9421 52+31 47+11 46426 32+10

Os resultados das dosagens bioquimicas dos grupos tratados com o extrato hexanico

estdo representados na Tabela 03. No perfil glicémico observou-se que o EHSI100 quando

comparado ao CTL mostra diminuicdo da glicemia (mg/dL) de 555,6+68,5 para 206,8+27,1

(p<0,0001) e na insulina (ulU/mL) de 18+4,9 para 11,1+2,6 (p<0,05). No perfil lipidico

observou-se também a diminuicdo dos triglicerideos (mg/dL) de 189,4+26,9 para 144,4+46,5

mostrando diferenca significativa de p<0,01. No perfil hepético e renal apresentou diminuicéo

dos niveis de transaminases, TGO (U/L) de 58+15 para 265 (p<0,05) e aumento da creatinina

(mg/dL) de 0,3+0,1 para 1,28+0,4 (p<0,05).
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Em comparacdo o EHSI50 quando comparado ao grupo CTL também conseguiu
diminuir a glicemia de 555,6+68,5 para 494,2+69,6 (p<0,001) e os triglicerideos de 198,4+26,9

(p<0,001) para 115,9+49,3 (p<0,001).

6. DISCUSSAO

O estudo teve como objetivo avaliar a atividade antidiabética de extratos das cascas de
S. impressifolia em modelos experimentais in vivo como in vitro, bem como identificar e
descrever os compostos maioritarios encontrados no extrato mais ativo para poder justificar
suas propriedades bioldgicas. Isso porque, a S. impressifolia conhecida popularmente como
cipé-miraruira é usada tradicionalmente para o tratamento do diabetes e como medicamento

anti-inflamatorio na medicina folclérica Brasileira (ALMEIDA, 1993).

O extrato hexanico foi caraterizado por meio da técnica de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) de 'H e 3C. Este extrato apresentou 4 compostos maioritarios que sio
a tingenona, 22B-hidroxitingenona, priestimerina e 30-hidroxipriestimerina e tambem
apresenta compostos minoritarios como a misturas de o e B amirina que S0 mostrados por
Silva (2016). Vale destacar, que 0s compostos obtidos pela maceracdo em hexano mostram um
perfil fitoquimico diferente aos obtidos em etanol-agua e metanol mostrando triterpenos como

compostos majoritarios e poucos compostos fendlicos.

Prabhakar, (2017) nos diz que a mistura de o e 3 amirinas tem efeito hipoglicemiante
por diminuir a absor¢do de carboidratos in vivo, diminuir a glicemia em ratos e camundongos

diabéticos, inibir a enzima a-amilase, a-glucosidase e lipase in vitro.

Pode-se observar que entre os extratos com maior atividade antioxidante, tanto para o

radical DPPH’ como para ABTS’, o EMSI teve maior atividade antioxidante com Clsg em
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pg/mL de 17,05+0,32 (DPPH") e 0 EhSI com Clso em pg/mL 3,76+0,32 (ABTS®), 0 extrato
que teve a menor atividade foi o EHSI com Clso de 125,12+1,85 (DPPH") e 97,55+3,54
(ABTS"). Pode-se observar que a atividade antioxidante esta diretamente ligada a concentracéo
de compostos fendlicos encontradas nos extratos, sendo diretamente proporcional a polaridade
do solvente utilizado para sua extracdo. Ruani (2014), relata que o extrato etandlico da casca
do caule de S. impressifolia obteve um porcentual de inibi¢do para radical DPPH" de 92,98+0,28
e as fracdes obtidas deste extrato também compartilham esta atividade. Este estudo corrobora
0 nosso resultado e mostra que a S. impressifolia possui uma forte atividade antioxidante com

0s extratos hidroetanolico e metandlico.

Para os ensaios inibitérios de enzimas digestivas in vitro, os EHSI (Clso de 13,03£0,7
pg/mL) e EASI (Clso de 7,6+0,2 pg/mL) mostraram atividade contra a enzima lipase, este
resultado é compartilhado com Yoshikawa (2002) e Malar (2018) onde nds é mostrado que a
S. oblonga diminui a absorcéo de lipideos por inibicdo da lipase e que o extrato aquoso de S.
reticulata coletados no oeste da India, age em altas concentragdes com 1Cso de 73,6 mg/mL
ficando muito distante do padréo acarbose com ICsq de 58,2 pg/mL. Mas Yoshino (2009) nos
mostra um cenario diferente ao inibir a a-glucosidase a baixa concentragdo com o extrato
aquoso de S. reticulata (ICso = 31 pg/mL), Yoshikahua (2003) reforga este resultado ao
conseguir inibir a atividade da enzima a-glucosidase com os extratos etanol-agua (4:1) de S.
chinensis (ICso = 133 pg/mL), S. oblonga (1Cso = 64 pg/mL) e S. reticulata (1Cso = 87 pg/mL)
oriundos do Japdo, estes mesmos extratos mostrardo atividade especifica contra as enzimas
sacarase e maltose a baixas concentrac@es in vitro. Segundo estes resultados podemos apreciar
que a atividade bioldgica da Salacia muda de um pais para outro, isto acontece por que o perfil

fitoquimico muda por varios fatores como o clima, época do ano, altura e composicdo do solo.
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A glicacdo é um processo irreversivel muito comum no paciente diabético que leva a
serias complicacdes por que afeita diretamente a atividade das proteinas, por esse motivo 0s
antiglicantes podem contribuir muito no tratamento do diabetes. Neste estudo podemos mostrar
gue nos ensaios antiglicantes in vitro o EHSI inibiu tanto a via oxidativa com Clso de 28,7£1
pg/mL, como a via ndo oxidativa com Clso de 19,6+0,5 pg/mL. Estes resultados mostram ser
promissorios ao ter Clsp menores que os padrdes usados em ambas vias: quercetina - via

oxidativa e aminoguanidina - via ndo oxidativa, com Clsp de 35,6+0,9 pug/mL e 28,6+1,4 pg/mL

Este efeito também foi mostrado por Da Luz, (2016). que usou o extrato etanolico de
S. impressifolia e as fragdes aquosa, acetato de etila e cloroformio obtidas do extrato etanolico
nas concentracdes de 2,5 e 5 pg/mL onde mostrou in vitro a inibicdo da formacdo dos AGEs
pela via ndo oxidativa com albumina-frutose ao diminuir a fluorescéncia no 28° dia de
incubacdo. Também foi usada a glicose com a albumina, para corroborar este resultado, onde o
extrato etanolico e suas fragdes inibiram significativamente a formacdo de AGEs no 14° dia de
incubacdo. O resultado apresentado por Da Luz (2016) possui uma limitacdo ao ndo ser
apresentado em porcentual de inibicdo ou por Clso, pelo qual é dificil quantificar a agéo do
extrato etandlico bruto, porém mostra que apresenta atividade antiglicante e o presente trabalho

complementa e ratifica os achados realizados por Da Luz (2016).

Pelos resultados até agora encontrados o melhor extrato para a caraterizacdo quimica,
teste celular e testes in vivo foi o extrato hexanico (EHSI), por ter mostrado significante
atividade antiglicante em ambas as vias (oxidativa e ndo oxidativa) e ao ndo mostrar uma boa
atividade antioxidante nos diz que o efeito contra o glioxal é especificamente antiglicante e ndo
por suas propriedades antioxidantes. Outro ponto que justifica sua escolha é porque ja foram

realizados trabalhos (Da Luz, 2016; Merlini, 2015; Ruani, 2014), para o tratamento do diabetes



66

com extratos etanolico e hidroetandlico das cascas de S. impressifolia. O extrato acetato
também mostrou ter um bom potencial para o tratamento da diabetes, porém nos vemos
limitados a realizar os ensaios in vivo s6 com um extrato pelo CEUA, espera-se que proximos

trabalhos sejam realizados no futuro com o extrato acetato de etila (EASI).

A avaliagdo da toxicidade do extrato hexanico de S. impressifolia, foi realizado pelo
teste de viabilidade celular, que apresentou baixa toxicidade entre as 24 e 72 horas e pelo teste
de toxicidade aguda in vivo ndo mostrou obito na dose de 2000mg/kg. Por essa razao foi relatado
que a doses letal media (DLso) encontrasse na categoria 5 (> 2000 — 5000) do GHS, sendo ndo
toxica por mais que no ensaio de viabilidade celular mostrou uma leve toxicidade. Nosso
resultado foi semelhante ao achado por Godwin (2018) ao administrar por via oral o extrato
metanolico de S. lehmbachii na concentragcdo de 5000 mg/kg e ndo mostrou sinais de toxicidade
nem letalidade apos 15 dias do tratamento. Por esse motivo foram selecionamos as
concentracdes de 50 e 100 mg/kg para a proxima etapa com 0s experimentos de teste de

tolerancia oral a glicose (TTOG) e o teste cronico com camundongos diabéticos.

Para avaliar se 0 EHSI aumenta a captacao de glicose pelas células dos érgéos in vivo,
foi realizado o TTOG. No teste agudo, podemos perceber que os grupos tratados com 100
mg/kg de EHSI (EHSI100), 50 mg/kg de EHSI (EHSI50) e 300 mg/Kg de metformina
(METF300) foram capazes de reduzir os niveis de glicose nos tempos de 15, 30 e 60 minutos
quando comparados ao grupo trado com salina (CTL) como mostra a figura 14. Ndo foram
realizados os testes de tolerancia oral a dissacarideos (maltose e sacarase) e a carboidratos

(amilase) por que o produto final destes ensaios € a glicose, também por que ndo apresentou
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atividade inibitoria maior de 50% da enzima a-glucosidase in vitro na concentracdo de

100pg/ml.

Este resultado termino sendo contrario a os achados por Williams (2007), onde mostra
que o extrato hidroetandlico de S. oblonga melhorou a toleréncia a carboidratos em pacientes
com DMZ2 e os extratos de S. chinensis, S. oblonga, S. reticulata nas concentragdes de 200, 100
e 50 mg/kg testados por Yoshikawa (2003) em ratos, mostrou ter atividade inibitdria in vivo
contra as enzimas maltase e sacarase, mas nao diminuiu a glicemia plasmatica no TTOG o que
mostra que o principal mecanismo de ac&o € a inibigdo enzimatica, muito diferente a os achados

neste estudo com EHSI.

No ensaio crénico, 0 EHSI diminuiu a glicemia dos camundongos diabéticos tratados
nas concentracdes de 100 e 50 mg/kg por 25 dias quando comparados com os diabéticos ndo
tratados. Resultado similar foi encontrado por Merlin (2015) com o extrato hidroetandlico de
S. impressifolia na concentracdo de 200mg/kg. Os achados de Bhat (2012) mostraram que
extrato hidroetandlico de S. oblonga (SOE) em doses de 50 e 100 mg/kg diminui
significantemente a glicose sanguinea e da HbAlc com um aumento dos niveis de insulina

sérica.

O melhor resultado dos parametros bioquimicos no teste crénico em camundongos
diabéticos foi na maior concentracdo de 100 mg/kg, com um melhoramento do perfil glicémico
(glicose e insulina), perfil lipidico (triglicerideos) e perfil Hepatico (TGO). No perfil renal, a
creatinina aumentou mostrando uma possivel inflamacéo renal. Estes resultados sdo similares

aos encontrados por Morikawa (2015), que utilizou camundongos tratados com S. chinensis e
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Bhat (2012), que utilizou ratos tratados com S. Oblonga e nos camundongos Balb/c tratados
com extrato hidroetandlico de S. impressifolia por Merlin (2015). Os triglicerideos
apresentaram concentracbes maiores que o colesterol em todos os grupos, este fendmeno é
explicado uma vez que, segundo a literatura para a linhagem de camundongos albinos Balb/c

este perfil ja é esperado (WIRTH-DZIECIOLOWSKA, 2009)

Neste trabalho podemos observar que o EHSI mostrou ter uma considerével atividade
antiglicante ao atuar pela via oxidativa e ndo oxidativa in vitro, € no resultado in vivo podemos
observar o possivel efeito antiglicante por diminuicdo da HbAlc e CML, mas ndo mostrardo
ser estatisticamente diferentes ao grupo CTL, isto pode ter acontecido por que o periodo de 25
dias de tratamento ndo conseguiu ser o suficiente para que os marcadores obtenham uma
diferencia estatistica aceitavel. Este problema foi observado por GM Campbell, 2016 (PMID:
27497735) onde nos diz que é preciso de mais de 12 semanas de tratamento para poder detectar
a glicacdo ndo enzimética do colageno em o0ssos de ratos diabéticos e Shirakawa 2016
conseguiu demostrar a diminuicdo da CML no 0sso de ratos diabéticos tratados com extrato

aquoso de S. chineses com 20 semanas de tratamento.

O achado da priestimerina como um dos compostos maioritarios nos induz a pensar
que o EHSI também poderia apresentar atividade anti-inflamatdria o que potencializaria ainda,
mas seu efeito antidiabético. Estudos posteriores poderdo ser realizados para responder esta

questéo.
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7. CONCLUSAO:

Entres os extratos obtidos por maceracdo das cascas de Salacia impressifolia em
etanol:4gua, metanol, acetato de etila e hexano, o extrato mais ativo foi aquele obtido por
maceragdo em hexano. Os compostos majoritarios encontrados neste extrato foram a

Pristimerina e a Tingenona.

O extrato hexanico ndo apresentou propriedades inibitorias sobre a enzima a-
glucosidase, e sobre os radicais DPPH" e ABTS’", mostrando ser eficaz na inibi¢do da lipase
intestinal e mostrou-se ativo como agente antiglicante nas vias oxidativa e ndo oxidativa. O
extrato hexanico, ndo apresentou Obito na toxicidade aguda em camundongos até a dose de
2000 mg/kg de peso, contudo mostrou-se toxico para macrofagos murinos na concentracao de

12,25 pg/mL até 72 horas apos o tratamento.

O EHSI apresentou um efeito hipoglicemiante in vivo no teste cronico de 25 dias em
camundongos diabéticos e como consequéncia melhorou o perfil glicémico ao diminuir a
concentracdo de glicose e insulina plasmatica, o perfil lipidico ao diminuir a concentracao de
triglicerideos e o perfil hepatico ao diminuir as transaminases. Estes resultados podem ser
vinculados a inibicdo da enzima lipase, ja que o diabetes e a obesidade estdo ligados, tambéem
pode ser vinculado ao aumento da captacdo de glicose in vivo como foi mostrado no TTOG e

no teste croénico com diminuicéo da insulina.

In vitro o HESI mostrou ter atividade antiglicante significativa, mas ndo foi possivel
avaliar esta atividade in vivo, por que o tempo de 25 dias de tratamento foi insuficiente para
avaliar a CML e HbAlc, sugerindo 20 semanas de tratamento para poder ter uma diferencia
estatistica significativa com o CTL. Com base a estes resultados obtidos pode-se propor que o

extrato hexanico das cascas de Salacia impressifolia apresenta propriedades antidiabéticas, e
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mais pesquisas devem ser realizadas para que possa ser usado como um fitoterapico para o

tratamento da diabetes,
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ANEXOS

Certificado comité de Etica no Uso de Animais CEUA / UFAM

CERTIFICADO

Centificamos que o Projeto de Protocolo n° 019/2016- CEUA / UFAM, intitulado
antiglicacdo de extratos de Salacia impressifolia (Hippocrateaceae)”, sob a orientago
de Carvalho Veloso ¢ na responsabilidade de Leonard Domingo Rosales Acho,
Farmacéuticas, estd de acordo com a Legislagdo Federal pertinenté ao uso cientifico

EM EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA-UFAM). =
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