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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) € um dos principais distarbios metabdlicos que afeta,
atualmente, 415 milhdes de pessoas no mundo, com perspectiva deste numero
atingir cerca de 640 milhdes em 2040. E caracterizado pela hiperglicemia resultante
da deficiéncia da producéo e/ou resisténcia a insulina, cuja progressao € complexa e
envolve diferentes fatores, como a inflamacéo e o intenso estresse oxidativo, que
estdo diretamente associados ao aumento das comorbidades diabéticas e alta
mortalidade dos pacientes. Infelizmente, a terapia farmacoldgica atualmente
empregada é limitada por seus efeitos adversos e sua ineficiéncia na prevencéo das
complicacBes do DM, como a dislipidemia e as doencas cardiovasculares, o que tem
motivado o desenvolvimento de novos agentes hipoglicemiantes. Neste contexto, o
uso de produtos naturais como fonte para obtencdo de novas alternativas
terapéuticas para o combate ao DM e suas comorbidades é estratégico. Dentre
estas espécies, a Spondia tuberosa Arruda, Anacardiaceae, popularmente
conhecida como umbu, € uma espécie nativa da Caatinga, endémica do semiarido
brasileiro utilizada como alimento, fonte de renda e na medicina popular, no
tratamento de diferentes patologias, dentre elas diabetes. Diante desse contexto, 0os
possiveis efeitos antidiabético e hipolipemiante do extrato etandlico bruto da casca
de Spondias tuberosa (EEBStc) foram investigados em ratos. O DM foi induzido por
estreptozotocina (STZ, 40mg/Kg, i.v.) em ratos Wistar machos (~180g). Apés a
confirmacédo do diabetes, os animais foram tratados por via oral durante 21 dias com
o EEBStc (250 e 500mg/Kg, v.0.). Parametros metabdlicos e bioquimicos foram
analisados diariamente e ao final do periodo experimental. O tratamento com o
EEBStc (500mg/kg) reduziu a hiperglicemia, assim como a politria, polidpsia,
polifagia, a perda ponderal, a diurese, a excregdo urinaria de glicose e ureia, bem
como reduziu processos catabdlicos (protedlise e lipblise) em ratos diabéticos. Além
disso, atenuou a hipertrigliceridemia e os elevados indices de VLDL e a
hepatotoxicidade em ratos diabéticos. O grupo tratado com EEBStc (500mg/Kg)
também melhorou a tolerancia oral a glicose e o contetudo de glicogénio hepético
em ratos diabéticos. Portanto, o presente estudo sugere que o tratamento com o
EEBStc, pode exercer efeitos antidiabético, hipolipemiante e hepatoprotetor em
ratos.

Palavras-chave: Diabetes mellitus, estreptozotocina, hipoglicemiante.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is one of the most common metabolic disorders affecting
currently 415 million people worldwide, with perspective of this number reaches
about 642 million in 2040. The progression of diabetes is complex and involves
different factors, such as inflammation and the intense oxidative stress, which are
directly associated with the increase of comorbidity and mortality of diabetic patient.
Unfortunately, drug therapy currently used is limited by its side effects and their
ineffectiveness in preventing the diabetes comorbities, such as dyslipidemia and
cardiovascular disease, which has motivated the development of new hypoglycemic
agents. In this context, the use of natural products as a source for obtaining new
molecules to treat diabetes and its comorbidities is strategic. Spondias tuberosa,
popularly knowing as umbu, is native from savanna-like vegetation and widely used
for medicinal purposes, including totreat several diseases, including diabetes. The
aim of this study was evaluated the antidiabetic and hypolipemiant effect of Ethanolic
Extract of Spondias tuberosa Arruda Bark (EEBStc) in rats. Normal and
streptozotocin (STZ)-induced diabetic rats were treated orally with 250 or 500 mg/kg
body weight of EEBStc for 21 days. EEBStc (500 mg/kg/day) promoted reduction
fasting and post prandial glycaemia, urinary urea and glucose, polyphagia, polyuria,
polydipsia, as well as reduced catabolic processes (lipolysis and proteolysis) in
diabetic rats. In addition, EEBStc improved oral glucose tolerance and decreased
triglycerides and VLDL serum levels, as well as hepatoxicity when compared to the
diabetic control rats. Furthermore, EEBStc showed the hepatoprotective effect in
diabetic rats. Through the anti-diabetic, hypolipemiant and hepatoprotective effect of
the EEBStc, this specie represents a possible dietary adjunct for the treatment of

diabetes.

Key-words: Diabetes mellitus, Streptozotocin, hepatoprotective, hypoglycemic.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) representa um dos maiores desafios & medicina no
século 21 por representar um grave problema de saude publica com grande impacto
social e econémico. A cada 11 adultos, 1 é diabético, o que representa 12% do
gasto total com saude no mundo, alcancando a ordem de 673 bilhdes de
dolares/ano para o tratamento e a prevencao do DM e suas comorbidades refletidas
na reducdo da qualidade de vida e morte prematura. (SOMANI et al, 2006; IDF,
2015). O Brasil ocupa a 42 posicdo entre 0s paises com maior prevaléncia de DM,
com cerca de 14,3 milhdes de diabéticos e gastos na ordem de 14,3 milhdes de
dolares no tratamento do DM e suas comorbidades (IDF, 2015). Atualmente, metade
dos pacientes diabéticos desconhece que sdo portadores desta patologia (IDF,
2015).

Diferentes razfes explicam o aumento na prevaléncia do DM no mundo, tais
como sedentarismo, envelhecimento, obesidade, bem como da maior sobrevida de
pacientes com DM (DIRETRIZES, SBD, 2016). Diante disso, os esforcos na
prevencado e no tratamento do DM sao globais, sobretudo no desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas que previnam as comorbidades diabéticas, a melhora
da expectativa e da qualidade de vida do paciente diabético.

Apesar das atuais alternativas de tratamento, que incluem a modificacdo de
habitos de vida (dieta e exercicio fisico) e terapia farmacol6gica com o uso de
hipoglicemiantes orais ou insulina exdgena, o controle glicémico é limitado pela
baixa adesdo dos pacientes aos programas de modificacdo de estilo de vida ou
pelos efeitos colaterais dos farmacos (COHEN & HORTON, 2007; DEROSA &
SIBILLA, 2007; XU et al.,, 2014). Diante disso, €é justificado o interesse da
comunidade cientifica investigar extratos vegetais como fonte de novas moléculas
para o desenvolvimento de estratégicas terapéuticas para o controle glicémico
eficiente em longo prazo e a prevencéao das comorbidades diabéticas, o que melhora
a expectativa e a qualidade de vida de pacientes diabéticos.

Estudos etnobotanicos tém identificado plantas candidatas para o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de diferentes patologias,
inclusive o DM, a partir do uso popular por comunidades tradicionais (LIMA et al.,

2010). Estima-se que cerca de trés quartos da populacdo mundial utiliza plantas
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medicinais para sanar necessidades basicas de saude (LIRA et al., 2005; PANDEY
et al., 2013). Atualmente, o Brasil ocupa a 102 posicdo na lista de consumidores
mundiais de plantas medicinais (OLIVEIRA et al., 2012), por diferentes razoes,
dentre elas a biodiversidade, atividade bioldégica demonstrada, baixo custo para o
paciente e reduzido efeito adverso ou téxico (LIMA et al., 2013). Considerando que o
Brasil detém uma das maiores biodiversidades do mundo, o conhecimento de sua
flora e principios bioativos é estratégico para o desenvolvimento econémico do pais,
a preservacao do patriménio botanico e para a saude publica.

Dentre as espécies nativas da caatinga, a Spondia tuberosa Arruda (Familia
Anacardiaceae), popularmente conhecida como (umbu ou imbu) é amplamente
utilizada como alimento (LORENZI, 2002) Além disso, também é utilizada com
finalidades terapéuticas, inclusive no combate a alteracBes metabdlicas importantes
como as dislipidemias, inflamacdes, distirbios gastrointestinais e diabetes (LINS
NETO et al. 2010; DA SILVA SIQUEIRA et al., 2016).

Andlises fitoquimicas desta espécie tém mostrado altos teores de compostos
fenolicos (MELO & ANDRADE, 2010), assim como intensa atividade antioxidante
(GREGORIS et al.,, 2013), caracteristicas que a torna uma candidata natural a
avaliacdo do efeito antidiabético em ratos. Deste modo, propomos avaliar o efeito

antidiabético e hipolipemiante de S. tuberosa em ratos normas e diabéticos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Diabetes mellitus

Conceitualmente, o DM é uma grave e complexa desordem metabdlica,
congénita ou adquirida, caracterizada por distirbios no metabolismo de lipidios,
carboidratos e proteinas decorrente de prejuizos na secrecdo e/ou na acdo da
insulina em tecidos periféricos (DESHPANDE et al., 2008; BAVILONI et al., 2010). E
classificado em dois diferentes subtipos principais: tipo 1 e tipo 2. O DM tipo 1
(dependente de insulina) € de natureza autoimune caracterizado pela destruicdo das
células B-pancreaticas 0 que gera uma deficiéncia absoluta de insulina
(KAWASHITA & BAVIERA, 2010), cujos sintomas evidentes, além da hiperglicemia,
sdo a polidria, polidipsia, desidratacdo e perda rapida de massa corporal. A
prevaléncia deste tipo de DM € baixa, em torno de 5 a 10% dos pacientes
diagnosticados na infancia, adolescéncia e idade adulta (KAWASHITA & BAVIERA,
2010).

O DM1 pode ser dividido em tipo 1A (autoimune), cuja fisiopatologia envolve a
destruicdo imunomediada de células B-pancreaticas com consequente deficiéncia de
insulina (BIBBO, et al. 2016). O tipo 1B (idiopatico) ndo ha uma etiologia conhecida
para essa forma de diabetes. Corresponde a minoria dos casos de DM1 e
caracteriza-se pela auséncia de marcadores de autoimunidade contra as células
beta (DIRETRIZES, SBD, 2016). Como resultado da incapacidade das células f-
pancreaticas produzirem insulina, os pacientes se tornam dependentes do uso de
insulina exégena como principal alternativa para o controle glicémico (IDF, 2015).

O DM tipo 2 (DM2) atinge em torno de 90 a 95% dos pacientes
diagnosticados e esta diretamente relacionado a fatores ambientais e estilo de vida
(DESHPANDE et al., 2008). E caracterizada pela hiperglicemia decorrente da
resisténcia insulinica periférica, particularmente no muasculo esquelético e tecido
adiposo, assim como da secrecao deficiente de insulina pelo pancreas e aumento da
producdo hepatica de glicose, decorrente da resisténcia hepatica a insulina
(KAWASHITA & BAVIERA, 2010). O DM2 é uma doencga crbnica, multifatorial e
progressiva (PANIGRAHI; PANDA; PATRA; 2016), e esta diretamente relacionado a
fatores ambientais e estilo de vida (DESHPANDE et al., 2008).
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Embora existam altera¢cdes nos niveis glicémicos transitérios, decorrentes do
uso de farmacos, como corticoides sintéticos, o diagnostico do DM se baseia em
critérios claros que envolvem a hiperglicemia mantida e/ou alteracdes na tolerancia

oral a glicose.

Diabetes pode ser diagnosticado se um ou mais dos critérios forem adotados:

e Glicose plasmatica de jejum > (126mg/dl)

e Glicose plasmética apds duas horas da ingestéo de 75g de glicose > (200mg/dl)
Tolerancia a glicose diminuida pode ser diagnosticada se ambos os critérios forem adotados:

e Glicose plasmatica de jejum < (126mg/dl)

e Glicose plasmatica apés duas horas da ingestdo de 75g de glicose (140 — 200mg/dI)
Glicose de jejum alterada pode ser diagnosticada se ambos os critérios forem adotados:

e Glicose plasmatica de jejum (110 — 125mg/dl)

e Glicose plasmatica ap6s duas horas da ingestao de 759 de glicose (140mg/dl)

Figura 1 - Recomendacdes da Organizacdo Mundial da Saude para critérios de
diagndstico do diabetes e hiperglicemia, Adaptado de IDF, 2015

O diabetes gestacional (DMG) € o disturbio metabdlico de maior prevaléncia
durante a gravidez (SANTANGELO et al., 2016). E entendido como intolerancia a
glicose e resisténcia a insulina, com inicio ou diagndstico durante a gestacao,
sobretudo no terceiro trimestre gestacional (YUEN & WONG, 2015). E um quadro
complexo decorrente de alteracBes enddcrinas e metabdlicas, incluindo a resisténcia
a insulina fisiolégica caracteristica deste periodo como mecanismo para o
fornecimento de maior aporte nutricional ao feto em desenvolvimento, a qual
normalmente € normalizada no periodo perinatal (SONAGRA et al., 2014; CHEN et
al., 2014). O DMG representa um periodo de importantes altera¢cdes enddcrinas que
envolvem a participacdo de hormonios diabetogénicos, normalmente secretados
pela placenta, como o lactogénio placentario humano (HPL). Além de outros
horménios como o cortisol, estrégenos, progesterona e prolactina em niveis
elevados, os quais reduzem a sensibilidade a insulina, bem como o aumento da
ingestao caldrica e aumento do peso corporal (GOLBERT & CAMPOS, 2008; SILVA
et al., 2016).

O DMG ocorre de 1 a 14% das gestacoes, e relaciona-se diretamente com o
aumento das comorbidades e mortalidade perinatais (COLBERG et al., 2013). Em
geral, os riscos especificos do DMG néo controlado incluem aborto espontaneo,
anomalias fetais, pré-eclampsia, morte fetal intrauterino, macrossomia, hipoglicemia
neonatal e hiperbilirrubinemia neonata (CHEN et al., 2014; YEUN & WONG, 2015;
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SANTANGELO et al., 2016), razédo pela qual o diagnéstico € baseado em critério

bem definidos.

Diabetes mellitus gestacional pode ser diagnosticada em qualquer momento da gestacdo se um ou
mais dos critérios forem adotados:

e Glicose plasmética de jejum (92 — 125mg/dl)

e Glicose plasmatica apés uma hora da ingestéo de 75g de glicose > (180mg/dl)

e Glicose plasmatica ap6s duas horas da ingestao de 75g de glicose > (153 — 159mg/dI)
Diabetes gestacional pode ser diagnosticada se ambos os critérios forem adotados:

e Glicose plasmatica de jejum > (126mg/dl)

e Glicose plasmatica ap6s duas horas da ingestao de 759 de glicose > (200mg/dI)

e Glicose plasmatica casual > (200mg/dI)

Figura 2 — Classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude de hiperglicemia na
gestacado, Adaptado de IDF, 2015

2.2 Diabetes experimental

O estudo do DM e suas comorbidades tem se baseado em diferentes
modelos experimentais, 0s quais tém permitido a melhor compreensdo da
fisiopatologia do DM (LENZEN, et al., 2008). Os modelos mais comumente utilizados
S840 0s genéticos, a ingestao de dieta hiperlipidica e os farmacologicos (WHITE, et
al. 2013). Linhagens de animais que desenvolvem DM espontaneamente como
ratos BB (biobreading), que usualmente se tornam diabéticos apés a puberdade, em
torno de 8 a 16 semanas de idade ou camundongos non obeses (NOD) os quais
desenvolve diabetes tipo | por destruicdo autoimune das células B-pancreaticas
(SOCARRAS, 2014). Também sdo bem descritos os modelos induzidos por dieta
hiperlipidica que desenvolvem obesidade, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina
(KIRSTEN, et al. 2010; SANTOS, et al. 2012). Os modelos farmacologicos classicos
envolvem o uso de drogas diabetogénicas como a aloxana (ALX) e a
estreptozotocina (STZ), capazes de reproduzir no animal o quadro diabético classico
visto em humanos caracterizado pela hiperglicemia, glicosuria, polifagia, polidipsia e
hiperglicemia (KIRSTEN, et al. 2010).
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Toxidade de células beta | Aloxana - ALX | | Estreptozotocina - STZ
{Andlogos de glicose) ‘

Captacdo seletiva via transportador
de glicose isoforma 2 (GLUT 2)

AcHo célula beta seletiva

Mecanismo de morte da Toxidade de célula beta Toxidade de célula beta
célula B-pancredtica através de EROS através de alquilagdo
Modelo de morte da Meorte de célula beta
célula B-pancredtica através de necrose
Efeito da necrose das Diabetes mellitus

células B-pancredticas insulino—dependente

Agentes quimicos que Diabetes Induzido Diabetes Induzido
induzem o diabetes por ALX por STZ

Figura 3. Representacdo esquematica dos efeitos toxicos da estreptozotocina e da
aloxona em células beta pancreaticas em modelo de diabetes experimental
(LENZEN, 2008)

Neste trabalho o modelo utilizado foi o DM induzido pela STZ por representar
uma condi¢cdo semelhante a clinica, relativamente acessivel e reprodutivel para as

condi¢des experimentais.

OH

" O\\\\\‘

OH CH

Figura 4 - Estrutura quimica da STZ. (LENZEN, 2008)

A STZ quimicamente é um glicosideo andlogo a metilnitrosuréia natural
isolado do fungo Streptomyces achromogenes capaz de inibir a sintese de insulina
(LENZEN, 2008). E uma molécula analoga a glicose que apresenta efeito citotdxico

direto as células B-pancreaticas. E transportada para o meio intracelular através do
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transportador de glicose, isoforma 2 (GLUT2), onde induz reacdes de alquilacédo
responsavel pela fragmentacdo do acido desoxirribonucléico (DNA). Além disso, a
STZ produz metilagéo, além de reduzir os niveis da nicotina adenina dinucleotideo
(NAD*) e subsequente deplecdo dos estoques energéticos de adenosina trifosfato
(ATP), sequéncia de eventos envolvida diretamente na necrose celular (LENZEN,
2008; VAREDA, 2013).

Cerca de duas horas apds a injecdo de STZ ja se observa hiperglicemia
devido a diminuicdo nos niveis de insulina plasmatica. Apds seis horas, com a
destruicdo das células B-pancreaticas e concomitante liberacdo do conteludo de
insulina, ocorre hipoglicemia (KING, 2012).

Além disso, ap0s a administracdo de STZ, ocorre uma destruicdo irreversivel
de uma elevada percentagem de ilhotas B-pancreaticas, o que resulta na diminuicdo
da producéo e secrec¢ao insulina endégena. A inducdo do diabetes é normalmente
realizada 5 a 7 dias antes do inicio do periodo experimental a fim de assegurar uma
hiperglicemia sustentada (VENKATACHALAM et al.,2016).

Modelo com animais experimentais para induzir o diabetes por STZ tem sido
amplamente utilizado em estudos de bioprospeccdo de produtos naturais que
possam exercer acdes antidiabéticas ou fornecer novas moléculas para o tratamento
do DM e suas comorbidades (SILVA et al., 2015).

@ Insulina
@ Streptozotocina

@ Glicose

[ Modelo de diabetes tipo 1 ]

Célula B Pancreatica

°o® ( | \ 2e°

; ® ROS .
..-\GLUT 2—> @ L @ ol
. (Alquilagdo e Metilagdo) IN AD* ®

Figura 5. Mecanismo de acdo da estreptozotocina
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2.3 Hiperglicemia e Dislipidemia Diabética

A hiperglicemia crbnica estd associada as complicacdes microvasculares
como as retinopatias, nefropatias, neuropatias, ulceracdo e amputacdo de membros
inferiores e também macrovasculares, sobretudo as doengas cardiovasculares
(remodelamento cardiaco) (STRUTHERS & MORRIS, 2002; DEVEREUX, et al.,
2007; RAHMAN, et al., 2007; NGUYEN, et al., 2012). A dislipidemia diabética (DD)
caracterizada por baixos niveis de colesterol associado as lipoproteinas de alta
densidade (HDL-C), elevados indices de triglicérides (TG) e colesterol associado as
lipoproteinas de baixa (LDL-c) e baixissima densidade (VLDL-C) (MATHEUS et al.,
2013) em virtude da maior mobilizacdo de &cidos graxos decorrente da auséncia
e/ou da resisténcia a insulina (HUSEINI, et al., 2012; KIANBAKHT & DABAGHIAN,
2013). Esta condicdo estd diretamente associada ao aumento da incidéncia de
doencas cerebrovasculares (GRAF, et al.,, 2010; CHAVALI, et al., 2013), pelo
aumento dos niveis plasmaticos de acidos graxos livres (AGL) e o acumulo de
lipidios nos cardiomidcitos (lipotoxidade) contribuindo para cardiomiopatia diabética
(MAISCH, 2011).

Os triglicerideos plasmaéticos representam um complexo arranjo de gorduras
neutras (triacilglicerol), ésteres de colesterol, fosfolipidios e colesterol livre associada
a apoproteinas de densidade variavel de origem intestinal (quilomicrons) ou hepatica
(VLDL). De modo que, os niveis séricos de TG representam um balanco entre a
secrecdo e a remocdo de TG pelos tecidos competentes, como intestino, figado e
tecido adiposo branco, principalmente (TASKINEN & BOREN, 2015).

A insulina tem papel chave no controle dos niveis séricos de TG (CZECH et
al., 2013; BOREN et al., 2015). Em humanos é demonstrado que a insulina inibe
agudamente a producdo de apoproteina B48 (apoB48), assim como a secrecao de
quilomicrons (XIAO & LEWIS, 2012). Além disso, os niveis de VLDL séo
determinados pela disponibilidade de lipidios (HIUKKA et al., 2005).

Os TG, de origem intestinal ou hepatica, séo extraidos das lipoproteinas pela
atividade da lipase lipoproteica (LPL), enzima controlada pela insulina, cuja atividade
aumenta a disponibilidade de AGL para o tecido adiposo branco e muscular,
principalmente (ADIELS et al., 2006), formando os quilomicrons remanescentes. Os
niveis plasmaticos de TG associados a apoproteina ndo dependem somente da

sintese ou degradacdo, mas também da remocao das particulas remanescentes. Em
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diabéticos, a captacdo hepatica de VLDL, IDL e LDL também estdo reduzidas,
elevando os niveis plasmaticos destas fracbes e do TG (RICHES et al.,, 1998;
WATTS et al., 2003).

Deste modo, a hipertrigliceridemia observada em pacientes com resisténcia a
insulina e/ou DM é o resultado de uma combinacdo de processos complexos que
envolvem a maior captacao intestinal de lipidio, aumento na producdo de VLDL e
diminuicdo de sua depuragdo (KAUR, 2014; XIAO et al.,, 2012; ADA CUEVAS &
ALONSO 2016).

2.4 Plantas medicinais e diabetes

Apesar das alternativas de tratamento para o DM que incluem a modificacéo
de héabitos de vida (dieta e exercicio fisico) e terapia farmacologica com o uso de
hipoglicemiantes orais ou insulina exdgena, o controle glicémico é limitado pela
baixa adesdo dos pacientes aos programas de modificacdo de estilo de vida ou
pelos efeitos colaterais dos farmacos (COHEN & HORTON, 2007; DEROSA &
SIBILLA, 2007).

Agentes antidiabéticos orais sdo substancias que, quando ingeridas, tém a
finalidade de baixar a glicemia e manté-la normal (jejum < 100 mg/dl e pds-prandial <
140 mg/ dl) OLIVEIRA, 2004. Sob esse conceito amplo, de acordo com 0 mecanismo
de acdo principal, os antidiabéticos orais podem ser separados em: aqueles que
incrementam a secrecdo pancreatica de insulina (sulfonilureias e glinidas); os que
reduzem a velocidade de absorcdo de glicidios (inibidores das alfaglicosidases); os
que diminuem a producédo hepética de glicose (biguanidas); e/ou 0os que aumentam
a utilizacéo periférica de glicose (glitazonas), DIRETRIZES, SBD, 2016.

Diante disso, é justificado o interesse da comunidade cientifica em avaliar
extratos vegetais brutos e suas fracdes na busca por novas moléculas que possam
ser eficientes no controle glicémico em longo prazo, e com iSso prevenir ou atenuar
as comorbidades diabéticas como a dislipidemia diabética, as alteracdes
cardiovasculares e, portanto, 0 aumento na expectativa e na qualidade de vida
destes pacientes.

Estima-se que cerca de trés quartos da populacdo mundial utiliza plantas
medicinais para sanar necessidades basicas de saude (NUNES, et al., 2003; LIRA,
et al., 2005; LIU & WANG, 2008; PANDEY, et al., 2013), o que ocorre ndo somente
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em areas rurais de paises em desenvolvimento, mas também em paises
desenvolvidos, onde a medicina oficial € dominante (BALLABH & CHAURASIA,
2007). Além de economicamente mais acessivel, 0 uso de produtos naturais tem
uma estreita relagdo com a cultura local e as espécies vegetais comumente
encontradas na regidao (STANGELAND et al., 2008), muitas das quais nao tiveram
sua eficicia e seguranca toxicoldgica avaliadas.

Hoje, ha mais de 85.000 espécies vegetais com efeito biolégico comprovado,
incluindo atividade antibacteriana, anticarcinogénica, anticoagulante, antiparasitéria,
antidiabética e imunossupressora (BALUNAS & KINGHORN, 2005), isto é, 25% dos
farmacos utilizados s&o de origem vegetal (YOREK et al., 2008). Entretanto, menos
de 1% do total da flora conhecida foi avaliada quanto ao seu potencial fitoquimico e
farmacolégico (PETLEVSKI et al.,, 2001), e os mecanismos de acgdo através dos
quais 0s extratos vegetais exercem seus efeitos bioldgicos ainda sdo muito pouco
conhecidos. A OMS reconhece que grande parte da populacdo dos paises em
desenvolvimento depende da medicina tradicional para sua atencdo primaria, tendo
em vista que 80% desta populacao utilizam préticas tradicionais nos seus cuidados
basicos de saude e 85% destes utilizam plantas ou preparacfes destas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Atualmente, o Brasil ocupa a 102 posicdo na lista de consumidores mundiais
de plantas medicinais (OLIVEIRA, et al. 2012), por diferentes razdes, dentre elas a
biodiversidade, atividade biol6gica demonstrada, baixo custo para o paciente e
reduzido efeito adverso ou téxico (LIMA, et al., 2013). Considerando que o Brasil
detém uma das maiores biodiversidades do mundo, o amplo uso pela populacédo de
plantas medicinais para o tratamento de diferentes doencas agudas e cronicas,
como o DM, tem intensificado o interesse da comunidade cientifica e também de
empresarial, para estudar as espécies nativas e seus principios ativos (SHERIDAN,
2012), o que se torna estratégico para o desenvolvimento econémico do pais, a
preservacao do patrimdnio botanico e para a saude publica.

Neste contexto, estudos etnobotanicos tém identificado plantas candidatas
para o0 desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de diferentes
patologias, inclusive do DM e suas complicagbes, a partir do uso popular por
comunidades tradicionais (CANALES et al., 2005; ALBUQUERQUE et al., 2007;
LIMA et al., 2010). Contudo percebe-se a necessidade do refinamento das

estratégias de bioprospeccdo para reducdo do custo e o tempo investido entre a
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coleta etnobotéanica e o ensaio bioldgico (ARAUJO et al., 2008). Neste sentido,
espécies ricas em compostos fendlicos (polifendis e flavonoides), moléculas com
acOes antioxidantes e anti-inflamatorias, tém seus efeitos antidiabéticos confirmados
(HANHINEVA et al., 2010; BAHADORAN et al., 2013).

Medlca.merlt?s Mecanismo Redugdo da glicemia de s Efeitos Outros efeitos
(posologia minima ~ o Contraindicag¢bes . g
L. de agdo jejum (mg/dl) colaterais benéficos
e maxima em mg)
Sulfonilureias
Clorpropamida
(125 a 500) Aumen~to da " Gravidez, insuficiéncia Hipoglicemia e
X . secrecdo de 60-70 "
Glibenclamida insulina renal ou hepdtica ganho ponderal
(2,5 a20)
Metiglinidas
Repaglinida 0,516 |  Aumento da Hipoglicemia e e?egsl;gise(rj](t)o
Nateglinida 120 a secregdo de 20-30* Gravidez ganho ponderal mgdio intimal
360 insulina discreto carotideo
Biguanidas
Diminui¢do de
Reduz a produgédo . Eventos
e Gravidez, cardiovasculares
hepatica de . A Desconforto ~
. - insuficiéncias renal, . Prevencao de
Metformina glicose com " cs P abdominal,
- 60a70 hepatica, cardiaca, ] . DM2
(1.000a 2.550) menor agdo . diarreia
. pulmonar e acidose Melhora do
sensibilizadora o Ye g
da acdo insulinica grave perfil lipidico
Diminui¢do do
peso
Inibidores da alfaglicosidase
Diminui¢do de
eventos
Acarbose (50 a Retardo da Meteorismo, cardiovasculares
300) absorgdo de 20a30* Gravidez flatuléncia e Prevencdo de
carboidratos diarreia DM2
Melhora do
perfil lipidico
Glitazonas
Aumento da Retencio
sensibilidade a hl’dric(:;a Prevencdo de
insulina em Insuficiéncia cardiaca anemia a'nho DM2 Melhora do
Pioglitazona (15 a musculo, classes Il e IV 8 perfil lipidico
35a65* ponderal
45) adipécito e Insuficiéncia hepatica . . A Reducdo da
Ju . insuficiéncia
Hepatdcito Gravidez ; gordura
s cardiaca e .
(sensibilizadores fraturas hepatica
da insulina)

Tabela 1. Medicamentos antidiabéticos, adaptado de Adolfo, 2016

* RedugOes médias da glicemia de jejum para monoterapia. No caso de terapia combinada, pode ocorrer efeito sinérgico,
com potencializagdo da redugdo dos niveis glicémicos.

2.5 Spondias tuberosa

Dentre os biomas do Brasil, a Caatinga se destaca como o Unico inteiramente
nacional, com todos os seus limites em territorio brasileiro. Tradicionalmente, a
Caatinga foi considerada por décadas pobre em diversidade bioldgica, nédo existindo

interesse em se conhecer melhor este Ecossistema, o que o tornou um dos mais
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ameacados do mundo (JAZEN, et al. 1997). Contrariando este entendimento,
estudos recentes tém revelado a exuberante biodiversidade da Caatinga, assim
como mostrado que as espécies nativas ou exoéticas sdo amplamente utilizadas na
medicina popular e na fabricacdo de fitoterdpicos, tais como Myracrodruon
urundeuva Allemédo, Amburana cearensis (Arr. Cam.), Erythrina velutina Willd.,
Anadenanthera colubrina  (Vell.) Brenan var.cebil (Griseb) Altschul, Bauhinia
cheilantha (Bong) Steud. e Sideroxylon obtusifolium (Roem. & Schult.) T.D. Penn.
(ALMEIDA & ALBUQUERQUE, 2002; ALBUQUERQUE et al., 2007

Associado a isso, sabe-se que espécies que ocorrem neste bioma
apresentam uma forte tendéncia para acumular classes importantes de fitoquimicos,
como os compostos fendlico, flavonoides e polifenois (ALMEIDA et al.,, 2002;
ALBUQUERQUE et al., 2007), com uma ampla variedade de efeitos farmacolégicos
comprovados, dentre eles os efeitos anti-inflamatorios, antioxidante, hipolipemiante e
antidiabético (BABU et al., 2013; BAHADORAN et al., 2013). Espécies do mesmo
género tém sido utilizadas na medicina popular para tratar doencas sistémicas, como
inflamagéo de garganta, prostatite, bem como apresentam atividade antiviral,
hipoglicemiante e antioxidante. Partes desses efeitos podem ser atribuidos a alguns
compostos ja caracterizados como acidos fendlicos, flavonoides, taninos e
triterpenos (CABRAL, et al. 2016).

O género Spondia € constituido por 18 taxons distribuidos por regides
tropicias do Velho Mundo e Neotropicais (SILVA-JUNIOR, 2004), incluindo a
Caatiga. Dentre as espécies nativas deste bioma, a Spondia tuberosa Arruda
(Familia Anacardiaceae), popularmente conhecida como umbu, umbuzeiro, imbu ou
imbuzeiro (LORENZI, 2002) é amplamente utilizada como alimento, assim como €&
uma espécie sacralizada pela populagéo por representar resisténcia a adversidade
ambiental, sobretudo por florescer em periodos de estiagem, oferecendo alimento
aos homens e animais (LINS NETO et al., 2010).
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3 =S > -
Arruda (umbu), disponivel em:

http://www.tudosobreplantas.com.br/asp/plantas/ficha.asp?id_planta=211

Figura 6. Spondias tuberosa

Esta espécie é de grande importancia para o Bioma Caatinga, pois além de
sobreviver sob as condi¢gbes hostis do clima semiarido, consegue produzir uma
grande quantidade de frutos, os quais so ricos em carboidratos e vitamina C (acido
ascorbico), apresentando ainda, teores significativos das vitaminas A, B1, fibra e sais
minerais. Além de desempenhar papel nutricional, uma vez que a comercializacao
dos frutos do umbuzeiro € a principal fonte de renda para a maioria dos pequenos
agricultores durante a época de safra (LIMA FILHO, 2011)

Além disso, também é utilizada com finalidades terapéuticas, inclusive no
combate a alteragbes metabdlicas importantes como as dislipidemias, inflamacoes,
distarbios gastrointestinais, diabetes entre outros (LINS NETO, et al. 2010; DA
SILVA SIQUEIRA et al., 2016). Andlises fitoquimicas desta espécie tém mostrado
altos teores de compostos fendlicos (MELO & ANDRADE, 2010; DA SILVA et al.,
2012), assim como intensa atividade antioxidante (GREGORIS et al., 2013),
caracteristicas que a torna uma candidata natural a avaliacdo dos efeitos
antioxidantes e hipoglicemiante in vivo no DM. Deste modo, propomos avaliar o
efeito hipoglicemiante e hipolipemiante in vivo de Spondias tuberosa em ratos

normais e diabéticos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar os efeitos do extrato etandlico bruto de Spondias tuberosa Arruda (EEBStc)
no metabolismo de carboidratos e lipidios em ratos normais e diabéticos.

3.2 Especificos

Avaliar os efeitos in vivo do EEBStc nos seguintes parametros metabdlicos em ratos
normoglicémicos e diabéticos:

a) Glicemia pés-prandial e de jejum;
b) Ganho de massa ponderal;

C) Volume urinario;

d) Ingestdo de agua e racao;

e) Tolerancia a glicose;
f) Conteudo de glicogénio hepatico;

) Massa magra (musculos soleus, extensor longo dos dedos (EDL), tibial
anterior), massa do tecido adiposo (epididimal e retroperitoneal) e figado.

h) Perfil bioquimico (colesterol total e fracbes, triglicérides, transaminases
hepaticas, creatinina, proteinas totais, albumina e glicosuria,ureia sérica e urinaria);
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4 CONCLUSOES

Nossos dados demonstraram que o tratamento com extrato etandlico bruto de
Spondias tuberosa exerce efeitos antidiabético, hipolipemiante e hepatoprotetor em
ratos. Desta forma, estes resultados justificam, pelo menos em parte, o uso popular
desta espécie no combate ao DM.

Este trabalho suscita a investigacdo dos mecanismos moleculares, bem como

qual dos fitoquimicos envolvidos no efeito antidiabético da S. tuberosa.
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ANEXQO A - Efeito anti-diabético e anti-hiperlipidemico do extrato etandlico
bruto de spondias tuberosa arruda em ratos
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Resumo

Spondia tuberosa Arruda, Anacardiaceae, popularmente conhecida como umbu, é uma
espécie nativa da Caatinga, endémica do semiarido brasileiro utilizada na medicina popular,
no tratamento de diferentes patologias, dentre elas diabetes. A atividade do extrato etandlico
bruto da casca de S. tuberosa (EEBStc) foi avaliada ratos diabéticos induzido por
estreptozotocina (STZ). O extrato foi administrado por via oral na dose de 250mg/kg e
500mg/kg durante 21 dias, em animais normais e diabéticos. O tratamento EEBStc reduziu a
glicemia de jejum e pds-prandial, assim como a polidria, polidpsia, polifagia, a perda
ponderal, a diurese, a excrecdo urinaria de glicose e ureia, bem como reducdo de processos
catabdlicos (protedlise e lipolises) em ratos diabéticos. Além disso, atenuou a
hipertrigliceridemia e os elevados indices séricos de VLDL. O EEBStc (500mg/Kg) melhorou
a tolerancia oral a glicose em ratos diabéticos. Assim, nossos resultados sugerem que o
tratamento com extrato etandlico bruto de Spondias tuberosa tem acdes antidiabética,
hipolipemiante e hepatoprotetora em ratos, o que, além de confirmar o uso popular desta
espécie, demonstra seu uso como tratamento coadjuvante do diabetes mellitus e suas
comorbidades.
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Abstract

Spondias tuberosa Arruda, popularly known as umbu, is native from savanna-like vegetation
and widely used for medicinal purposes, including diabetes. The aim of this study was
evaluated the antidiabetic and hypolipemiant effect of ethanolic extract of Spondias tuberosa
Arruda Bark (EEStb) in rats. Normal and streptozotocin (STZ)-induced diabetic rats were
treated orally with 250 or 500 mg/kg body weight of EEStb for 21 days. EEStb (500
mg/kg/day) promoted reduction fasting and post prandial glycaemia, urinary urea and glucose,
polyphagia, polyuria, polydipsia, as well asreduced catabolic processes (lipolysis and
proteolysis) in diabetic rats. In addition, EEStb improved oral glucose tolerance and decreased
triglycerides and VLDL serum levels when compared to the diabetic control rats.
Furthermore, EEStb reduced hepatic transaminases levels in diabetic rats. Through the anti-
diabetic, hypolipemiant and hepatoprotective effects of the EEStb, this specie represents a

possible dietary adjunct for the treatment of diabetes.

Key-words: Diabetes, Streptozotocin, hypoglycemic, hypolipidemic, hepatoprotective,

Spondias tuberosa

Introducéo

O diabetes mellitus (DM) é definido pela hiperglicemia persistente associada a
alteracdes no metabolismo de lipidios, carboidratos e proteinas decorrentes da auséncia e/ou
resisténcia periférica a insulina (WHO, 2015; Dominguez-Mendoza et al., 2016). E uma
endocrinopatia de alta prevaléncia que representa um dos maiores desafios a medicina no
século 21 com grande impacto social e econémico traduzido em custos da ordem de 612
bilhdes de ddlares/ano para a prevencao e o tratamento do DM e suas comorbidades (Somani,
2006; IFD, 2015).

A hiperglicemia crbnica esta diretamente associada as micro (retinopatia, nefropatia,
neuropatias) e macroangiopatias (doengas cardiovasculares) (Patel et al., 2012). Atualmente, a

farmacoterapia utilizada no tratamento do DM envolve o uso de insulina exdgena e
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hipoglicemiante oral, tais como as sulfonilureias e biguanidas, o que tem sido limitado pelos
efeitos adversos, dentre outros, a hipoglicemia, ganho ponderal e disfun¢des hepéticas (Patel
et al., 2012; Widyawati et al., 2015). Diante disso, buscam-se novas alternativas terapéuticas
para o tratamento do DM e suas comorbidades. Estima-se que cerca de trés quartos da
populacdo mundial utiliza plantas medicinais para sanar necessidades bésicas de satde (Lira
et al., 2005; Pandey et al., 2013). Mais de 400 plantas tem seu potencial antihiperglicemiante
reconhecido (Ernst, 1997), as quais sdo utilizadas como estratégia para o controle glicémico
em longo prazo sem efeitos colaterais significativos (Yankuzo et al., 2011).

Dentre as espécies nativas da Caatinga, Unico bioma genuinamente brasileiro, esta a
Spondia tuberosa Arruda (Familia Anacardiaceae), popularmente conhecida como umbu ou
imbu (Albuquerque et al., 2007; Lins Neto et al., 2013). E uma espécie utilizada na medicina
popular, no tratamento de diferentes patologias, dentre elas doengas infecciosas, venéreas,
antivirais, antibacteriana, disturbios gastrintestinais e diabetes (Alencar et al., 2015; Da Silva
Siqueira et al., 2016). Analises fitoquimicas desta espécie tém mostrado altos teores de
compostos fendlicos (Melo & Andrade, 2010), atividade antioxidante (Gregoris et al., 2013),
e sem toxidade aguda aparente (Barbosa et al., 2016), caracteristicas que a torna uma
candidata natural a avaliacdo do efeito antidiabético em ratos. Deste modo, propomos avaliar
o efeito hipoglicemiante e hipolipemiante do extrato etandlico bruto da casca da S. tuberosa

em ratos diabéticos.

Material e métodos
Preparacao do extrato

Cascas de 3 arvores diferentes de S. tuberosa foram coletadas em fevereiro de 2013 na
cidade de Altinho, Estado de Pernambuco, Brasil. As plantas foram identificadas por botanico

especializado em taxonomia e a exsicata depositada no Herbario da Universidade Federal
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Rural de Pernambuco (UFRPE) sob nimero 48652. O extrato etandlico bruto da casca de S.
tuberosa (EEBStc) foi preparado por maceracgdo das cascas secas (714g) para obtencdo do pé
que foi embebido em etanol a 90% e mantido em temperatura ambiente (28°C) durante a
noite. O solvente foi removido por evaporacdo rotativa. O rendimento do EEBStc foi de
15,6% (m/m), em termos de material vegetal recém-colhido. Apés a preparacdo, o extrato
seco e evaporado foi armazenado em temperatura ambiente.
Animais
Foram utilizados ratos machos jovens da linhagem Wistar (180+10g) provenientes do

Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). Os animais foram acondicionados em gaiolas metabdlicas individuais,
em ambiente controlado com ciclos claro-escuro de 12 horas (ciclo claro: 06h00 as 18h00) e
temperatura (23°C £ 2), alimentados com dieta balanceada para ratos (LABINA 5002, 23% de
proteinas; 4% de gorduras; 50% carboidratos e 23% e outros componentes) e oferecida dgua
ad libitum. Os procedimentos adotados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais, da Universidade Federal de Pernambuco, Pernambuco, Brasil (protocolo
namero 23076.016693/2014-88).
Inducéo do diabetes

Os animais foram previamente submetidos ao jejum por 12h, em seguida anestesiados
com cetamina (80mg/kg) e xilasina (14mg/kg) na propor¢do de (0,1mL/100g). O DM
experimental foi induzido por injecéo intravascular pela jugular 40mg/kg de estreptozotocina
(STZ, Sigma Aldrich, EUA), dissolvida em tampdo citrato (pH 4,5). Cinco dias apds a
indugdo do diabetes, os animais com valores de glicemia pos-prandial igual ou superior a
250mg/dL foram considerados diabéticos. Os animais controles foram submetidos & injecéo
intravascular de tampdo citrato. (Oliveira et al, 2008).

Experimento subcronico
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Apos a confirmacdo do diabetes os animais foram distribuidos em 7 grupos com 5 ratos
para cada grupo respectivamente, totalizando 35 animais, sendo eles: Grupo controle (C);
Grupo controle tratado com 250mg/kg do EEBStc (CT-250mg/kg); Grupo controle tratado
com 500mg/kg do EEBStc (CT-500mg/kg); Grupo diabético (D); Grupo diabetico tratado
com 250mg/kg EEBStc (DT-250mg/kg); Grupo diabético tratado com 500mg/kg do EEBStc
(DT-500mg/kg); Grupo diabético tratado com Insulina (DI). Os animais receberam o extrato
(tratado) ou agua (controle) por via oral (V.0.), uma vez por dia, durante 21 dias. O grupo
diabético DI recebeu 3U/rato de insulina NPH - Lilly (s.c.) (Oliveira et al, 2008), sendo
1.5U/rato as 08h00 e 1.5U/rato as 17h00, a partir do dia O ao dia 21. A massa corporal,
volume urinério, ingestdo hidrica e alimentar foram analisados diariamente a partir do dia 0
até o dia 21 (fig. 1).

Analise bioquimica

A cada 5 dias a partir do inicio do tratamento, a glicemia p6s-prandial, glicosUria e
ureia urinéria foram mensuradas. Ao término do tratamento, amostras de soro foram obtidas
para analise dos seguintes parametros bioquimicos: glicemia pds-prandial e de jejum,
proteinas totais, albumina, ureia sérica, transaminase oxalacética (TGO) e piravica (TGP),
triglicerideos, colesterol total e associado a lipoproteina de alta densidade (HDL) através de
kits comerciais (Labtest®, Lagoa Santa, MG). Os niveis do colesterol associado & lipoproteina
de baixissima densidade (VLDL) foi calculado a partir da formula de Friedwald (VLDL =
TG/5). Os niveis de globulina foram determinados a partir da diferenga entre albumina e
proteinas totais. A glicosuria foi determinada pelo método da ortotoluidina (Dubowski, 1962).
Glicogénio hepético e muscular foram determinados pelo método descrito por Carrol et al.

1955.
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Massa de tecidos

A massa dos tecidos adiposos retroperitoneal (RETRO) e epididimal (EPI), masculos
esqueléticos soleus e extensor longo dos dedos (EDL) foram determinados e expressos em
mg/mm, normalizado pelo comprimento da tibia. Para tanto, ratos wistar foram
eutanasiados por exsanguinagdo através de puncao na aorta abdominal sob anestesia.

Teste oral de toleréncia a glicose (TOTG)

O TOTG foi realizado ap6s o periodo de tratamento, os animais foram submetidos a jejum
de 12 horas e foram alocados nos grupos: controle (C), diabético (D) e diabético tratado com
0 EEBStc (DT-500), apds o periodo de 21 dias de tratamento. Todos 0s animais receberam
uma solucdo de 2,5 g de glicose/kg (V.O). A glicemia foi medida por puncdo da cauda,
utilizando glicosimetro on call® plus, seguido do tempo (t = 0) e 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120 e
150 min apds a administracdo de glicose.

Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada usando o software GRAPH PAD Prism, versdo 6.0. Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo. A analise de variancia (ANOVA TWO
WAY) foi empregada para analisar os dados entre 0s grupos tratados e 0s seus respectivos
grupos controle (diabéticos e ndo diabéticos) seguido de post test Tukey. O nivel de

significancia adotado foi p<0,05.

Resultados
Determinacdo da glicemia pds-prandial e de jejum

Como observado na figura 3, a estreptozotocina induziu um modelo de DM severo
com niveis elevados de glicemia pés-prandial (481,5+ 38,1mg/dL vs 111,0 £ 8,3mg/dL do
controle) e de jejum (408,446 vs 115,0 + 8,3mg/dL do controle). Além disso, 0s animais

diabéticos apresentaram os sinais classicos da hiperglicemia mantida: poliuria, polidpsia e
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polifagia (fig. 2). Ainda que os animais diabéticos ndo tenha perdido peso, exibiram ganho
ponderal reduzido em relacdo aos animais normoglicémicos (fig.2).

Como visto na figura 2A, ap6s 21 dias de tratamento com o EEBStc houve uma
reducdo na glicemia pos-prandial (~46%) e de jejum (43%) em animais diabéticos tratados
com a maior dose. Além disso, estes animais aumentaram o ganho ponderal (~5X), reduziram
polifagia (23%), polidipsia (45%) e politria (55%). Neste mesmo sentido, a glicosUria e 0
aumento da ureia urinaria observada em animais diabético foi atenuada pelo tratamento com
EEBStc em (~85%) e (~62%), nesta mesma ordem (fig. 2F,G).

Como demonstrado na tabela 2, o EEBStc preservou a massa de musculos tibial
anterior (30%) e EDL (~40%), predominantemente glicoliticos, assim como dos tecidos
adiposos branco epididimal (2,5X) e retroperitoneal (70%), sem alteracdo de massa nos
demais 6rgdos avaliados. O DM induziu uma deplecdo do glicogénio hepético (~60%), o que
foi atenuado pelo tratamento com EEBStc (~55%) no grupo tratado com a maior dose (tab. 1),
sem alterac6es no glicogénio muscular. O tratamento com 250mg/Kg de EEBStc ndo mostrou
efeito nos parametros metabdlicos avaliados. Como esperado, o tratamento dos animais
diabéticos com insulina diéria foi eficiente no controle do DM.

Na avaliacdo da tolerancia oral a glicose (fig. 3C), o grupo diabético tratado com o
EEBStc mostrou um menor pico glicémico (15%) ap6s a sobrecarga de glicose, alem deste ter
ocorrido tardiamente (DT500 30min vs DC 15 min) em relacdo ao grupo diabético. A partir
dos 90 minutos, os niveis glicémicos dos animais tratados foram reduzidos em relacdo ao
grupo diabéticos aos tempos iniciais de sobrecarga. Corroborando este perfil, o célculo da
area sobre a curva (AC) mostrou uma melhor tolerancia oral a glicose nos animais tratados

com o EEBStc (fig. 3D)
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Determinacdo do perfil lipidico

Neste modelo ndo houve com elevacdo dos niveis de colesterol total associada a
reducdo do HDL (fig.4A, B), entretanto, foi observado a hipertrigliceridemia e elevacdo dos
niveis de VLDL em animais diabéticos, os quais foram atenuados pelo tratamento com o
EEBStc na maior e menor dose em 86% e 87%, respectivamente (fig.4C, D).

Uma das comordidades diabéticas € o comprometimento das fungdes hepéticas. Neste
sentido, 0 DM elevou nos niveis séricos das transaminases glutdmico oxalacética e piravica, 0
que foi atenuado pelo EEBStc em, aproximadamente, 30% e 40%, respectivamente. N&o foi
detectada diferencgas na sintese hepéatica de albumina, proteinas totais e globulina plasmatica

(tab.1).

Discussao

O tratamento subcrénico com o EEB da casca da S. tuberosa reduziu a hiperglicemia,
assim como a polidria, polidpsia, polifagia, a perda ponderal, a diurese, a excrecao urinaria de
glicose e ureia, além de ter um efeito hepatoprotetor em animais diabéticos. Neste mesmo
sentido, o EEBStc atenuou a hipertrigliceridemia e os elevados indices de VLDL, mostrando
um efeito positivo no perfil lipidico do grupo diabético.

A estreptozotocina (STZ), uma nitrosouréia alquilante de DNA, é um agente
diabetogénico amplamente utilizado em modelos animais capaz de promover uma
hiperglicemia severa decorrente da necrose das células P-pancreética estabelecendo um
diabetes tipo 1 severo (Lenzen, 2008; Venkatachalam et al.,2016). A hiperglicemia
determinada pela deficiéncia e/ou resisténcia a insulina esta, diretamente, associada as
comorbidades diabética e ao aumento da mortalidade dos pacientes (Shen et al., 2008;
Oladayo, 2016). O EEBStc reduziu a hiperglicemia de jejum e pos-prandial em animais

diabéticos (Figs. 3A e 3B). A reducdo na hiperglicemia po6s-prandial pode estd associada a
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menor producdo hepatica de glicose, isto €, menor atividade neoglicogénica, acompanhada, ou
ndo, da menor glicogendlise e maior glicogeniogénese, 0o que pode ser considerado pela
preservacio dos estoques de glicogénio hepético nos animais do grupo DT-500. E bem
compreendido o efeito anabdlico e anti-catabdlica da insulina no metabolismo do glicogénio,
sobretudo por estimular a acdo da glicogénio sintase e inibir a glicogénio fosforilase, enzimas
envolvidas na sintese e degradacao deste carboidratos, respectivamente (lbrahim et al., 2016).

O EEBStc reduziu a polifagia do grupo diabético, assim como preservou a massa do
tecido adiposo e muscular esquelético, o que explica o0 melhor ganho ponderal no grupo DT-
500. A insulina é um hormonio essencialmente anabdlico para 0 metabolismo de carboidratos,
lipidios e proteinas. A deficiéncia e/ou a resisténcia a insulina esta diretamente relacionada a
eventos catabdlicos como a lipdlise e a protedlise muscular (Shen et al., 2008). Em conjunto,
a reducdo da proteolise muscular e menor uremia podem explicar o melhor ganho ponderal
dos animais DT-500. Esses efeitos do EEBStc sdo semelhantes aos encontrados no grupo
diabético tratado com insulina, 0 que sugere que a S. tuberosa reduza a hiperglicemia
potencializando a secrec¢do e/ou a acdo insulinica. Estudos prévios tém demonstrado efeito
insulinotropicos semelhantes aos encontrados neste estudo em outras espécies do género
Spondias (lweala et al., 2011; Attanayake et al., 2014).

A reducdo no volume urinario (diurese osmotica) e a ingestao hidrica (polidpsia) estdo
intimamente relacionadas a reducdo dos niveis glicémicos, sobretudo pelos mecanismos de
reabsorcdo renal de glicose. Um provavel mecanismo renal para reducdo da glicemia é a
reducdo da reabsorcdo de glicose pelo transportador acoplado sédio-glicose isoforma 2
(SGLT2) presente no tabulo proximal do néfron (Abdul-Ghani et al., 2011). Entretanto esta
possibilidade foi excluida a partir da reducdo da glicosuria observada no grupo DT-500, o que
possivelmente foi decorrente da reducdo da hiperglicemia por alteragdes de sensibilidade a

insulina periférica.
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O efeito do EEBStc na tolerancia oral a glicose e utilizacdo periférica deste
carboidrato permite a criacdo de algumas hipdteses. A anélise da area sob a curva mostrou
que o EEBStc melhorou a toleréncia oral a glicose em ratos diabéticos (Fig. 3C, e D), 0 que
pode ter ocorrido por uma melhor utilizacdo periférica dos tecidos em decorréncia de uma
maior secre¢do ou sensibilidade & insulina; reducdo na capitacdo intestinal de glicose ou
reducdo de gliconeogénese. Em conjunto, 0s nossos dados sugerem uma acgédo
insulinomimética do EEBStc. Trabalhos recentes tem mostrado acdo de extratos vegetais
como inibidores da atividade de enzimas envolvidas na digestdo de carboidratos complexos,
como a alfa-glicosidase, ou a atividade dos transportadores SGLT2 o que limita a captacdo
intestinal de glicose (Yusoff et al., 2015; Kaur et al., 2016), o que pode explicar, pelo menos
em partes, os resultados aqui relatados.

A elevacdo dos niveis séricos das transaminases € compativel com necrose hepaética,
assim como o acumulo de ureia sérica com a lesdo renal (Ibrahim et al., 2016). No estado
diabético, a elevacdo da gliconeogénese e cetogénese estd diretamente relacionada ao
aumento das alanina e aspartato aminotransferases (Ghosh and Suryawansi, 2001). Neste
trabalho, o EEBStc exerceu um efeito hepato e renoprotetor importante em animais tratados
com a maior dose.

A dislipidemia diabética (DD), caracterizada pelos altos niveis de TG e reducdo dos
niveis séricos de HDL, representa um importante fator de risco para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, sobretudo por induzir uma dislipidemia com perfil aterogénico
(Adeneye et al., 2012; Hemmati et a., 2015; Rosenblit, 2016). Os animais diabéticos
apresentaram elevacdes nos niveis de TG e VLDL, sem modifica¢bes nos niveis de HDL. O
EEBStc reduziu de forma dose dependente os niveis de TG, assim como o0s niveis de VLDL,
sendo esta reducdo mais eficaz na maior dose estudada (fig. 4C e D). Ainda que a

hiperglicemia tenha correlacdo direta com a DD, ndo a explica inteiramente, de modo que a
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auséncia e/ou a resisténcia a insulina assume um papel essencial na producao excessiva de TG
associada principalmente as fracdes mais densas da VLDL (Taskinen and Boren, 2015). A
DD produz a hipertrigliceridemia por estimular a maior producdo hepatica associada a uma
menor extracdo de TG circulantes (Szalata et al., 2016), processos diretamente regulados pela
insulina. Foi observado um efeito muito semelhante do EEBStc e o tratamento com insulina
de animais diabético (fig. 4C), o que nos permite sugerir que a S. tuberosa melhora o perfil
lipidico provavelmente por melhorar a producdo e/ou resisténcia a insulina. Para confirmar

esta hip6tese serd necessario dosar os niveis plasmaticos deste horménio.

Concluséo

Nossos resultados sugerem que o tratamento com extrato etanolico bruto da casca de
Spondias tuberosa tem acGes antidiabéticas, hipolipemiante e hepatoprotetor em ratos. Desta
forma, estes dados confirmam a indicacdo popular do umbu como alternativa terapéutica para

o DM e suas comorbidades.
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Tabela 1
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Efeito do extrato etanolico bruto de Spondias tuberosa sobre proteinas totais, albumina, globulinas,
transaminases oxalacética (TGO) e pirGvica (TGP), glicogénio hepatico e muscular dos grupos: controle (C),
controle tratado com 250mg/kg do extrato (CT-250mg/kg), controle tratado com 500mg/kg do extrato (CT-
500mg/kg), diabético (D), diabético tratado com 250mg/kg do extrato (DT-250mg/kg), diabético tratado com
500mg/kg do extrato (DT-500mg/kg), em experimento subcrdnico ao final de 21 dias de tratamento.

Proteinas totais Albumina Globulina TGO TGP Ureia Glicogénio Glicogénio
Grupos (g/dL) (g/dL) (g/dL) (U/mL) (U/mL) (mg/dL) Hepatico (%) Muscular (%)

c 580,31 2,69+0,19 3,1+£0,23 139+ 25,1 559+4,1 7,99 1,98 4,7+0,57 0,54 0,07
CT-250mgl/kg 59+ 0,25 3,5+0,56 24+0,37 105+22 486+74 6,32+0,34 39+0,17 0,48+ 0,01
CT-500mg/kg 59+0,18 3,47+ 0,67 32+0,30 115+ 13,1 45727 553 +0,21 49+0,12 0,52+ 0,08
D 4,7+0,54 2,35+0,09 2,3+0,58 247 27,9 393+9,1* 123,80 + 28,64 1,8+0,31 0,45+ 0,04
DT-250mgl/kg 51+0,44 2,18+0,26 29041 256 +20,7* 360 + 51,8* 90,90 + 10,33+ 1,9+ 0,20 0,69+ 0,11
DT-500mgl/kg 53+0,71 2,79+ 0,07 2,9+0,68 182+ 19,7#2 231 +19,5% 24,49 + 5,04*#0 4,0 £0,41%2 0,51+0,07
DI 4,3+0,58 2,31+0,22 1,9+045 236+ 10,8 187 £ 60,8*#4 12,21 1,06%2 2,7+0,56 0,50 + 0,07

Dados sdo expressos como média + E.P. Andlise de variancia (ANOVA). Nimero de animais por grupo: 5. (p<0.05)

(*): diferenca do controle (C). (#): diferenga do diabético tratado 250mg/kg (DT-250mg/kg). (A): diferenca do diabético (D).

Tabela 2

Efeito do extrato etandlico bruto de Spondias tuberosa sobre o ganho ponderal, peso dos tecidos coracao, figado,
rins normalizados pelo comprimento da tibia, tecidos adiposos retroperitoneal e epididimal, musculos tibial
anterior, séleo e extensor longo dos dedos (EDL) dos grupos: controle (C), controle tratado com 250mg/kg do
extrato (CT-250mg/kg), controle tratado com 500mg/kg do extrato (CT-500mg/kg), diabético (D), diabético
tratado com 250mg/kg do extrato (DT-250mg/kg), diabético tratado com 500mg/kg do extrato (DT-500mg/kg),

Grupos Ganho Tibia Coragédo Figado Rins Retroperitoneal  Epididimal Tibial Séleo EDL

ponderal (mm) (mg/mm) (mg/mm) (mg/mm) (mg/mm) (mg/mm) (mg/mm) (mg/mm) (mg/mm)

c 100 £11,7 38,9+0,22 254+12 276 +16,9% 651+28 66,2 + 8,4+ 62,7+29 146+£12 0,76 0,06 0,98 +0,04

CT-250mglkg 803+173  368+030  301+11 265+123%  665+4/4 441 +73" 625+13 14,8+0,7 0,67 +0,03 097 0,02
CT-500mgl/kg 109+85 386035 296+044 330451 74524 68,1+6,7 789+7,1 15405 0824007 0,94 +0,06
D 73+142 382+044  201+113  249+1018  667+38 254 +£0,9* 386+9,1 103+14*  056+0,03%  0,600,06*
DT-250mglkg 154 +59* 378+037 199+056  254+133%  673+08 9,9 +3,08* 199+27* 87+09 064+002  063+0,02%
DT-500mgl/kg 368+7,7 375065 241+161 266+152%  658+27 67,3 +10,8# 65,0 +7,4 13,6+0,7¢ 0,65 +0,02 0,86 + 0,05
DI 107 + 16,8 378+086  245+17 287 +226%  63,7+6,1 3,1+0,3 72,7468 15213 0,78 +0,11 0,99 + 0,06

diabético tratado com insulina (DI), em experimento subcrdnico ao final de 21 dias de tratamento

Dados sdo expressos como média + E.P. Andlise de variancia (ANOVA). Nimero de animais por grupo: 5. (p<0.05)
(*): diferenga do controle (C). (#): diferenca do diabético tratado 250mg/kg (DT-250mg/kg). (A) diferenca do diabético (D) e diabético
tratado 500mg/kg (DT-500mg/kg). (¥): diferenca do diabético tratado 500mg/kg (DT-500mg/kg. (+): diferenca do diabético insulina (DI).

(&): diferenca do controle tratado 500mg/kg (CT-500mg/kg.
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ANEXQO B - Acute toxicity and cytotoxicity effect of ethanolic extract of
Spondias tuberosa arruda bark- hematological, biochemical and
histopathological evaluation.
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ABSTRACT
Spondiar fuberoza Armada, popularly named as wming, is native from savanns-like vegetation and widely
used for medicimal purposes, bowever, the toxicological profile is not available yet. This smdy evalusted
the phytochemical profile and soete foxicity and citoxicity of Ethanolic Extract of Spondiar berosa
Armda Bark (EESth) in hematological, biochemical smd histopathological parameters. Female Wistar rats
were divided into: conmol (C) and animal trested single doses of 300mz Kz (EESth, ) or 2.000mzkz body
weight (ESSth, ) of the EESth. Afier 24 hours and 14 days from gavage, the behavior, hematological,

biochemical and histopatholegical parameters were assayed. Cyvtofomdoity effect was evalusted on HEp-2
cell lines, Meither FESth . nor EESth, _ produced mortality nor changes in body weight during the 14-
days of observation, but EESth, . reduced quiestly the food and water intake as well as locomosor activity

at first day. There were no chanses in macroscopic, histopathological, biochemics] and bematological
parameters. EESth in concentrations of §.25- 50ug ml ™ on HEp-2 cell did not produce cytotoodc effect.
These resulis suggest that EESth did not canse aowte toxiciry and cytotoc, snggesting 3 good safety rae
for Spondias fuberosa Armuda.

Eley words: Aoute toxicify, cytotedeiny, plyviomedicine safety, Spondiar uberora Armda, toedcology.
INTRODUCTION defenze of plants against stressing conditions or

Collectively pl produce a plett of low- pathological infections. These molecules may
melecular mass natural product, also known as produce hepatotoxicity, renal failure, allergie
secondary metabolites, which play a role in the  reactions (Mortier and Vanherweghem 2007),

y e o Emdo Cavalia T or may cause death in humans or animals;
E-mail: eduardocliragpmail com even 1f mgested 1 small amounts. The general
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acceptability of medicinal plants has been lnated
by a lack of defined chemdcal composition, dose
used, and toxicological profile to evaluate thewr
safety (Deng et al. 2013). Unfortumately, there are
few data available about toxicology for the most

The Anacardiaceas fammly of flowerng plants
has around Bl gemera and 300 species, which
are econonucally relevant due to agriculture and
food production (Azuilar-Barajas et al. 2014).
However, there are reports of poisonous species
such as Toxicodemdron radicans (L.) Euntze
(Tadpmukhamedoy et al. 2012}, Other members
anti-inflamatory effects 1 human and animal
(Ogewole 20035), and anfinmerobial effect In rats
(Melo et al. 20040
Meotropics and ten species in the Asian fropics
belongs to gems Spondias L. (Miller and Schaal,
2005). Among them Spondias ruberoza Armuda
(Anacardiaceae), popularly named as umbu, 15
Brazhan semu-and region (Lins Neto et al 2012).
It is native from savanna-hike vegetation and widealy
for nourishment, medicinal pmposes and fuel
wood (Lins Meto et al. 2010). It= prmerpal product
15 the finut whoch acid taste 15 widely appreciate,
however, the leaves and barks are still used m folk
medicine to treatment of different dizeases such as
conjunciivitis, venersal diseases, menstual colic
disturbances, placental delivery, renal infaction,
throat afflictions and anbiemetie (De Sousa Ao
et al. 2008, Lins Meto ef al. 20100

Daspite the wide use of 5. fuberosa 1n semm-
and region from Brazil, there have been currenthy
no reports published about their toxicological
profile. This study aimed to evaluate the acute
toxerty and the eviotocacity of the ethanclic extract
of 5. uberosa bark on behavioral, metabolic,

An Acad Bras Clenc (2016) 58 (3 Suppl)

parameters m rodents and cytotocixdty.

MATERIALS AND METHODS
Bramr MatErRiaL

Barks from 3 different trees of Spondias
fuberosa were collected mm February 2013 1mn
Altinho ety (087 357 16,17 § X 367 053" 36.17
W), state of Pemambuco/Brazil and identified by
Dr. Ulysses Paulino Albugquerque and a voucher
specimen (#48652) 1s deposited at the Herbarium
of the Federal Fural Umiversity of Pernambuco
(UFEFE).

Preparation of Extract

The ethanolic extract of 5. twherosa bark (EES#)
was prepared by maceration from dried amd
powdered barks (714g) in Ethanol 90% at room
temperature (28'C) overnight. The solvents were
removed by rotary evaporation. The vield (orfwr) of
the EESth was 15.6% m fermes of newly collected
extract was stored at room temperature. The EESth
and toecicological assays.

EXPERIMENTAL ANIMALS AKD ETHICAL STATEMENT

Famale Wistar rats (220+£10g) were obtamed from
Animal House of Phorsiclogy and Pharmacology
Department at Faderal University of Pemambueo.
The experniment time was performed according
to Orgamzation for Economae Cooperation and
Development (OECD) Guidelines 423 (2001). Fats
were housed in a room with 12-12 hght-dark cvele,
22°:3°C and were given free access to water and
conventional lab chowdiet (Purina, Labina® Brazil).
All experiments were performed betowean 8:00 and
10:00 am. The protocols for these experiments wers
approved by the Amimal Fthues Commmttes of the
Fadaral University of Pernambuco (CEUTA-UFPE,
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process # 23076.038TEL2014-31) and conducted
m accordance with the Ethical Principles in Animal
Besearch.

PRELIMINARY PHY TOCHEMICAL ANALY SIS

Prelinmnary phytochenueal analysis of the EESth
was camied by Thin Laver Chromatography
(TLC) on silica gel developed by different solvent
systems according to the method proposed by
Wagner and Bladt (1996). It was verified the
presence o absence of favonoids, ciomanue acd
derivatives, phemvipropane glycosides, condenszed
tanmins, coumarins, alkaleids, monoterpenes,
sesquiterpenss, diterpenes, triterpenes, steroids
foaming test. Foams were produced when the
extract {0.5g) was muxed and shaken with water
(2 ml) for 305 and remained for 15 minutes to
confirm the presence of saponins.

PHENOLIC CONTENT ASSAY

The concentration of total phenol of EESth was
determiinate by a spectrophotometric method usmg
the Folin-Ciocalten reagent (Singleton et al. 1999).
The ethanolic extract with concentrabion of 1 mg/
ml was applied on this analy=is. The reaction
was prepared with 0.5 ml of ethanolic extract
solution, where was added 2.5 ml. of the Folin-
Ciocalten reagent (10%) and 2.5 ml of NaHCO,
(7.5%). The samples were prepared in triplicate.
Blank was prepared concomtantly, from 0.5 ml
of methanol, 2.5 ml of Folin-Ciocalteu (10%:)
and 2.5 ml of NaHCO, (7.5%). The samples were
menbated on a thermostatic batch at 45°C for 43
mm. The absorbance was measured at 765 mm (L)
for each repetition from triplicate and the media
was caloulated The same procedure was repeated
to gallic acmd standard solufion and a calibration
curve was determunate. The total phenol confent
was expressed on terms of gallic acid equrvalent
(g of GAE g of extract).

Fravomonn CowTENT ASsay

The determination of flavonoids was performed
according to Wousky and Salatmo (199E) adapted
method. EESth (lmg/ml), alominum chlorids
hexahydrate (AIC] 6HO) at 5% dissolved m
methanol (lml) and methanol (2 ml) were
added m test-tubes. Blank sample was prepared
using 4 ml. of methanol and 1 wl. of AIC]_6H.O.
Zamples remamed in dark for 30 mimites and the
absorbance was measured at 425 nm. Standard
sohotions of quercetin in concentrations of 50, 100,
200, 300, 400 and 300 pg/ml. were used to obtain
the calibration cvrve. The flavonoid content was
expressad m terms of quercetin equivalent (mg of
QUE'g of extract).

CHTOTOXICITY ASSAY

The lnman epidermoid cancer cells (HEp-2 cells)
wereinvestigatedby the WM T Tmethod [ 3-(4, 5-dimaty]
(thazol-2-v1)-2,5 diphenyltetrazolnim bromida]].
Brnefly, HEp-2 cells were trypsinized, counted
and prepared m a sospension with 10+ cellsml of
DMEM and distributed in a plate with 96-wells,
which was incubated at 37°C in a humudified
atmosphere for 24 h. The EESth was disselved mn
dimethy] sulfeeads (DMS0) in concentrations of
500 pgml, 250 pg/ml, 125 pe'ml, 62.5 pz'ml and
31.2 pg'ml and put in the wells with the HEp-2
cells. Extracts with concentrations more than 30
mgz'ml are considered cvtotose (Geran et al. 1972).
Each concenfration was tested m quadrplicate.
DMEM writh DWMS0 was used as contrel. After 72
b, 25ml of MTT and Smg/ml of FBS were added to
the wells and the plate was mevbated for 2h. The
opiical density was measured at 5530 nm by using a
microplate reader (Elx800, BioTek®, USA)

Acute ToxiciTy Evaruarion

Acute toxicity effect of EESth was performed
m accordance with Orgamrzation for Economie

Cooperation and Development (OECD) Guidelines

An Acad Bras Cianc (3016) 88 (3 Suppl)
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423 (2001}, After 5 days of acclimation 1n
metabolic cage, nulliparous and non-pregnant
famale rats were fasted overmight and weighted
before extract adoumistration. The EESth used
m the assay was dissolved m distillated water
and adnumistered by gavage o rats at smgle doss
using a ammmal feedmg meadles (100wl 100g boar).
Animals were randomly divided into 3 groups
with 3 ammals each: (3) control proup (C) wiich
received only distilled water, {b) I00meEg
(EESth, ) and () 2.000mgKg (EESth, ). There
15 no toxicelogical information about Spondias
mberoza, m accordance with OECD 4003 1t was
evaluated 2 doses. To metabolic, hematological,
biochemical and histopathological analysis wers
used frire ammals'sroup.

Dhuring the first 4 howrs, the glyveaemia and
body temperature were monifored. All amimeals
were closely observed for skin, fir, eves, mucous
membrane toxic effects and behawvior patterns,
lethargy, sleep, diarrhea, tremors, salivatiom,
METABOLIC PARAMETERS

All amimals were monitored for 14 days after
treatment which were kept in metabolic cage to
evaluate, urinary volume, food and flmd intzke
daly as well as body weight gamn.

BrocHesic AL ARD HEMATOLOGICAL ANALY SIS

Blood zampling

At 24 howrs and 14 days after gavage, fasting
rats ware anesthetizad and blood was drawn from
retro-orbital route with or without heparin for
hematelogical and serum biochemical analysis,
respectrvely.

HemaroLoGical ANALY SIS

Hematological parameters incloded red blood
ealls (RBC), mean corpuscular vohome (MW,
hemoglobin (HE), mean corpuscular hemeglobin

An Asad Bras Cienc (2016) 33 (3 Suppl)

({MCH), mean corpuscular hemoglebin
concentration (MCHC), platelets, white blood cells
{(WEBC), lymphoecytes (LYM) and granulocytes
(GEAN) were determuined by an automatic
hematology analyzer (SDh-20, Labtest® Brazil).

SERUM BIOCHEMISTRY

Biochemical amalysis were performed for
determination the following parameters: alamme
{ALT) and aspartate aminotransferase (AST),
alkaline phosphatase (ALFP), total protein ([TF),
alburon (ATB), AST/ALT and albumin'globulm
ratio (AMNG), blood urea mtrogen (BUN) and
creatimine (CEE). Globulin was obtamed from the
difference betwreen totzl protein and albuomm
OrGan WEIGHT AMD HIETOPATHOLOGICAL AMALY SIS

At 14* day, all female rats were necropsied after
blood collection for anatomacal localization
and gross examination of visible changes m the
organs (aspect, color and size). Selected organs
mchidhng braim, hmgs, heart, liver, kidney, uterus
and ovanes were carefully excized and trimmed
of fat and connective fissue before bemg weighed.
determmed and expressed by 100g of rat. The
specimens of vital organs (kidnev and lLiver)
were fixed 1n 10% formalin buffer sohution for
24 howrs at room temperature and washed for 4
step-wise using T0~100% ethancl. Delrvdrated
tissues were tumed fransparent through addition of
xwvlens. Tizsues were added to pre-heated paraffim
for sufhcient infiliration, cooled, and made nto
paraffin blocks before cutfing mto 5 pm sactions
using a microtome (Leica® RM 2025, Heidelherzer,
Germany). The paraffin was removed and
specimens were dehydrated for observation with
imverted optical microscope (Leica®, Heidelherger,
Germany) coupled to a video camera (Leica® DFC
280, Weizlar, Germany) and a computer momstor
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after hematoxvlin-eosin dyemgs. The specimens
of vital organs were analyzed by an expenenced
patholegist for any cellular damagze or change 1
moiphology and photographed. The organ weight
was and expressed by 100z of ats.

STATISTICAL AMALY SIS

The cytotoxicity analysis was performed by
Shapiro-Wilk test wsmg Staftistical Package for the
Soctal Sciences (SP55) version 21 with P value =
0.05. In vive data were expressed as mears5 E ML
The one-way analysis of variance (ANOVA)
followsd by Bonferrom test was emploved to
analyze the data between treated groups (EESth,
and EE5tb, ) and their respective control
groups followed. P valee = 0.05 was considered
RESULTS

PHY TOCHEMICAL ANALY SIS

Prelimmary phytochenmeal scresning of EESth
showed the pressnce of flavonods, friterpen,

1987

tanims, stercid and sponins and absence of cinmarme
derivates, phenylpropane ghyeosides, cumarins,
alkaloids, naphthoquinones, monoterpenes,
sesquiterpenes and diterpenss. In addition, tofal
phenolics content varied from 20307 to 52.747 mgz
of GAE of EESth and flavonomds content varied
from 1.457 to 10,325 mg of QUE of EESth (tables
Tand IT).

GEMERAL METABOLIC PARAMETERS

Meither mortality nor severs toxc or side effacts
were cbserved during all expenmentzl peniod (14
darvs). However, behavior pattern alteration, such
as reduction in locomotor actrvity at first day was
detected at higher dose used.

There were no differences i body weight
gam and total food miake between the confrol and
EESth treated rats m doses of 300 and 2.000 mg’
Egz, however, the extract at the higher deose reduced
quethy the food (45%) and water (30%) mtake at
1* day, without any alteration in urinary volmme
(Figure 1).

TABLEI
Resulis from assays to determine the total phenolic content from EESth expressed on terms of
gallic acid equivalent (mg of GAE 'z of extract).
Exfract concenfration
Repesition 1000 pgimal 500 pgml 250 pz'ml
A 51780 37808 19.431
B 51119 31 448 20 045
C 51343 32093 17
Medm 51747 31819 20507
TABLED
Resulis from Savomoid content from EESih expressed oo ferms of quercefin equivalent (mg of
QUE/g of exiract).
E""”R COMCELTAION 1000 pz/ml 500 pgfml 150 pz/ml
A 10,752 4475 1525
B 9548 4 364 1.158
C 10576 4403 15590
Medm 10315 4414 1457

An Acad Bras Cianc (2016) 88 (3 Suppl)
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Figmre 1 - Efects of acuie oral treatment with the EESth on (1) body weight: {b) food intake; (c) fuid
intalke and (d) urimary vobime of control {C), treated with 300 mg/kg (EESib, ) and 2.000 mgks

(EESth, ) Eroups during 14 days

Organ WEIGHT AMD HISTOPATHOGICAL ANALY SIS

The EESth did not show statistical significant
differences on liver and kidney weights. The
control (29201 mg/100g and 0 38001 me100g),
EESth,,, (3.3+0.2mg/100z and 0.38+0.01 mg/100g)
EESth, . (3.620.3 mg/100g and 0.39=0.02
mgz/100g). There were not morphological changes
m liver and kidoev of rats companing with the
control group. The histopathological analysis of
biver and kidney after acute treatment with EESth
at both doses showed a normal kidney and liver
architecture. The cords of hepatocytes (CH) very
well amranged, sinusoid capillanies (5) and central
veins (CW) without alterations (Figure 2: a, b
surroumded by the Bowman's capsule (BC), Feanal
Tubules (BT} without amy mflammatory changes
when compared with the control group (Figure 2
¢, d and ).

HEMATOLOGICAL AMD SERUM BIOCHEMICAL ANALY SIS

The serum hematological and hochemical data
on 1* and 14* days were summarnized in tables I

An_dcad Bras Cienc (2016) 88 (3 Suppl)

and IV, respectively. There was no difference m
the hepatic (ALT AST ATP TR AIB, GLO ATTY
AST and A/G ratio) and renal {creatinine and wrea)
function among control and treated groups, as well
as in amy hematological index analyzed at 1* and
14"™ days.

CYToToMICITY

EEStb m concentrations of 31.2, 625, 125, 250 and
500 pgml on HEp-2 cell hmes did not produce amy
cytotosae effect i cell lnes when comparad with
control DMEM and DMS0. However, the EESth
treatment showed an increasze m cell mumber 1n all
concentrafions mamby at 250 pz'ml. comparmg fo
the control group (Fizure 3).

DISCTUSSION

5 mberosa Armada 1s a tropical plant whach plavs an
important role in Brazml’s semi—anid region. TTmbua
fruit 15 large appreciable mamby by the taste charae-
tenistic, but also its medicnal use has besn reported
in the Interahre (Lins Neto et al. 2010, Da Silva et
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Figure 2 - Photomicrographs of hepatic tissue of rats- (a) Coatrol group; (b) EESth,, (c) EESth, _, and of renal tissue
of rass: (d) Control group; () EEStd,, (f) EESth, . Formalin fived, HE- staimed CH — Cords of Hepatocyte: S -
Sinmsoids capillaries; CV - Central Veins. G- Glomemlus; RT - Renal Tubules; Bowman's capsule (BC). Magnification
200X

TABLE IO
Effects of acute oral treatment wifh the EEStb on hematological parameters of control (C), treated

with 300 mg/kg (EEStb, ) and 2.000 me/kg (EEStb, ) groups at 1 and 14*day after gavage.

*day Uit Control EES®,, EES®,_,
RBC 1041 75402 7002 6.5:08

MCV 3| 56.4:0.8 542403 552406
He zidl 154504 144203 15.00.6
MCH pe 205202 21002 20.6:01
MCHC =l 364203 378:03 37.8:03
HCT % 423211 381200 40.0£16
WBC 10°L 63204 72406 6.8:0.6

LYM 10°L 57202 6.70.5 64208

14* day

RBC 10%L 75403 7.5403 77201

MCV 31 57.0=1.0 557404 56,8204
He =l 15.720.5 15.9:0.6 158202
MCH pe 21.0:02 204202 20.6:01
MCHC 2/l 369207 364403 36,2402
HCT % 426217 £720 437206
WBC 10°L 45:03 54200 5508

LYM 10°L 42403 40:08 44204

An Acad Bras Cienc (2016) 88 (3 Suppl)
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TABLEIV

Effects of acnte oral trextment with the FESth on biechemical

of control {C), treated

with 300 mg/ke (EESth_) and 2000 mg/kg (EESth, ) groups at 1* and 14*day after gavage.
i Conmal

I* day Unit EESib,, EESt,
AST UL 1432203 129.08=8.21 1114752
ALT UL 462428 63,6467 549277
AST/ALT ratio UL 28402 22401 2201
ALP UL 4032667 48.6128.75 35.38:85
Albumin gl 2744013 25409 2153409
Total protein gl 5974028 6.7440.19 5.7340.36
Globulin gl 3224036 425022 2812046
A/G ratio gl 050:0.11 0.6440.06 1012017
Urea me/dl 4481780 35526125 33612215
Creatinine mefdl 0284003 0.29:05 0312005
14 day

AST UL 138685638 116271230 120212045
ALT UL 48,04 55 4374112 454467
ALT/AST ratio UL 27403 25403 30203
ALP L 29.71£3.19 26405274 42962791
Albumin il 260,08 2444018 2614013
Total protein gl 6264020 6.5640.19 6334020
Globulin gl 3694023 4124023 3714012
A/G ratio gl 0.7340.06 0.6540.07 0.7140.03
Urea mefdl 47.16£330 46282283 42332248
Creatinine mefdl 0.4240.06 0472001 0.4940.03

Figure 3 - Effects of EE5th on HEp-1 Cell mmmber ***
p<00000 and **p=20.01 vs control 2161 §1em.

al. 2012). The mportance of 5. wberosa in folk
medicme, human mitrition and 1ts pharmacological
potential makes this toxicological evaluaton on it
mperative. In literature, there 1s neo information

An_Acad Bras Cienc (2016) 38 (3 Suppl)

about safety of 5 mberosa on medicinal propose.
Here these results demonstrated that EES#h showed
tomicity effects naither in vive nor i vitro.

In this stody, the prelimmary phyvtochenmeal
scresning of EESth showed the presemce of
flavencids, triferpen, famins, steroid and spomins
and zbsence of cinnamic derivates, phenvipropans
glyeosides, cumarins, alkaloids, naphthoqumones,
monotarpenes, sesquiterpenes and diterpenss. In
addrtion, total phenohies confent vaned from 20,507
to 52.747 mg of GAE of EESth and flavonoids
content varied from 1457 to 10325 mg of QUE
of EESth as soon in tables | and IT respectivelw.
favonoids, and phenols m extracts of leaves and
fruits of Spondias twbereza (De Sounsa Aramo
et al. 2012, Da Silva et al. 2012, Fielmsk et al.
2014). In addition, Dz Sibva et al. (2012} detected
by diods array destectors (HFLC-FDA) rufin,
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ellagic acid and quercetin. Here, we confimed the
presence of total phenchics and favonmds through
shown the ceowrence of those phytochermmicals m
fnuts and leaves of 5. tuberoza (Zielmski etal 2014,
Da Silva et al. 2017, but until our acknowledzneent
thus 15 the first report i bark.

Amnalyses of several plosiological parameters
such as behavior, body weight, food intake,
biochemical, hematological and hstological
analysis areused fo evahuate toracity i anomals and
bomnans (Ahmad et al. 2013). Meither mortality nor
severe toxic or climical signs were observed dormg
m body weight gain and total food mtake betwesn
the control and EESth,, and EESth, ,, groups
(Fizure 1). However, the extract at the lnpher
dose reduced the food (45%) and water (50%)
mizke at 1* dav, without amy alteration m wrinary
vohmee intake (Figure 1). At first day, reduection
m locomotor activity was induced by EESth, .
Motenthstanding, there were no difference among
the groups on clinical signs patterns, such as

Considering that flavenoed has besn showm
to exert effects on CINS, meanly both sedative
and analgesics (Femandez ot al. 2006), 1t can be
speculated that the tansient reduction m food and
water mizke could be associated to the favonoids
content mn EESth and thewr effects on CWE. It
13 well known that gamma ammobutynic acid
(GABA), the major imlubitory nenroiransmatter m
the CHS, 15 vital for the overall balance between
neurcnal inhibition and exeitation through its
chlonde channels receptor. Many studies have
been comrelated to the afhmties of diverse natural
binding sites located to the GABA receptors to
theirr pharmacological effects in wive such as
anticomulsant, sedative or amaclytic effect (Vicla
et al. 19935, Guebel, of al. 1999, Goutenzan of al.

2003, JTiger and Saabv, 2011). Flavonoids, such
as apigenin, quercefin and chrysin, are sedative m
rodents (Gouteman et al. 2003, Jiger and Saaby
2011) amd 1ts probably cooumence m EESth could,
at least in part, explam the reduction in food and
water mtake and locomotor actvity observed at
first day i EESth, . group. Other expernmments
nmst be undertzken to clanfy this mechanizm.

The hematopoietic system 15 one the most
sensitrve target for tococ melecules (Olson et al.
2000y, Among mportant climeal alterations, the
haematological parameters provide a reliable mdex
to evahiate health and pathological condifions m
human and ammal {Gautam and Goel 2014). In
this report, both red and whate blood cells profile
was analvzed as important toeacological mdex.
Orur results showed that EESth nerther provoked
anemia nor mmmune system stimmlation (table
IIT). Here, we did not observe any hasmatological
toxacity effect and did not interfere or cause amy
myury to the corenlatme red and whte blood calls
or platelets, comoboratmg the wide safety margin
of the EESth. In addition, EESth neither modifisd
serum ghacose levels nor body temmperature (data
not shown), supporting that FESth have no toxac
effect acutely.

Macroscopical analysis revealed that the
EESth,, and EESth,  did not cause any effect on
organ weight such as kidney and liver. Once that,
those organs represent the most sensitive to show
toxicrty when they are exposed to potential harmofinl
compounds (Olson et al. 2000, Luka af al. 2014),
lustopatholosical analysis of both were performed.
Arute treatment with EE5th at both doses showed a
nomal lver architectors with cords of hepatocytes
(CH) very well ammanged, sinusord capillaries (S)
and cenfral vems (CV) withouwt alterations as well
as nomual kidney architecture with glomeralus
(&) smrounded by the Bowman's capsule (BC).
EES5th, ,, zroup showed a minor change in pen-
capsular space suggesting alteration in glomemli
(Figure 2f). Those changes should be confimed

An Acad Bras Cianc (3016) 88 (3 Suppl)
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by lustomorfometnic analysis. Renal Tubules (BT
with the control (Fimure 2).

It 15 well established that serum enzymes
sensitive biomarkers to evaluate hepatotomcity.
Here, hepatic function has been momtored by
the evaluation of the serum level of ALT, AST
and phosphatasze alkaline (ALF). Hepatocellalar
necrosis leads to ngh levels of ALT and AST,
which are released from liver into the blood.
ALP activity, on the other hand 15 related to the
functioning of hepatocytes (Pan et al. 2009). In the
presant study, there were no significant changes m
hepatic enzymes, suggesting that the EESth did not
cause any damage to the hepatic fimetions. Further,
no mparment was detected in kidoey fimction
marks such as mereasing in creatinine and urea
levels (table TV).

Albumn and globulin are the mest important
plasmatic proteins and they represent a good
criterion for assessing synthetic liver capacity (Fan
et al. 2009). In addition, hepatocellular damage
leads a reduction in albumin accompamed by a
relafive mcrease in globulins, which decreass
AN ratio (Santhesh et al. 2007). In hepatotoxic
conditions, a significant reduection In senm urea was
detected due the fathore of the liver in comvertmz
ammo aclds and ammeonia mto wrea (Beichen and
Paumgartner 1980). In this stody, EESth did not
change albumin, globulin and wea levels at fist
and 14® days of experiment (table IV). Considermz
that histopathological analysis and mcroscopy
examination did not reveal amy meult i liver or
kidney hastomorphology (Figure 2), our resulis
suggest that the EESth did not show neplrotoxc
and hepatotoxic effects.

It could be speculated that LD,, of EESth 1=
foumd to be more than 2.000 mg/Ee (OECD 2001).
Substances with LD, higher than 1.000 mgKz
by oral route are regarded as bemg safe or shghthy
toxie (Gamer 1975) and this study shows that
EE5Sth produce little or no short-term effects on

An _Acad Brar Cienc (2015) 88 {3 Suppl)

rats. The results suggest that EESth 15 safety to the
popular use and 1t makes the species interestmg for

To confirm the safety in vive use of the
EESth, we evaluated the eytotoxity m HEp-2
cells. This extract did not cause cytotoxicrty m
able to stimulate the HEp-2 prohferation, with a
lugher effact at 250 pzml (Figuwre 3}, suggesting
a possible mufogemc mechansm of the extract m
HEp-2 cells. Purther studies on the mechanism of
action of EESth and 1ts effects on cell lines under
laboratory condibions are in progress.

CONCLUSIONS

This study 1s the first reports o literature that
about the Spondias ruberosa safety. The data
show that EESth did not cause any death or acuts
toracity signs, as well as also showed mutogenic
effect, suggesting the EEBS4 as a promise to fwhare
hological imvestigation. The spacies 13 wadaly usad
for traditional commmmities m Brazil Mertheast for
different purposes; mcluding treatment of several
to human and ammal use as well as future
pharmacological studies to guarantes the safety of
this plant species when used as a phytomedicine.
The phytochemical profile associated to absence of
toeae effacts hnghlights the FESth promose to fture
RESUMD

Spondias fubemosa Armuda, popularmente conbecida
coms umibu, & uma especie natva da Castinga ampla-
mente ufilizada na medicing popular, cujo perfil toxico-
logico ainda nio & conhecido. Deste modo, este estudo
avalion o perfil fitoquiniico, a toxicidade aguda & a ci-
totoxicidade do exirato etanolico da casca da Spondias
fubenosa Armads (EESe) nos parfmstros hematlogicos,
bioquiniicos e histopatlogicos. Foram ntilizados ratos
fermeas Wistar (=210g) e divididos em: prupo conirole
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{7 e tratados com uma dose tmica de 300mzEz (EES-
th,,) ou 2.000mzke do peso corporal (ESSéb, 0 do
EESth. Apos 24 horas & 14 dias da gavagem, os pard-
metros comportamentais, hemstologicos, bioquimicos
& histopatologicos foram deferminados. O efeito citobo-
xico foi avaliado em celulas HEp-2. Mo fod observada
moralidade ou alferagbes de massa corporal durante
o3 14 dias de experimento nos grupes EESih, & EES-
consumo hidrico e alimentar, assim como ns atdvidade
locomotora no 17 dia de tratamento. Map bouve altera-
[Oes nos parametros histopatologicos, macToscopicos,
bioquimicos & hematologicos. EESth,, nas concentra-
goes de §.25-50pzml™) nio produzin efeito citotdedco.
na celuls HEp-2. Estes resultados sugerem que EESth
boa marpem de seguranca para uso da Spondias fue-
roza Armada.

Palavraschave: Toxicidsde aguda, ciiotedcidade, fis-
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ANEXO C - Parecer da comissao de ética no uso de animais

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Blolgicas

Av. Prof. Nelson Chaves, a/n
S0670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 B1l) 2126 9840 | 212¢& 8351
fax: (55 81) 2126 e350
waw.cch.ufpe . br

Recife, 06 de junho de 2014,
Oficio n® 20/14

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Eduardo Carvalho Lira

Departamento de Fisiologia e Farmacologia — CCB
Universidade Federal de Pernambuco

Processo n® 23076.016693/2014-88

Os membros da Comiss&o de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Efeito hipoglicemiante e hipolipemiante do extrato
etandlico bruto de Spondias tuberosa Arruda em ratos diabéticos”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo
adotadas como critérios de avaliagdo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lel
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos e didéticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Origem dos animais; Biotério do Departamento de Fisiologia e Atenciosamente.
Farmacologia — CCB/UFPE; Animais: ratos: Linhagem: Wistar;
Sexo: machos; Peso: 180-200g; Numero total de animais
previsto no protocolo:; 48.

CCB: Integrar para desenvolver

67






