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O diabetes é uma doenca metabdlica crénica de origem multipla, com elevado
indice de casos, que o torna um grande problema de saiide mundial, sendo considerado uma
das emergéncias de satdde global que mais crescem no século XXI. Em 2021, estima-se que
537 milhGes de pessoas sio portadores de diabetes, e esse niimero est4 projetado para chegar
a 643 milhdes em 2030, e 783 milhdes até 2045. Com esse aumento significativo da doenca o
tratamento terapéutico alternativo utilizando plantas medicinais tem se tornado uma opgio
vidvel de tratamento de doencas crénicas, como o diabetes. O objetivo desse estudo é avaliar
a capacidade hipoglicemiante do extrato bruto (etanélico) das folhas de bacupari em
camundongos com diabetes tipo I induzidos por aloxana. Metodologia: O extrato foi
elaborado apés a secagem e trituracdo das folhas do Bacupari, pelo método de maceracio em
etanol na proporg¢io 1:3 (massa:volume), sendo 500 gramas de folhas moidas imersas em 1,5L
de etanol 92,80 a temperatura ambiente em 3 etapas de filtragio, depois foi encaminhado
para rotaevaporador a 402C para a finalizagdo. Para testar o efeito do extrato bruto das folhas
do Bacupai foram utilizados 60 Camundongos Swiss machos adultos pesando cerca de s0-
60g, 30 deles foram selecionados para fazer do grupo controle (animais normais), e os outros
30 foram submetidos a indugdo de diabetes pela administragio de aloxana, com dose de 150
mg/Kg via intraperitoneal. Depois foi realizada redistribui¢cdo dos animais conforme os
grupos de tratamento, sendo 10 animais/grupo: Grupo Controle (C); Grupo Diabético
Controle (DC); Grupo Salacia elliptica (extrato) (CS); Grupo Diabético + Salacia elliptica
(extrato) (DS); Grupo Acarbose (inibidor a-glicosidase) (CA); Grupo Diabético + Acarbose
(inibidor a-glicosidase) (DA). Cada animal antes de receber o seu tratamento recebeu uma
dose de 10% de carboidratos (amido de milho) via gavagem. Apés os tratamentos foi
verificada a glicemia de cada animal por 240 min (4h) para analisar a influéncia dos
tratamentos na glicemia pés-prandial. A aloxana comprovou sua atividade diabetogénica,
desenvolvendo um alto percentual de condi¢io diabética nos animais e baixa mortalidade.
Quanto a efetividade do extrato etanélico das folhas de Bacupari (Salacia elliptica) foi
constatado que a dose tnica de 400mg/Kg suprimiu (p<0,05) os niveis de glicose pés-prandial
em camundongos nio diabéticos. No entanto, essa reducdo nio foi observada (p>0,05) nos
animais diabéticos. Os efeitos do extrato bruto na diminuicdo da glicemia pés-prandial
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foram comprovados em animais normais, necessitando o desenvolvimento de novas
pesquisas para compreender os efeitos bioquimicos do extrato do Bacupari no intuito de
desenvolver e ofertar terapias que auxiliem no tratamento do diabetes.

Palavras-Chave: Diabetes mellitus. Fitoterapia. Hipoglicemia e Alfa-glicosidase.

Diabetes is a chronic metabolic disease of multiple origins, with a high rate
of cases, which makes it a major global health problem, being considered one of the fastest
growing global health emergencies in the 21st century. In 2021, it is estimated that 537 million
people have diabetes, and this number is projected to reach 643 million in 2030, and 783
million by 2045. With this significant increase in the disease, alternative therapeutic
treatment using medicinal plants has been becoming a viable treatment option for chronic
diseases, such as diabetes. The objective of this study is to evaluate the hypoglycemic
capacity of the crude (ethanolic) extract of bacupari leaves in mice with type I diabetes
induced by alloxan. Methodology: The extract was prepared after drying and crushing
Bacupari leaves, using the maceration method in ethanol in a 1:3 (mass:volume) ratio, with
soo grams of ground leaves immersed in 1.5L of 92.80% ethanol. at room temperature in 3
filtration stages, then it was sent to a rotary evaporator at 40°C for finalization. To test the
effect of the crude extract of Bacupai leaves, 60 adult male Swiss mice weighing around s0-
6og were used, 30 of them were selected to form the control group (normal animals), and
the other 30 were subjected to diabetes induction by administration of alloxan, with a dose
of 150 mg/kg intraperitoneally. The animals were then redistributed according to treatment
groups, with 10 animals/group: Control Group (C); Diabetic Control Group (DC); Salacia
elliptica group (extract) (CS); Diabetic Group + Salacia elliptica (extract) (DS); Acarbose
Group (a-glucosidase inhibitor) (CA); Diabetic Group + Acarbose (at-glucosidase inhibitor)
(DA). Each animal before receiving its treatment received a dose of 10% carbohydrates (corn
starch) via gavage. After the treatments, each animal's blood glucose was checked for 240
min (4h) to analyze the influence of the treatments on postprandial blood glucose. Alloxan
has proven its diabetogenic activity, developing a high percentage of diabetic conditions in
animals and low mortality. Regarding the effectiveness of the ethanolic extract of Bacupari
(Salacia elliptica) leaves, it was found that a single dose of 400mg/kg suppressed (p<o.05)
postprandial glucose levels in non-diabetic mice. However, this reduction was not observed
(p>0.05) in diabetic animals. The effects of the crude extract in reducing postprandial
glycemia were proven in normal animals, requiring the development of new research to
understand the biochemical effects of the Bacupari extract in order to develop and offer
therapies that help in the treatment of diabetes.

Keywords: Diabetes mellitus. Phytotherapy. Hypoglycemia. Alpha-glucosidase.
1. INTRODUCAO

O Diabetes mellitus (DM) é uma doenga metabdlica crénica de etiologia multifatorial,
caracterizada por uma incidéncia consideravel, o que a torna um desafio de magnitude global
para a satide publica (BRASIL, 2017).

Essa doenca é gerada pela auséncia ou insuficiéncia da secre¢io de insulina pelas

células beta do pancreas (DM tipo I) ou pela resisténcia destas células a agdo deste horménio
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(DM tipo II), o que culmina em uma elevagio substancial dos niveis sanguineos de glicose,
acarretando diversas repercussdes prejudiciais no organismo (ROSA et al., 2012 e ERTEN et
al., 2020).

E uma condicio que afeta individuos de todas as faixas etérias, ragas e origens
socioecondémicas indiscriminadamente (SUGANDH et al., 2023). O DM tipo II configura-
se como a variante mais prevalente da doenca. Sua ocorréncia estd frequentemente
correlacionada com a condi¢io de obesidade e o processo de envelhecimento. J4 o DM tipo
I é mais predominante em individuos em fase de infincia e adolescéncia. Sua apresentacio
clinica é abrupta, com uma notdria propensdo a cetose e cetoacidose, o que exige a adogio
imediata de insulinoterapia completa desde o momento do diagnéstico ou apés um breve
intervalo de tempo (RODACKI et al., 2022).

Segundo a 102 Edigio do Atlas da Federagio Internacional de Diabetes (IDF), o
diabetes figura entre as emergéncias de satide de crescimento exponencial no século XXI.
Em 2021, estimou-se a presenca de diabetes em aproximadamente 537 milhdes de individuos,
com a projegio de um aumento para 643 milhSes até 2030 e 783 milhdes até 2045 (ATLAS
DA FEDERAGCAO INTERNACIONAL DE DIABETES, 2021).

A ingestio de carboidratos a longo prazo, considerando tanto o tipo quanto a
quantidade, emerge como o fator preponderante no risco primdrio associado a indugio da
hiperglicemia, desencadeando resisténcia a insulina em células-alvo, no tecido adiposo e nas
células musculares. Apéds sua ingestdo, o amido sofre acdo da enzima amilase pancreitica,
resultando na producio de oligossacarideos e dissacarideos, os quais, por sua vez, sio
hidrolisados pela enzima a-glicosidase intestinal para gerar monossacarideos de absor¢io
eficaz. Como consequéncia desse processo, a captacio dos monossacarideos pela corrente
sanguinea se efetiva no intestino delgado, por meio de transportadores de glicose,
promovendo o aumento da glicemia pés-prandial (AKSORNCHU et al., 2021).

Os primeiros recursos empregados no controle do Diabetes mellitus (DM)
frequentemente se relacionam diretamente com a modificagio dos héabitos de vida,
abrangendo uma alimentaco equilibrada, a pratica regular de atividade fisica, a moderacdo
no consumo de 4lcool e a cessagdo do tabagismo, podendo ou nio ser complementados pelo
tratamento farmacolégico (BRASIL, 2013).

Quando os resultados nio se manifestam na fase inicial do tratamento do Diabetes,
que envolve a modifica¢do dos hdbitos de vida, torna-se imperativo a introdugio de recursos
medicamentosos. Nesse contexto, incluem-se a administragio de insulina e a utilizacdo de
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firmacos, agentes hipoglicemiantes orais, tais como as biguanidas, sulfoniluréias e
glibenclamida (SANTOS et al., 2012 e DADA et al., 2013).

O impacto do DM assume propor¢des notavelmente significativas em nagdes de
baixa e média renda, caracterizadas pela restricio na disponibilidade de recursos
relacionados aos cuidados de satide e educacdo, resultando, consequentemente, na
amplificacdo das suas graves repercussdes. Como resultado, a doenca contribui de forma
substancial para a perpetuacdo das disparidades na satde, agravando as variagdes nos
desfechos de satide observadas entre distintas regides geogréificas e grupos populacionais.
Por ser uma patologia complexa, que se manifesta por meio de uma ampla diversidade de
manifestacdes clinicas e variagdes individuais na resposta ao tratamento, a ado¢io de
abordagens terapéuticas padronizadas pode nio se mostrar adequada para atender
plenamente as necessidades individualizadas, considerando as caracteristicas tnicas de cada
paciente e a realidade socioeconémicas que enfrentam. Isso, por sua vez, gera desafios
consider4veis no alcance de um controle glicémico ideal (SUGANDH et al., 2023).

Como resultado, surge a necessidade de implementacdo de abordagens terapéuticas
alternativas, capazes de abranger uma ampla gama de publico-alvo. A fitoterapia tem
adquirido um espago cada vez mais notério no campo da medicina, provocando, por
conseguinte, um aumento do interesse por parte de pesquisadores em linhas de estudo
relacionadas ao tratamento do Diabetes. O desenvolvimento de agentes fitoterdpicos com
respaldo cientifico requer menos recursos e acarreta menores riscos do que o processo de
desenvolvimento de medicamentos sintéticos (GUILHERMINO, 2o11).

Nos paises desenvolvidos, a principal motivagio por trds das pesquisas voltadas a
fitoterapia reside na busca por alternativas de tratamento primirio a saide que sejam mais
benéficas ou menos agressivas, a luz das evidéncias dos efeitos colaterais associados aos
medicamentos alopaticos, bem como na procura de solu¢Bes para superar as dificuldades de
acesso aos firmacos de origem quimica, decorrentes de seus custos mais elevados
(MATTOS, 2017).

O estudo conduzido por Grochanke et al. (2016) evidencia que a adogdo de
tratamentos terapéuticos alternativos, baseados no uso de plantas medicinais, estd
emergindo como uma estratégia vidvel para a prevencio de doengas crdnicas, notadamente
o Diabetes. A medicina Ayurveda, praticada no Sri Lanka e na India, recomenda o uso das
raizes e caules de Saldcia oblonga e Saldcia reticulata como um meio de prevenir o Diabetes
em seu estagio inicial. No Japdo, por sua vez, essas plantas sio empregadas para mitigar a
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hiperglicemia pés-prandial (MATSUDA et al., 2002; DEEPAK et al., 2015; STOHS e RAY,
2015). Tal contexto realca a imperatividade de empreender investigagdes quimicas e ensaios
clinicos experimentais voltados & validacdo das propriedades terapéuticas dessas plantas
preconizadas para fins fitoterdpicos.

O Brasil abriga uma extensa diversidade de aproximadamente 21 espécies de Sal4cia,
destacando-se a presenca natural de Saldcia elliptica no bioma do Cerrado, localizado na
regiio Centro-Oeste do pais (GONCALVES-ESTEVES e MELHEM, 2000).
Popularmente conhecida como Bacupari ou Saputd, esta espécie é uma das alternativas de
plantas medicinais estudadas no contexto do tratamento do Diabetes (SILV A, 2009).

O género Salicia, anteriormente categorizado por alguns pesquisadores como
pertencente a familia Hippocrateaceae, atualmente é considerado parafilético, sendo
agrupado igualmente sob a denominacio de Celastraceae, desdobrando-se em duas
subfamilias: Hippocrateoideae e Salacioideae (LOMBARDI, 2010).

A literatura cientifica apresenta intimeros relatos do uso de extratos de Salécia para
a reducio dos elevados niveis de glicose no sangue. Em determinados casos, tais efeitos
hipoglicemiantes foram associados aos extratos provenientes dos caules e raizes das espécies
Saldcia oblonga e Saldcia reticulata (MATSUDA et al., 2002), enquanto em outros, a agio
hipoglicemiante é observada com a ingestdo de extratos das folhas da Saldcia elliptica
(DUARTE et al., 2010).

Em uma analise cienciométrica conduzida por Borges, Costa e Junior (2023) acerca
da aplicagdo terapéutica da Salécia, identificou-se sua eficicia no tratamento de 32 categorias
de recomendagdes, destacando-se o controle da hiperglicemia como a indicagio mais
prevalente.

Shivaprasad et al. (2013) mostram em seu estudo que os extratos de Salicia
demonstraram eficicia no tratamento de condi¢des pré-diabéticas e casos de hiperlipidemia
de intensidade leve a moderada, resultando na reducio dos niveis glicémicos.

Esses extratos contém ingredientes ativos como salacinol, kotalanol, acetato de
kotalagenina-16 e mangiferina, que desempenham uma série de funcdes, notadamente a
reducio da glicose pds-prandial por meio da inibi¢io da enzima alfa-glicosidase presente na

borda em escova intestinal, retardando, assim, a conversio de carboidratos em
monossacarideos absorviveis (MATSUDA et al., 2002; LI, HUANG e YAMAHARA et
al.2008; DUARTE et al. 2010; SINGH et al.2018 e MAJEED et al, 2021).
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A alfa-glicosidase é uma enzima de importincia central que desencadeia a etapa final
do processo digestivo dos carboidratos. Ela encontra-se ancorada na membrana do epitélio
do intestino delgado, tanto em seres humanos quanto em animais, e tem como funcio
facilitar a absorcdo de glicose pelo intestino delgado. Ela alcanga essa fungio ao catalisar a
quebra hidrolitica de oligossacarideos, como a sacarose, transformando-os em
monossacarideos de facil absor¢do, a exemplo da glicose e frutose (KUMAR et al., 2011 e
TRINH et al., 2019).

A inibicdo da enzima a-glicosidase no intestino tem como consequéncia a redugio
da clivagem hidrolitica dos oligossacarideos, prolongando, portanto, o processo de digestdo
dos carboidratos até a por¢io inferior do intestino delgado. Esse atraso no processo digestivo
reduz a absorcdo de glicose, o que, por conseguinte, ocasiona uma diminui¢io nos niveis
sanguineos de glicose. A inibi¢io enzimitica e o consequente retardo na absor¢io de
carboidratos tém se mostrado como uma das estratégias mais eficazes para atenuar o
aumento de glicose no sangue apds as refei¢Ges, contribuindo, assim, para a prevengio do
surgimento de complica¢des associadas ao Diabetes (KUMAR et al., 2011 e TRINH et al.,
2019).

Assim, a inibi¢do da enzima alfa-glucosidase durante a digestdo de carboidratos é
responsavel pela diminui¢io dos niveis de glicose no plasma apés as refeicdes, resultando na
supressdo da hiperglicemia pés-prandial. Por isso, nos dltimos anos, tem ocorrido uma
crescente énfase na busca por inibidores eficazes da alfa-glucosidases de fontes naturais, com
o propésito de desenvolver alimentos funcionais ou alternativas para o tratamento do
Diabetes Mellitus.

Deste modo, esperamos que as substincias presentes no extrato etandlico das folhas
de Saldcia elliptica possam: 1) inibir a absorcdo da glicose, bloqueando a absor¢io dos
monossacarideos (glicose), ou 2) inibir a atividade da(s) enzima(s) hidrolizande(s) de
carboidratos, retardando ou interrompendo a liberagdo de glicose dos carboidratos durante a
digestido, resultando na reducdo dos niveis plasmaticos de glicose pés-prandial ou supressio
da hiperglicemia pés-prandial devido a nio absor¢io ou nio digestio de polissacarideos.

Portanto, o objetivo desse trabalho é avaliar a capacidade hipoglicemiante do extrato
bruto (etanélico) das folhas de bacupari em camundongos com diabetes tipo I induzidos por
aloxana, e assim contribuir um pouco mais com a compreensio sobre a a¢do hipoglicemiante
dos compostos produzidos pela Salicia, e comprovar que as espécies brasileiras como a S.
elliptica, nativa do cerrado, também possuem agio hipoglicemiante, servindo como um
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futuro fitoterdpico, uma vez que a fitoterapia faz parte da pratica médica e é bem aceita e

acessivel & populagio.

2. METODOLOGIA
2.1 Identificacio das folhas de Saldcia elliptica (bacupari)

A planta de Sal4cia utilizada como fonte do material de preparagio do extrato ja foi
identificada pelo depédsito de uma exsicata da arvore coletada na Chécara Paulo de Freitas,
Municipio de Ceres, Estado de Goiés, Brasil (15219°12,7”S/49236’15,8”W). O espécime foi
identificado pelo Prof. José Angelo Rizzo, curador do Herbério da Universidade Federal de
Goiés (Instituto de Ciéncias Biolégicas; Unidade de Conservagio - PRPPG) onde a exsicata

foi depositada sob o nimero de registro 30344, no dia 30 de setembro de 2006.

2.2 Obtengio do extrato etandlico das folhas de Saldcia elliptica (bacupari)

Para a preparagio do extrato, foram utilizadas folhas de Saldcia elliptica (familia
Hippocrateaceae), colhidas em um periodo aleatério do ano na Chicara Paulo de Freitas
Ceres/GO.

O material vegetal (folhas) foi limpo e seco & sombra por pelo menos uma semana
(até estabilizacdo do peso avaliada pela amostragem de folhas durante o processo de
secagem) e em seguida triturado em moinho de facas. Apés secagem e pulverizagio, a
extragio foi realizada por maceragdo em etanol 92,80, na propor¢io 1:3 (massa:volume),
acondicionados em um recipiente de vidro, sendo 500 gramas de folhas moidas imersas em
1,5L de etanol 92,806 4 temperatura ambiente, sob agitagio mecinica por trés vezes ao dia
(9h, 16h e 23h). A cada agitacdo foi registrada a temperatura ambiente e apés uma semana
do inicio da maceracdo, o solvente foi filtrado com o auxilio de coador de algodio e
encaminhado para rotaevaporador a 40°C para a finalizagdo do extrato (FIUZA, et al., 2015).
O extrato etandlico bruto obtido ficou armazenado em freezer para posterior diluicdo e

administracio aos animais.

2.3 Animais

Antes de iniciarmos a utilizagio experimental dos animais, um projeto foi submetido
4 Comissido de Etica no Uso de Animais (CEUA/UEG) para avaliacdo ética do manejo e

execu¢io da metodologia, o qual foi aprovado — protocolo CEUA/UEG n.o13/2022. Foram
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utilizados 60 Camundongos Swiss machos adultos com aproximadamente 100 dias de idade
e pesando cerca de 50-60g, os quais ficaram no Biotério do Laboratério de Fisiologia e
Bioquimica Toxicolégica da Universidade Estadual de Goids — Unidade Universitaria de
Ceres, em condi¢des controladas de luminosidade (12h luz: 12h escuro) e temperatura
(23+2°C), recebendo alimento sélido (ragio comercial da marca Presence) e dgua filtrada a

vontade.

2.4 Determinagio do horério de pico de glicose pés-prandial

Para determinagio do horario de pico de glicemia pés-prandial, os animais normais
(ndo diabéticos) receberam uma solucdo de amido de milho pré-cozido (mingau de maizena)
como fonte de carboidrato. A concentracio de carboidrato da solu¢io fornecida aos animais
foi de 590 (calculada a partir das especificagdes do rétulo do produto), a qual foi administrada
via gavagem, no volume miximo de 1% do peso corporal, atendendo as determinacdes da
RN n.33 do (CONCEA, 2016). Em seguida, foi realizada a coleta seriada de sangue para
dosagem da glicemia. Esse procedimento visou determinar o horirio do pico da glicemia
pds-prandial necessirio para determinar o horirio da amostragem de sangue apés a
administra¢io do extrato de bacupari.

Apés periodo de adaptagio de aproximadamente 15 dias no biotério do Laboratério
de Fisiologia e Bioquimica Toxicolégica da UEG de Ceres, os animais foram divididos em
4 grupos com 10 individuos cada, que estiveram em jejum prévio de 4h (retirada da ragdo as
8:00h), mas com livre acesso & 4gua. Também foi trocada a serragem da caixa para eliminar
a possibilidade de acesso dos animais aos farelos da racio.

Ao meio dia, foi retirada uma gota de sangue por pun¢io da veia caudal ou safena
(ZANATTO et al., 2019) para dosagem da glicemia, que foi realizada em um aparelho
medidor de glicose com fitas (Accu-check) representando o tempo o (zero) da coleta, e em
seguida realizada a gavagem (ZANATO et al., 2019) com a solugio de amido. A partir desse
momento, de cada grupo (n=10) foi retirada uma gota de sangue com intervalo de 1h cada
(totalizando 5 amostragens no grupo I e 4 amostragens nos grupos restantes), de maneira
que se obteve uma curva glicémica com 15min de intervalo entre as amostragens, totalizando
um pool de 17 amostras entre os grupos, que compuseram uma curva com 17 pontos (o, 15,
30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, I35, 150, 165, 180, 195, 210, 225 e 240 min apods a gavagem).
Imediatamente apés a tltima amostragem pés-administragdo da solugio de amido/glicose
de cada grupo (3 a 4h depois), os animais tiveram acesso  racdo. £ importante salientar que
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o tempo de jejum efetivo foi de apenas 4h antes da realizagio da gavagem com solugio de
5% glicose/amido.

Dessa forma, foi possivel determinar o horario do pico de absor¢io da glicose, e em
que momento a glicemia retornou aos niveis basais, acompanhando a glicemia até no
mdaximo 4h apds a administracdo da solugio de amido.

Esse mesmo procedimento foi adotado para testar outra fonte de carboidrato
(agticar), permitindo aos animais uma semana de intervalo para recuperacdo. Foram
utilizados os mesmos animais, uma vez que o tratamento nio interferiu em seu
metabolismo, e a intervencio feita nos animais foi somente uma pungio caudal para coleta
de uma gota de sangue, necesséria para ativar a fita do glicosimetro. Esse procedimento
garantiu ainda resultados confidveis, aproveitando um nimero amostral significativo e
atendendo aos principios dos 3R's, reduzindo a necessidade de animais, gracas ao seu
reaproveitamento.

Assim, ao testarmos duas fontes de glicose, foi possivel confirmar se o pico de glicose
seria semelhante para ambos os tipos de carboidratos, e a partir desses dados, direcionar de
forma mais eficiente a escolha da melhor fonte de carboidratos para os testes subsequentes
com o extrato de bacupari, ampliando o entendimento sobre seu potencial e otimizando

futuras investigacdes nessa drea.

2.5 Tratamentos

Os animais receberam 200mg/Kg de extrato etanélico das folhas de bacupari
(VENKATESWARLU et al., 1993; AKUODOR et al.,, 2019; ERTEN et al., 2020)
administrado via oral (V.O. - gavagem - ZANATTO et al., 2019), 24h apds a constatagio
do diabetes. O extrato foi aplicado nos animais, em jejum prévio de 4h, 5 min antes da
aplicagdo da solugdo de 5% de carboidratos, tendo como fonte o amido de milho pré-cozido
(mingau de maizena) e/ou uma solugdo de agticar. As solu¢des de amido e agtcar foram
administradas com intervalo de 72h.

Para evidenciar o efeito hipoglicemiante do tratamento com o extrato de bacupari,
foram utilizados animais com Diabetes mellitus induzido por aloxana (indugio descrita
abaixo).

Os tratamentos foram distribuidos em 6 grupos, da seguinte forma: Grupo Controle
(C) (n=10), animais nio diabéticos e nio tratados que receberam somente o veiculo e foram
utilizados para a comparacio dos parimetros de polifagia, polidipsia e alteragdes metabdlicas
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(ex: perda de peso); Grupo Diabético Controle (DC) (n=10), controle diabético, animais
diabéticos nio tratados que receberam somente o veiculo; Grupo Salacia elliptica (extrato)
(CS) (n=10), animais nio diabéticos que receberam extrato etanélico de folhas de S. elliptica,
na dose de 200 mg/Kg, V.O; Grupo Diabético + Salacia elliptica (extrato) (DS) (n=10),
animais diabéticos que receberam extrato etandlico bruto de folhas de S. elliptica, na dose de
200mg/Kg, V.O.; Grupo Acarbose (inibidor a-glicosidase) (CA) (n=10), animais nio
diabéticos que receberam uma dose do inibidor da a-glicosidase; Grupo Diabético +
Acarbose (inibidor a-glicosidase) (DA) (n=10), animais diabéticos que receberam uma dose
de 100 mg/Kg de Acarbose. A acarbose é um oligossacarideo complexo, inibidor da alfa-
glicosidase intestinal (CLISSOLD et al., 1988), que retarda a digestdo dos carboidratos
ingeridos, resultando em um menor aumento da concentragio de glicose no sangue apés as
refeicoes (MOSBY’S, 2002), e devido a essa caracteristica foi utilizado como controle
positivo.

Para avaliar o potencial efeito hipoglicemiante do extrato de bacupari na glicemia
pds-prandial, foram coletadas amostras de sangue no horério do pico de absor¢io de glicose
(a ser definido na Determinacio do horério de pico de glicose pés-prandial — descrito acima)

e de hora em hora até atingir 4h de jejum apds a aplicagio da solugdo de amido.

2.6 Inducgio do diabetes mellitus

O Diabetes mellitus foi induzido pela administragio de aloxana, administrada na dose
de 150 a 200mg/Kg (ZAREIE, 2018 e GUO, 2017), via intraperitoneal (i.p.) de acordo com
técnica recomendada por Zanatto et al. (2019), estando os animais em jejum de 12h (8h pré-
aplicagdo e 4h pés-aplicagdo) (ZAREIE, 2018; GUO, 2017; AKINDELE et al.2015 e DADA et
al. 2013). Apébs 48h da aplicagdo de aloxana, foi realizada a dosagem de glicose plasmética
utilizando um aparelho medidor de glicose com fita (tipo Accu-check). Somente os animais
que apresentaram valores de glicemia iguais ou superiores a 250mg/dL foram considerados

diabéticos e selecionados para o estudo do efeito hipoglicemiante do bacupari.

2.7 Coleta seriada de sangue

A coleta de sangue (adaptada da técnica descrita por Zanatto et al. (2019) foi dividida
em dois tipos diferentes: 1) Gota - realizada pela utilizagdo de apenas uma gota de sangue
coletada por puncio caudal ou da veia safena para ser utilizada na fita do aparelho medidor

de glicose tipo Accu-check. Essa coleta foi preferencialmente utilizada para acompanhar a
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glicemia dos animais; 2) souL de sangue - realizada para utilizacdo de 1ouL de plasma obtido
de uma aliquota de aproximadamente souL de sangue, para determinagio da glicemia por
colorimetria (kit enzimatico) nos momentos em que a glicemia estourava a escala do
aparelho Accu-check (>60omg/dL). Apéds a coleta, as amostras de sangue desse método
foram centrifugadas para obten¢io do plasma e subsequente determinagio da glicose pelo
método colorimético (kit para dosagem de glicose).

Para a execugdo da coleta, inicialmente procedeu-se & imobilizacdo do animal
(BAAMONDE, 2021 e ZANATTO et al., 2019), assepsia (4lcool 70%) da cauda e/ou
tricotomia do membro pélvico, para acesso da veia caudal ou da veia safena,
respectivamente, que foi perfurada no sentido distal-proximal, utilizando uma agulha
esterilizada de calibre 27. Apés a pungio venosa, o sangue fluia na superficie da pele e era
coletado uma gota diretamente na fita do aparelho medidor de glicose, ou aproximadamente
souL, em um Eppendorf previamente heparinizado com syl de heparina.

As amostras de sangue foram coletadas de forma seriada por pungio caudal de acordo
com o descrito no item “Determinacido do horario de pico de glicose pés-prandial” (descrito
acima), e de hora em hora (totalizando 4 amostragens) apés o pico de absor¢io de glicose
nos animais do experimento com o extrato. Especificamente para a coleta de sangue da veia
safena (5ouL), foi feito um garrote do membro com os dedos visando causar ingurgitamento
do vaso, seguido da punc¢do com uma agulha (ZANATTO et al., 2019). Depois da coleta foi
realizada a hemostasia por compressio com uma gaze no local da pungio, como

recomendado por Bogdanske (z010).

2.8 Eutanisia e coleta de tecidos

Os machos foram eutanasiados por decapitagio apds anestesia com isoflurano (1,5%
via inalatéria) para coleta de sangue e retirada dos tecidos para anélises. Esse processo foi
realizado em uma sala diferente de onde os animais foram mantidos. Cada animal foi
conduzido individualmente para o local da eutanisia, que foi realizada por um dos
colaboradores com experiéncia.

Apés a eutandsia e exsanguinagio dos animais, foi retirado o figado e o musculo
gastrocnémio para posterior dosagem de glicogénio (método descrito por CARROL et al.,
1956) e lipideos totais (método gravimétrico). Resumidamente, soomg de tecido foram
triturados em uma mistura de cloroférmio-metanol (2:1), posteriormente filtrados e
misturados em solucdo salina para separacdo das fases. O sobrenadante foi aspirado, e a fase
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inferior foi despejada em um recipiente previamente tarado, para evaporagio do cloroférmio

em estufa a 45°C. A diferenca de peso resultou do total de lipidios no tecido.

2.9 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram testados quanto a4 normalidade dos erros e homogeneidade
das variincias. O experimento e todas as anilises foram conduzidos no Laboratério de
Fisiologia e Bioquimica Toxicolégica da UEG Campus Ceres. Aos resultados foi aplicada a
analise de varidncia (ANOVA) e o Teste t de Student, sendo adotado o nivel de

significincia de 59%.

3. RESULTADO E DISCUSSAO
3.1 Producio do extrato das folhas do bacupari

O procedimento de extragio dos constituintes soldveis das folhas de Bacupari
(Salacia eliptica) pelo método de maceragio a frio, foi realizado em uma proporgio de 1:3
(soomg de folhas de bacupari moidas para 1,5L de etanol 92,8%), seguidas de trés etapas de
filtracdo, realizadas a cada 7 dias. Ao final de cada periodo de extracdo (a cada 7 dias), foi
realizada a filtragem do macerado, reservando-o apés filtracdo, e adicionado mais solvente
as folhas moidas, seguindo a mesma proporgio de 1:3, até que se complete o ciclo de 3 etapas.
Na primeira etapa de extragio de foi obtido o,5L de macerado, j4 na segunda e terceira etapa
foi obtido 1,51 de macerado respectivamente, totalizando ao final do processo 3,5 litros de
macerado. Subsequentemente, o extrato foi submetido ao processo de finalizacdo no
rotaevaporador a uma temperatura de 40°C em baixa pressio. Nesse estigio, houve a
redug¢io de 989 do volume de etanol e foi obtido um rendimento de 70 mL de extrato
etandlico de Bacupari.

Crispim, (2012) em seu estudo para obtencdo do extrato etandlico de Casearia
sylvestris (popularmente conhecida como Guagatonga ou Cafezeiro do mato), utilizou
também 3 etapas de filtragdo, sendo cada uma de 24h, tempo menor em relacdo a nossa
extragio. Esse autor também realizou a extracio do solvente das amostras em
rotaevaporador e encontrou uma redugio de apenas 62,5% do volume de etanol.

Na evaporagio rotativa, os extratos sio constantemente agitados por rotagio,
promovida pela técnica de rotagio causada pelo motor do rotaevaporador, com o intuito de

eliminar o solvente na forma de vapor. Esse solvente é subsequentemente condensado em
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um bal3o, tornando possivel sua recuperagio. Consequentemente, os volumes reduzidos dos
extratos sdo concentrados em baixas temperaturas, as quais sio mantidas dentro da faixa de
30°C a 40°C, porém em baixa pressio (SILVA, 2012).

Apébs a passagem pelo rotaevaporador o extrato foi armazenado em freezer para
posteriormente ser utilizado no experimento. Ainda no sentido de caracterizarmos o extrato,
separamos uma aliquota de 750mg desse extrato para determinar o teor de umidade e
quantidade de massa do extrato seco.

Para isso, foram utilizadas trés placas de Petri, secas previamente em estufa, com
25omg de extrato imido (pds rotaevaporagio) em cada uma. Em seguida as amostras foram
colocadas em uma estufa a aproximadamente 40°C por 12h para secagem prévia.
Diariamente foram pesadas até a constatagio da estabilizagio do peso, seguindo a
determinacio da massa seca e o calculo da umidade (o), que atingiu valores de 649%.

Albino et al., (2015) em seu estudo realizou processo de determinac¢io do rendimento
de massa ao final de cada intervalo de extracdo. Os frascos contendo extrato etanélico foram
colocados em estufa com circulagdo de ar a 55 2C para secagem até peso constante, porém os
autores nio relataram os valores encontrados.

A producio de extrato etandlico é uma técnica amplamente utilizada na inddtstria
farmacéutica e cosmética. Além disso, o etanol tem muitos beneficios em comparacio com
outros solventes, além de apresentar um custo relativamente baixo, ele ndo é considerado
téxico para consumo humano (SILVA, 2022; BARBI, 2016), isso torna os fitoterdpicos
obtidos por essa técnica mais acessivel ao consumidor.

Dessa forma, a determinagio do extrato bruto, nos permitiu fazer uma estimativa da

massa de extrato a ser usada, para atender a dOSQ a ser testada.

3.2 Determina¢do do pico de glicose e definicio da fonte de carboidrato usada no
experimento

O pico da glicemia em camundongos ndo diabéticos submetidos & administragio (via
gavagem) de uma solucio de glicose anidra 59 foi observado nos 15 primeiros minutos apés
a gavagem (Figura 1), atingindo um valor de 21omg/dL. A glicemia retornou aos niveis
iniciais 6omin apés a gavagem (172 e 168mg/dL respectivamente) e continuaram a cair até
0s 240 minutos apés a aplicagio da solugio de glicose (142mg/dL).

J4 os animais tratados com amido como fonte de carboidratos (solu¢io 109% de

carboidrato), apresentaram o pico glicémico apés 30 minutos da gavagem com a solucio de
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amido (Figura 2), atingindo um valor de 245mg/dL. Da mesma forma que observado nos
animais tratados com a solu¢io de glicose anidra, a glicemia retornou aos valores iniciais
apés 6omin do tratamento (182 e 181mg/dL respectivamente), continuando a cair até valores
de 137 mg/dL aos 240min apés o tratamento.

Assim, a partir desses resultados, a escolha do amido como fonte de glicose para o
tratamento dos animais foi fundamentada em 2 caracteristicas: no maior tempo para atingir
o pico de glicemia, que para o amido foi 15 minutos & mais que para a glicose anidra, e no
maior valor de glicemia apresentado. Dessa forma, além dos valores nutricionais como fonte
de carboidratos na dieta humana, encontrado abundantemente em grio de cereais, raizes e
tubérculos de nossa alimentagio, o amido representa 8o a 9oo da fonte de carboidratos da
dieta humana (WALTER et al., 2005). Além disso, seu impacto no tempo para atingir o pico
de glicemia, e os niveis mais elevados de glicose no sangue, fez com que se tornasse uma

opcio relevante como fonte de glicose para esse experimento.

Figura 1 - Glicemia (mg/dL) dos camundongos ndo diabéticos durante 4h (240min) apés o tratamento com
solugio de glicose anidra 5% e com uma solugio de amido/maisena (109 de carboidratos) como fonte de agticar,
via gavagem, fornecidas na proporgio de 19% do peso corporal.
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Outro elemento que justificou a utiliza¢do do amido reside no fato de que a geracio
de glicose a partir desse substrato se mostra, de forma surpreendente, associada nio somente
a atividade da alfa-amilase, mas também 2 das alfa-glicosidases presentes na mucosa

intestinal, como afirmado por Lin et al., (2012).
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3.3 Inducio de diabetes

Inicialmente os 30 animais com idade entre 97 a 103 dias, receberam a dose de aloxana
15omg/Kg via intraperitoneal, sendo que 679 (20) animais apresentaram diabetes (glicemia
> 250 mg/dL) até 72h apés.

Apébs 28 dias da primeira aplicacio de aloxana, os 10 animais que nio ficaram
diabéticos, foram submetidos a segunda aplicagdo de aloxana intraperitoneal. Depois de 48
horas dessa nova aplicagdo 60% (6) apresentaram diabetes (glicemia > 250 mg/dL), 20% (2)
animais nio ficaram diabéticos e outros 20% (2) morreram. Dessa forma o desenvolvimento
de diabetes foi de 879 (26 animais diabéticos), sendo que, 6,67% (2) nio diabéticos e 6,67%
(2) mortes.

A aloxana constitui um dos agentes diabetogénicos mais minuciosamente
investigados e frequentemente empregados na comunidade cientifica para a inducdo de
diabetes experimental. Isso ocorre devido a notdvel semelhanca entre as manifestacdes
provocadas por essa substincia e os sintomas caracteristicos da sindrome diabética em seres
humanos, que incluem glicosuria, polifagia, polidipsia, hiperglicemia, entre outros.

E importante ressaltar que a aloxana apresenta uma citotoxicidade altamente
especifica em relacdo as células beta do pincreas, uma vez que estas células demonstram
uma notdvel capacidade de acumulacio da referida substincia, e também exibem maior
sensibilidade aos radicais peréxidos quando comparadas a outros tecidos. Isso culmina na
inducdo de insuficiéncia insulinica priméria, desencadeando uma resposta trifisica nos
niveis glicémicos nas primeiras horas apés a administracio de aloxana. Essa resposta se
caracteriza pela subsequente instauracdo do diabetes permanente no periodo de 24 horas que
sucede a administragio da substincia. A insuficiéncia de insulina resultante gera uma
condi¢io de Diabetes mellitus experimental que ficou conhecida como "diabetes alox4nico" e
passou a ser amplamente adotada como um modelo para a inducdo da Diabetes mellitus tipo
1 (OLIVEIRA, 2012).

A dose de aloxana necessaria para induzir o diabetes depende da espécie animal, via
de administragdo e estado nutricional (SZKUDELSKI, 2001). Segundo Szkudelski (2001) a
administragdo intraperitoneal de aloxana em doses inferiores a 150mg/kg de peso corporal
pode apresentar uma insuficiéncia em induzir a condicdo de diabetes em ratos. Além disso,
os animais em estado de jejum demonstram maior suscetibilidade a aloxana, pois uma

quantidade maior de glicose sanguinea oferece uma protecio parcial contra tal efeito.
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Em um experimento realizado por Carvalho et al., (2016) em 60 ratos Wistar fémeas,
foi usado a mesma dose e mesma via de administragio que usamos, mas com um periodo de
jejum de 24 horas. Apds sete dias, a glicose sanguinea foi quantificada para a selegio dos
animais diabéticos, sendo considerado apenas os que apresentaram glicemia de jejum igual
ou superior a 200 mg/dL. Como resultado dessa inducdo, apenas 26,70 dos animais
apresentaram diabetes, 6,7% apresentaram aumento do indice glicémico, porém, nio
atingindo 200 mg/dL, 26,79 nio apresentaram alteragio dos indices glicémicos, e 40,00%
foram a ébito antes das primeiras 24 horas apés a indugio.

Ao comparar tais resultados com os obtidos em nosso estudo, é possivel observar que,
na nossa primeira instincia de inducdo, nio se registrou ébitos, e a propor¢io de animais
manifestando diabetes revelou-se superior a relatada no experimento do Carvalho et al.,
(2016), mesmo com a utiliza¢io da mesma dose e da mesma via de administracio da aloxana.

Alguns grupos de pesquisa relatam dificuldades em conseguir induzir o diabetes de
maneira satisfatéria, pois alguns animais apresentam-se mais resistentes aos efeitos da
aloxana, e apenas uma pequena proporcio de animais tratados realmente torna-se diabéticos.
Os efeitos diabetogénicos da aloxana e a suscetibilidade do organismo hospedeiro, podem
estar correlacionados com diversos elementos, sendo que tais fatores podem nio somente
deixar de precipitar o desenvolvimento do quadro diabético, mas também culminar no ébito
do animal tratado. E importante que se mantenha vigilancia constante sobre tais elementos,
a fim de alcancar uma indugio do diabetes que se mostre satisfatéria, viabilizando, assim, a
instauragdo da condig¢io diabética em um ntimero substancialmente maior de animais,

minimizando, consequentemente, a mortalidade (SILV A, 2011; FEDERIUK, 2004).

3.4 Efeito hipoglicemiante do bacupari

Nos primeiros camundongos que manifestaram a condigdo de diabetes (glicemia
>25omg/dL) foi efetuada a avaliagdo do efeito hipoglicemiante do tratamento com
200mg/Kg do extrato bruto etanélico das folhas de Bacupari, de acordo com o delineado no
protocolo experimental. Contudo, os resultados da anilise preliminar nio evidenciaram
quaisquer alteragdes (p>0,05) nos niveis de glicemia investigados.

Assim, foi feita uma adaptacdo do protocolo experimental, que implicou na revisdo
da dose administrada. Dessa forma, optou-se por dobrar a dose, e 0 demais animais que ainda

ndo tinham sido tratados, receberam 40omg/Kg do extrato bruto de Bacupari.
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Neste contexto, foi constatado que a administracdo de dose tnica de 400mg/Kg do
extrato etanélico das folhas de Bacupari (Saldcia elliptica) suprimiu de forma significativa
(p<0,05) os niveis de glicose pés-prandial em camundongos nio diabéticos. No entanto, essa

reducido nio foi observada (p>0,05) nos animais diabéticos (Figura 2).

Figura 2 - Glicemia (mg/dL) dos camundongos diabéticos e ndo diabéticos durante 4h (240min) apés o
tratamento com Salina, Saldcia e Acarbose, apés a administragdo solugio de amido/maisena (100 de
carboidratos) como fonte de agticar, via gavagem, fornecidas na proporgio de 1% do peso corporal. * (p<o,05)
Controle versus Saladcia; Controle versus Acarbose; Sal4cia versus Acarbose.
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Os camundongos foram alimentados com uma fonte de carboidrato (amido de
milho) e, em seguida, submetidos aos tratamentos. Os grupos controles (C normais) e
(Diabéticos Controle) receberam salina, os grupos (Controle Salacia) e (Diabetes Sal4cia)

foram tratados com o extrato de bacupari, os grupos de controles positivos (Controle
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Acarbose) e (Diabético Acarbose) foram submetidos i acarbose, um inibidor da «-
glicosidase.

Os niveis de glicose em jejum nos camundongos foram verificados antes do inicio do
tratamento (tempo o) e registrados como referéncia. Subsequentemente, a glicemia foi
avaliada nos momentos 30, 60, 120 e 240 minutos apds o tratamento e os valores de glicemia

estdo apresentados na Figura 2 e Tabela 1.

Tabela 1: Glicemia (mg/dL) dos grupos controle normal apds gavagem com extrato de folhas de Salacia e fonte

de carboidrato. *(p<o0,05) CS x C; #(p<0,05) CA x C; ¢(p<o,05) CS x CA.
Tempo pos

gavagem Controle  Controle Salicia Controle Acarbose
goveg ©) (CS) (CA)

o 138,2+18,6 132,4+21,9 126,9+14,2

30 215,4+25,7  175,8+17,8% 152,0+13,64¢

60 203,8+27,2  169,2+17,6% 148,9+16,0#0

120 164,7+32,3  145,3+16,1% 132,5+12,1#0

240 148,4+33,3  132,5+23,6 130,2+39,4

Foi observado que nos intervalos de 30, 60 e 120 minutos, os niveis de glicemia
plasmética nos grupos Controle tratado com Sal4cia (CS) e Controle tratado com Acarbose
(CA) foram consideravelmente inferiores (p<0,05) em comparacdo ao grupo Controle (C).
Isso mostra que o extrato etandlico do Sal4cia é capaz de diminuir a glicemia pds-prandial,
assim como a Acarbose, a qual é uma medicacio que age como inibidor enzimaitico da a-
glicosidase. Adicionalmente, o grupo (CA) revelou niveis glicémicos diferentes (p<o,05)
quando comparado aos valores do grupo (CS), comprovando a atividade hipoglicemiante da
acaborse e reafirmando esse tratamento como controle positivo (Figura 2 e Tabela 1).

No entanto, no tempo de 240 minutos, a glicemia dos grupos nio apresentou
diferenca entre os tratamentos. Além disso, demonstram valores inferiores ao tempo o, no
qual os camundongos se encontravam em jejum prévio de aproximadamente 8h (Figura 2).

Contrariamente aos achados de nossa pesquisa, em que o extrato da Salacia elliptica
apresentou efeitos em camundongos saudé4veis, mas nio nos diabéticos, Erten et al. (2020),
evidenciou em seu estudo, que o extrato da Salacia chinensis demonstrou maior eficicia em
ratos diabéticos do que em ratos normais.

Jeykodi et al. (2016) conduziu uma pesquisa com uma amostra de pessoas saudaveis,
isentos de diagndstico de diabetes, os quais receberam cdpsulas contendo extrato de Salacia

chinensis (SCE) apés a ingestdo de sacarose, para analisar os niveis de glicose pés-prandial
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dos participantes. Foi observado que o referido extrato ocasionou uma significativa reducio
na digestdo e absor¢io da sacarose. Essa redugio foi atribuida a a¢io inibitéria da alfa-
glicosidase, culminando na diminui¢do dos picos de glicemia pés-prandial, sem registrar
efeitos adversos graves. Como resultado, os pesquisadores concluiram que o extrato de S.
chinensis pode representar uma abordagem suplementar segura e eficaz para o controle da
satide metabdlica, mantendo niveis adequados de glicose e insulina no organismo.

Um estudo realizado por Kobayashi et al. (2021) em individuos diagnosticados com
diabetes limitrofe e leve revelou uma supressio significativa, e dependente da dose do
extrato de Salacia chinensis, nos niveis de glicose pés-prandial. Dentro das diversas doses
testadas, a dose de 600 mg foi identificada como a mais eficaz nesse contexto.
Adicionalmente, a administracio do extrato de Sal4cia resultou em melhorias substanciais
em diversos parimetros associados a glicemia, incluindo a redug¢io dos niveis de
hemoglobina glicada (HbA1c), uma medida comumente usada na avaliago da eficicia do
tratamento e no controle dos niveis de glicose no sangue ao longo do tempo, assim como a
melhora na tolerincia A glicose apés o teste de sobrecarga com glicose. Esses achados
sugerem a possibilidade de efeitos benéficos do extrato de Salacia chinensis em pacientes
diagnosticados com diabetes.

Williams et al. (2007) e Stohs e Ray (2015) afirmam que tanto a Salacia reticulata
quanto a Salacia oblonga possuem a capacidade de reduzir a glicemia pds-prandial em
individuos diagnosticados com diabetes tipo 2.

Shivaprasad et al. (2013) mostram que os extratos derivados de Salicia tém
demonstrado efic4cia no tratamento de pré-diabetes, uma vez que os constituintes ativos da
Salcia, apresentam uma série de propriedades, incluindo a capacidade de reduzir a glicose
pds-prandial por meio da inibi¢do da enzima alfa-glicosidase localizada na borda em escova
do epitélio intestinal.

Na composicio fitoquimica das espécies da Sal4cia encontram-se diversos compostos
tais como, salacinol, kotalanol, ponkorinol, salaprinol, neosalaprinol, neoponkoranol,
mangiferina, 16-acetato kotalagenina, epigallocatequina, epicatequina, epiafzelechina e
pristemerina. Os sulfénios sulfatos, como salacinol, kotalanol, ponkorinol e salaprinol,
demonstram responsabilidade na atividade antidiabética dessas substincias. Além disso,
seus analogos dessulfonados, neosalaprinol e neoponkoranol, exercem a inibi¢do da enzima
a-glicosidase. A inibi¢do enzimitica decorrente da a¢do desses compostos resulta na redugdo
da quebra de polissacarideos e oligossacarideos, tais como amido e sacarose, ocasionando a
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desaceleracio do processo de transformacio de carboidratos em monossacarideos
absorviveis. Este mecanismo retarda o aumento dos niveis de glicose no sangue apds a
ingestdo de refei¢des ricas em carboidratos, culminando na observagio do efeito
hipoglicemiante (MOHAN, S.; ESKANDARI, R.; PINTO, B. M, 2014; MATSUDA et al.,
2002; DEEPAK et al., 2015).

Os usos histéricos e contemporianeos da Saldcia, no continente asiitico evidenciam
sua aplicagio como um agente fitoterdpico, sob a forma de extrato de ervas, consumido
durante as refei¢des, seja como chd ou suplemento. Este uso estd associado as propriedades
antidiabéticas atribuidas a essa substincia (LI et al., 2008).

Este cendrio ressalta a importincia desta pesquisa direcionada a compreender os
efeitos terapéuticos e os mecanismos de acdo da Salicia, ou das espécies desse género,
encontradas no territério brasileiro, visando potenciais aplicacgdes no contexto do
tratamento ou gerenciamento de condicdes relacionadas ao diabetes e suas complicaces

metabdlicas, e para melhor conhecimento do perfil fitoterdpico e botinico dessas espécies.

3.5 Lipidios hepéticos

Os lipidios hepaticos dos camundongos normais (Controle, Controle tratado com
Salécia e Controle tratado com Acarbose) apresentaram os valores de 0,43%, 0,26% e 0,40%
respectivamente. J4 os animais Diabéticos (Diabético Controle, Diabético tratado com
Salécia e Diabético tratado com Acarbose) tiveram os respectivos percentuais de 0,31%, 0,31%
e 0,53% (Figura 3).

Considerando os grupos de tratamentos (Salina, Sal4cia e Acarbose) foi constatado
uma diferenga significativa (p<0,05) entre os animais normais e diabéticos tratados com
Salina (Figura 3 - *). Isso significa que o diabetes promoveu uma diminuic¢io de 28% nos
valores de lipidios totais hepiticos.

No periodo pés prandial, a glicose é convertida em glicogénio, 4cidos graxos ou
aminodacidos no figado. Os icidos graxos livres sio esterificados com glicerol-3-fosfato para
gerar triacilglicerol, que pode ser estocado em gotas lipidicas nos hepatdcitos ou entio
secretados na circulagdo como particulas de VLDL. Os 4cidos graxos nio esterificados sdo
oxidados nas mitocdndrias dos hepatécitos através da beta oxidagdo para geracdo de energia
celular (RUI, 2014).

O figado desempenha um papel crucial na regulagio dos metabolismos da glicose e
lipidico, exercendo fung¢des fundamentais na sintese e degradacio de 4cidos graxos. A

Revista Ibero-Americana de Humanidades, Ciéncias e Educacao. Sao Paulo, v.9.n.11. nov. 2023.
[SSN - 2675 — 3375

3349



. Revista Ibero- Americana de Humanidades, Ciéncias e Educacio- REASE

eficiente capacidade de armazenamento de 4cidos graxos sob a forma de triglicerideos nio
téxicos, notadamente triacilgliceréis (gordura), destaca-se, proporcionando uma producio

energética mais do que o dobro por unidade de massa em comparagio com carboidratos ou
proteinas (HUANG, BORENSZTAJN e REDDY, 2011).

Figura 3 - Lipidios totais (9) hepéticos dos camundongos normais e diabéticos, 4h (240min) apés o tratamento
com Salina, Sal4cia (extratato bruto de Salacia elliptica) e Acarbose, apés a administragio solugio de
amido/maisena (109 de carboidratos) como fonte de glicose, via gavagem, fornecida na proporgio de 1% do
peso corporal. * (p<o,05) Salina: Normais versus Diabéticos; ® (p<0,05) Normais: Salina versus Saldcia; #
(p<0,05) Diabéticos: Salina versus Acarbose.

Lipidios Totais (%)

O Normais

Lipidios Totais (%)

O Diabéticos

0,00 T
Salina Salacia Acarbose

Tratamento

Para manter a homeostase corporal, o figado depende da interagio hormonal com
células endécrinas pancreéticas. Os horménios glucagon e insulina desempenham papéis
centrais na regulacio dos metabolismos da glicose e lipidico. A insulina inibe a secre¢io de
glucagon, promovendo o armazenamento de lipidios e carboidratos. Em contrapartida, o
glucagon facilita processos como a gliconeogénese (Sintese de glicose a partir de substancias
nio-carboidratos) e o efluxo de glicose do figado (ALBRECHTSEN, et al., 2019;
BERGMAN e IYER, 2017).

O Diabetes (DM tipo 1 e DM tipo 2) prejudica o metabolismo da glicose e dos
lipidios, devido a secrecdo insuficiente de insulina e pela liberacdo excessiva de glucagon,
que promove a lipdlise hepitica e a cetogénese. A falta insulina provoca a inativagio da
regulagio pardcrina do glucagon, o que contribui para o desenvolvimento da
hiperglucagonemia e para o aumento da gliconeogénese, que além de causar a diminui¢io
dos lipidios hep4ticos, também leva 4 hiperglicemia (JIANG, et al 2020).

A reducdo dos lipidios hepaticos observada nos camundongos diabéticos, resultante
da gliconeogénese, gera um aumento da glicemia. Esta resposta metabdlica pode ter

impactado nos niveis glicémicos dos camundongos diabéticos tratados com o extrato bruto
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das folhas da Sal4cia. Se o organismo est4d produzindo glicose a partir de compostos nio-
carboidratos, mesmo que o extrato iniba a absor¢io de glicose, o metabolismo pode estar
compensando por meio da sintese de glicose.

Contudo, o teor de lipidios hepéticos dos animais normais e diabéticos nio foram
alterados em funcio do tratamento com o extrato bruto de Saldcia e nem com Acarbose
(p>0,05).

Ao observarmos os efeitos dos tratamentos (Salina, Salacia e Acarbose) nos animais
normais, é possivel observar (Figura 3 - ®) que o extrato de Bacupari (Sal4cia) promoveu
uma diminuicdo de 39,5% nos valores de lipidios hepéticos dos camundongos.

Um estudo realizado por Akase (2011), evidencia que o extrato de Salacia reticulata,
tem efeitos benéficos como diminuir o teor de lipidios e melhorar a condicdo dos hepatécitos,
facilitando a lipélise tanto no figado quanto nos adipécitos. Em contrapartida, observou-se
que os niveis plasmaticos de triglicerideos n3o apresentam melhora, possivelmente devido
a transferéncia de 4cidos graxos livres, resultantes da lipélise nos tecidos hepaticos e células
adiposas, para o plasma.

Stohs e Ray (2015) descreve que os extratos de Salacia reticulata tém demonstrado a
capacidade de reduzir os niveis de glicose plasmitica em seres humanos. Além disso,
observa-se uma diminui¢io nos valores de HbA1c (hemoglobina glicada) e regula os niveis
de lipidios séricos, sem relatos de efeitos adversos.

Yoshikawa et al, (2002) relata que o extrato das raizes de S. reticulata soltvel em 4gua
quente, possui vérios polifendis altamente concentrados, incluindo mangiferina, catequinas
e taninos condensados, que inibem as enzimas metabolizadoras de lipidios e estimula a
lipélise.

Por outro lado, a Acarbose promoveu um aumento de 41,5% (p<0,05) nos valores de
lipidios hepéticos dos animais diabéticos (Figura 3 - #).

Esse aumento de lipidios hepiticos em animais diabéticos do nosso trabalho, diverge
dos estudos, que sugerem que a acarbose pode interferir no metabolismo lipidico, reduzindo
as concentragdes pds-prandiais de triglicerideos e diminuindo o perfil lipidico em pacientes
com diabetes.

No contexto do tratamento com acarbose, virios estudos relatam uma redugdo nas
concentragdes elevadas de colesterol em pessoas com diabetes ndo dependentes de insulina.
Além disso, esses trabalhos evidenciam a supressdo do aumento dos triglicerideos séricos,
indicando uma melhoria na hiperlipidemia pés-prandial em pacientes com Diabetes mellitus
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tipo 2, resultando em melhor controle glicémico e aprimoramento do perfil lipidico (KADO,
1998; LEONHARDT, 1991; DEROSA, 2011).

Embora estudos afirmem que a acarbose melhora o perfil lipidico no geral, nenhum
deles abordaram especificamente sobre o perfil de lipidios hepéticos, como também, nio
foram encontrados artigos que avaliam o perfil lipidio no figado de animais tratados com
acarbose. Isso mostra a necessidade do desenvolvimento de mais pesquisas para investigar

qual é a ac3o desse firmaco diretamente na concentracio de lipidios no figado.

3.6 Glicogénio hepitico e muscular

As médias de concentracdes de glicogénio hepético dos camundongos normais,
tratados com Salina (C), Saldcia (CS) e Acarbose (CA) foram de 3,37, 2,74 e 2,29ug de
glicose/100mg de figado respectivamente. Analisando esse grupo de animais normais, foi
constatado que os tratamentos de Saldcia e Acarbose reduziram o nivel de glicogénio
hepético (p<o,05). (Figura 4).

Um estudo realizado por Haugaard et al. (1984) evidenciou que o aumento de
glicogénio no figado de ratos normais, proveniente de uma dieta rica em carboidratos, foi
completamente inibido com a inclusdo de acarbose na alimentagio. Por outro lado, em
animais diabéticos, a presenca de glicogénio hepitico manteve-se consistentemente inferior
aos niveis observados nos animais normais, independentemente da dieta adotada ou da
presenca de acarbose. Nossos dados corroboram os resultados encontrados por Hauggard et
al. (1984).

Hess et al. (1986) mostrou que a acarbose diminuiu o contetddo de glicogénio hepatico
em ratos normais alimentados com uma dieta rica em carboidratos. O que indica que a
acarbose afeta o metabolismo do glicogénio hepitico, modulando o armazenamento e o
metabolismo do glicogénio no figado.

Por outro lado, os camundongos diabéticos tratados com com Salina (DC), Salécia
(DS) e Acarbose (DA) tiveram uma concentragio média de glicogénio hepético de
2,27+0,29ug de glicose/100mg de figado (p>o0,05) (Figura 4).

Em individuos portadores de Diabetes mellitus (DM), a sintese hepética de glicogénio
encontra-se comprometida, a diminui¢do na sinaliza¢do da insulina, ou a sua auséncia, so
responsiveis pela diminuicio na sintese de glicogénio. Isso indica que a diminui¢do no
armazenamento de glicogénio no figado contribui para a ocorréncia de hiperglicemia pds-
prandial em individuos diabéticos JIANG, et al. 2020).
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Figura 4 - Glicogénio Hepético (concentracgdo de glicose em ug/100mg de figado) dos camundongos normais
e diabéticos, 4h (240min) apés o tratamento com Salina, Sal4cia (extratato bruto de Salacia elliptica) e Acarbose,
ap6s a administragdo de uma solugdo de amido/maisena (1006 de carboidratos) como fonte de glicose, via
gavagem, fornecida na proporgdo de 1% do peso corporal. Médias seguidas de letras diferentes (p<o,os). Médias
seguidas de mesma letra (p>0,05). C: controle; CS: Controle Saldcia; CA: Controle Acarbose, DC: Diabético
Controle; DS: Diabético Saladcia; DA: Diabético Acarbose.
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tipo 2 e individuos controles voluntidrios nio diabéticos. Os pacientes diabéticos
apresentaram reducio da sintese de glicogénio hepatico pés-prandial, quando comparados
com os nio diabéticos, o que corrobora com o nosso estudo.

Os depésitos de glicogénio muscular dos animais normais, tratados com Salina (C),
Salidcia (CS) e Acarbose (CA) apresentaram concentragdes de 5,58, 7,41, 9,65ug de
glicose/100mg de musculo, respectivamente (Figura 5). Os niveis de glicogénio muscular
dos animais tratados com Acarbose e com Salidcia mostraram um perfil diferente do
glicogénio hepético. Neste caso, os dois tratamentos aumentaram a concentracio de
glicogénio nos musculos (p<0,05), quando comparadas com o grupo controle.

O tratamento com acarbose em ratos ndo diabéticos pode promover um aumento dos
niveis de proteina GLUT4 transportadora de glicose para o musculo, e consequentemente
aumentar a concentrac¢io de glicogénio muscular, devido a absor¢do de glicose nos micéticos
(DOLAN, et al,1997).

J4 os animais diabéticos tratados com Salina (DC), Sal4cia (DS) e Acarbose (DA)
tiveram uma concentracgdo de glicogénio muscular média de 7,42+0,36ug de glicose/100mg

de tecido muscular esquelético (p>0,05) (Figura s5). Isso mostra que o estado catabélico
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promovido pela diabetes nio evidenciou nenhuma possivel alteracio decorrente dos

tratamentos aplicados (Figura 5).

Figura s - Glicogénio Muscular (concentragio de glicose em ug/100omg de figado) dos camundongos normais e
diabéticos, 4h (240min) apés o tratamento com Salina, Sal4cia (extratato bruto de Salacia elliptica) e Acarbose,
apés a administracdo de solucdo de amido/maisena (109 de carboidratos) como fonte de glicose, via gavagem,
fornecida na proporgio de 1% do peso corporal. Médias seguidas de letras diferentes (p<0,05). Médias seguidas
de mesma letra (p>0,05). C: controle; CS: Controle Sal4cia; CA: Controle Acarbose, DC: Diabético Controle;
DS: Diabético Salacia; DA: Diabético Acarbose.
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Os animais diabéticos apresentaram uma hiperglicemia devido a administragio da
aloxana, firmaco que atua nas células beta pancreéticas secretoras de insulina, a qual é
responséavel por secretar a insulina, o principal horménio capaz de controlar os altos niveis
glicémicos do sangue. Devido a incapacidade em liberar insulina nio ocorre a mobilizagio
dos transportadores de glicose (GLUT4) resultando em baixas taxas de captagio de glicose
pelo misculo (MACHADO et al.,2006). Isso pode justificar os niveis estdveis de glicogénio
muscular nos camundongos diabéticos, pois os transportadores de glicose para os midticos

sdo insulinodependentes.

4. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, a metodologia aplicada na extragdo dos
constituintes soltveis das folhas de Bacupari (Salacia elliptica) demonstrou ser eficaz na

obtencio do extrato etandlico das folhas dessa espécie botinica.
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Existe uma efetividade considerdvel na inducio do diabetes com aloxana, resultando
em um alto percentual de desenvolvimento da condi¢io diabética nos animais, com baixa
mortalidade, comprovando sua eficicia como agente diabetogénico.

A avaliacdo do extrato etandlico das folhas de Bacupari mostrou uma supressio
significativa dos niveis de glicose pés-prandial em camundongos nio diabéticos, quando
administrada uma dose dnica de 40omg/Kg. Entretanto, esta redugio nio foi evidenciada
nos animais diabéticos, indicando a necessidade de estudos mais aprofundados para
compreender a acdo desse fitoterdpico nos diabéticos, como também de investigar se as
reacdes metabdlicas (gliconeogéneses) dos portadores de diabetes, conseguem compensar os
niveis de glicose que foram inibidos pelo extrato da Salacia (Bacupari).

Em relacdo a composicio de lipidios hepaticos, os resultados obtidos evidenciam
diferencas expressivas entre os camundongos normais e diabéticos submetidos a diferentes
tratamentos. No entanto, os tratamentos com o extrato das folhas de S. elliptica e Acaborse
nio mostraram diferencas significativas entre si, independente do estado diabético ou
normal.

Quanto ao metabolismo de glicogénio, os animais diabéticos exibiram uniformidade
nos niveis de glicogénio muscular e glicogénio hepitico, independentemente dos
tratamentos administrados, sugerindo uma resposta homogénea.

Em contraste, nos animais normais, a variacdo marcante nas concentra¢des de
glicogénio muscular e hepético indicam uma influéncia diferenciada dos tratamentos na
regulagio deste carboidrato. Além disso, os achados demonstram que a acarbose desempenha
um papel significativo na reducdo da concentragio de glicogénio hepatico em camundongos
normais.

A potencial eficicia do extrato etanélico bruto das folhas de Bacupari na regulagio
da glicose pés-prandial em modelos nio diabéticos é um ponto de destaque, comprovando o
seu efeito hipoglicemiante, estabelecendo, assim, uma base para a continuidade de
investigacdes aprofundadas para compreender as acSes desse extrato sob os mecanismos
bioquimicos dos portadores de diabetes, bem como em situagdes de hiperglicemia e
hiperlipidemia.

A relevincia clinica do desenvolvimento dessas pesquisas vai além de uma simples
descri¢do dos efeitos bioquimicos. Ao revelar informagdes mais detalhadas sobre o extrato

do Bacupari, nio apenas consolidard a compreensio cientifica sobre os seus efeitos
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hipoglicemiantes, mas também construird o caminho para o desenvolvimento e

disponibilizagio de uma terapia inovadora que contribuird para o tratamento do diabetes.
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