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RESUMO

A diabetes mellitus é um distarbio crénico, que afeta o metabolismo de
carboidratos, gorduras e proteinas, ocasionando hiperglicemia, em virtude de
reducdo da sensibilidade ou da producao insuficiente de insulina. Espécies vegetais
sdo frequentemente utilizadas pela populagcdo como tratamento complementar da
diabetes entre as epecies mais citadas estd Anacardium occidentale L. O presente
estudo avaliou o efeito do extrato hidroalcodlico de Anacardium occidentale L. e de
compostos sobre as enzimas a-amilase e a-glicosidase in vitro e os efeitos de A.
occidentale sobre a producéo de insulina e a glicemia sanguinea no diabetes murino.
Para isso sistematizou-se as informacdes sobre dados etnobotanicos e cientificos
acerca da atividade anti-diabetes de A. occidentale, considerando a toxicidade e os
efeitos farmacologicos. Avaliou-se o efeito das partes aéreas de A. occidentale e de
seus compostos majoritarios (acidos anacardico, chiquimico, galico e elagico), sobre
inibicdo das enzimas a-glicosidase e a-amilase in vitro. E avaliou-se o efeito do
extrato das flores de A. occidentale no controle da diabetes tipo 2, considerando a
producéo de glicose, insulina e citocinas in vivo. Pra realizacdo dos ensaios in vitro
foram preparados os extratos hidroalcodlicos das flores (EFL), folhas (EF) e casca
(EC) do caule de A. occidentale e preparacdes com compostos presentes nos
extratos, bem como misturas desses compostos: acido anacardico (AA), chiquimico
(AC), galico (AG) e elagico (AE) testados em varias concentracdes (0,5; 5; 50 e 500
mg/Kg). Os ensaios in vitro avaliaram a acéo dos extratos e dos compostos sobre a
inibicdo da a-amilase de saliva humana e a a-glicosidase de Saccharomyces
cerevisiae. Para realizacdo dos ensaios in vivo foi induzida diabetes em
camundongos Swiss machos, trés meses de idade, com frutose e estreptozotocina.
Os animais foram divididos em 6 grupos com 5 animais cada, tratados com salina,
metformina e EFL nas concentracdes de 0,5; 5; 50 e 500 mg/Kg avaliados por do
teste de tolerancia oral a glicose, variacdo glicémica, consumo de agua e racao,
variagcdo ponderal, concentracdo de hemoglobina glicada, insulina, frutosaminas,
triglicérides, colesterol total e fracbes HDL e LDL, producédo das citocinas IFN-y,
TNF-a, IL-4 e IL-10. Os resultados in vitro mostraram que o EFL apresentou o maior
efeito inibitério da atividade das enzimas a-amilase e a-glicosidase do que os demais
extratos, mesmo nas menores concentracdes, possivelmente devido a presenca do
acido anacardico e elagico, ja que estes dois compostos presentes no extrato bruto,
guando avaliados isoladamente, ou em associagdo com o0 acido chiquimico,
apresentaram efeito similar ao EFL. Na avaliacdo in vivo o EFL reduziu o pico
glicémico, o consumo de agua e de racéo, a concentracdo de hemoglobina glicada,
frutosaminas, triglicérides, colesterol total e fracdo LDL. Por outro lado, ocorreram
nesse mesmo grupo aumento da fracdo HDL do colesterol e aumento na
concentracgdo de citocinas anti-inflamatoérias IL-10 e IL-4. Em conjunto, os resultados
indicam que o EFL apresenta acéo efetiva no controle da diabetes mellitus, devido a
inibicAo enzimatica, regulacdo glicémica e reducdo da producdo de insulina,
possivelmente em decorréncia do aumento da sensibilidade periférica.

Palavras-chave: Anacardium occidentale, diabetes, amilase, glicosidase, acido
anacardico, acido elagico.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a chronic disorder affecting the metabolism of
carbohydrates, fats and proteins, leading to hyperglycemia, due to reduced
sensitivity, or insufficient insulin production. Plant species are often used by the
population as a complementary treatment of diabetes among the most cited epecies
is Anacardium occidentale L. This study evaluated the effect of hydroalcoholic
extract of Anacardium occidentale L. and compounds on the a-amylase and a-
glucosidase in vitro and the effects of A. occidentale on the production of insulin and
blood glucose levels in murine diabetes. For this systematized up the information on
scientific and ethnobotanical data on the anti-diabetes activity A. occidentale,
considering the toxicity and pharmacological effects. We evaluated the effect of the
aerial parts of A. occidentale and its major compounds (anacardic acid, shikimic,
gallic and ellagic) on inhibition of a-glucosidase and a-amylase enzymes in vitro.
Evaluated the effect of the extract of A. occidentale flowers in controlling type 2
diabetes, considering the production of glucose, insulin, and in vivo cytokines. To
achieve the in vitro assays hydroalcoholic extracts of flowers were prepared (EFL),
leaves (EF) and shell (EC) stem of A. occidentale, preparations containing
compounds present in the extracts as well as mixtures of such compounds:
anacardic acid (AA ), shikimic (AC), gallic (AG) and ellagic (AE) tested in various
concentrations (0.5, 5, 50 and 500 mg/Kg). In vitro assays have evaluated the effect
of extracts and compounds on the inhibition of a-amylase and human salivary a-
glucosidase from Saccharomyces cerevisiae. To conduct in vivo testing diabetes
was induced in male Swiss mice, three months old, with fructose and streptozotocin.
The animals were divided into 6 groups of 5 animals each, treated with saline,
metformin and EFL in concentrations of 0.5; 5; 50 and 500 mg/Kg evaluated by oral
tolerance test glucose, glycemic variation, consumption of water and feed, changes
in body weight, concentration of glycated hemoglobin, insulin, frutosaminas,
triglycerides, total cholesterol and HDL and LDL fractions, production of cytokines
IFN-y, TNF-a, IL-4 and IL-10. The in vitro results showed that the EFL showed the
highest inhibitory effect on the activity of a-amylase and a-glucosidase than the
other extracts enzymes even at low concentrations, possibly due to the presence of
anacardic acid and ellagic acid, since these two compounds present in the crude
extract, when evaluated alone, or in combination with shikimic acid showed a similar
effect to the EFL. In vivo the EFL reduced the glycemic peak, consumption of water
and feed, the concentration of glycated hemoglobin, frutosaminas, triglycerides, total
cholesterol and LDL. On the other hand, occurred in the same group increase in the
HDL fraction, and increase in the concentration of anti-inflammatory cytokines IL-10
and IL-4. Together, the results indicate that the EFL with proven effectiveness in
controlling diabetes mellitus due to enzyme inhibition, and reducing glucose
homeostasis in insulin production, possibly due to the increase in peripheral
sensitivity.

Keywords: Anacardium occidentale, diabetes, amylase, glucosidase, anacardic acid,
ellagic acid.
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus compreende um conjunto de distarbios metabdlicos
gue apresentam em comum a hiperglicemia, resultante de defeitos na acao da
insulina, na secrecédo de insulina ou em ambas. A classificagdo proposta pela
Associacdo Americana de Diabetes (ADA, 2013) e recomendada pela
Sociedade Brasileira de Diabetes inclui quatro classes clinicas: Diabetes tipo 1,
diabetes tipo 2, a diabetes gestacional e outros tipos especificos de diabetes.
Ainda h& duas categorias, referidas como pré-diabetes, que se caracterizam
pela glicemia de jejum alterada e pela tolerancia a glicose diminuida. Essas
categorias ndo sdo entidades clinicas, mas fatores de risco para 0

desenvolvimento de diabetes e doencas cardiovasculares (SBD, 2014).

Entre os diferentes tipos o diabetes tipo 2 é a forma mais comum e esta
presente entre 90% a 95% dos casos. O diabetes Tipo 2 caracteriza-se por
defeitos na acdo e na secrecao da insulina. Em geral, os dois tipos de alteracéo
estdo presentes quando a hiperglicemia se manifesta, mesmo nos casos em
gue ha predominio de um deles. A maioria dos pacientes com essa forma de
diabetes apresenta cetoacidose, sobrepeso ou obesidade. (Lin e Sun, 2010;
Olokoba et. al., 2012; Kahn et. al. 2014; SBD, 2014).

Para o controle do diabetes tipo 2 os antidiabéticos orais sdo 0s mais
utilizados. Sdo medicamentos, que tém como efeito controlar e/ou reduzir a
glicemia e manté-la normal. Sob esse conceito amplo, de acordo com o
mecanismo de acao principal, os antidiabéticos orais podem ser separados em
qguatro grupos: 1. sulfonilureias e glinidas - que estimulam a secrecéo
pancreatica de insulina; 2.inibidores das alfaglicosidases - reduzem a
velocidade de absorcdo de glicidios; 3. Biguanidas - diminuem a producéo
hepatica de glicose e 4. Glitazonas - aumentam a utilizacdo periférica de
glicose (Oliveira et. al., 2003; Oliveira e Milech, 2004).

Mesmo com a variedade de medicamentos disponiveis no mercado para
o controle do diabetes a sua natureza crbnica, a gravidade das complicacdes e

0S meios necessarios para controla-las tornam o diabetes uma doenca muito
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onerosa ndo apenas para os individuos afetados e suas familias, mas também
para o sistema publico de saude (WHO, 2002). Desta forma, varias alternativas
terapéuticas de facil obtencéo e baixo custo tem sido utilizadas pela populacéo
para tratar do diabetes. Entre essas alternativas o0 uso de espécies vegetais
como o Anacardium occidentale L., espécie nativa do nordeste do Brasil (Cruz,
1985; Albuquerque, 1989). A. occidentale despertou o interresse de nosso
grupo por ser espécie nativa do Brasil, pela abundancia no Maranhéo, devido a
ampla utilizagdo pela populagdo como hipoglecimiante, conforme dados
etnobotanicos (Marles e Farnsworth, 1995; Raman et al., 2012).

Em trabalho realizado anteriormente por nosso grupo, foi possivel
mostrar que o extrato hidroalcoolico das flores de A. occidentale, produziu
efeito benéfico no diabetes mellitus tipo 1, reduzindo e modulando a glicose
sanguinea tanto em dose Unica, como em tratamento crénico , bem como nos
sinais decorrentes do diabetes, provavelmente por mecanismo relacionado a
secrecédo de insulina e a modulacéo do processo autoimune devido a producéo
de IL-4 e IL-10. (Silva, 2010), sugerindo que a espécie tem potencial

biotecnolégico na geracao de fitoterapicos com acao anti-diabetes.

Estas descobertas nos motivaram a dar continuidade a investigacao das
acOes de extratos A. occidentale no controle do diabetes, desta forma,
propomos neste trabalho testar o efeito de extratos de A. occidentale no
controle do diabetes, utilizando um modelo que se assemelha o diabetes tipo 2.
Investigaremos também os efeitos dos extratos das partes aéreas e dos
compostos majoritarios comumente identicados nesses extratos sobre a
inibicdo das enzimas a-glicosidase e a-amilase Esse trabalho foi organizado
em capitulos sendo o primeiro deles relativo ao referencial teérico, o segundo
capitulo se refere a a¢éo in vitro e in vivo de A. occidentale e de compostos
predominantes nas suas partes aéreas e o terceiro e Ultimo capitulo trata da
protecdo intelectual de um produto com acdo anti-diabetes, na perspectiva de
utilizar essa espécie vegetal na producdo de fitoterapicos com agédo anti-

diabetes.



14

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral:

Avaliar o efeito in vitro do extrato hidroalcodlico de Anacardium
occidentale L. e de compostos sobre as enzimas a-amilase e a-glicosidase,
bem como avaliar os efeitos de A. occidentale sobre a producéo de insulina e a

glicemia sanguinea no diabetes murino.

2.2 Objetivos Especificos:

- Capitulo 1:

Sistematizar as informagcdes sobre dados etnobotanicos e cientificos
acerca da atividade anti-diabetes de A. occidentale, considerando a toxicidade

e os efeitos farmacologicos.
- Capitulo 2 :

Avaliar o efeito das partes aéreas de A. occidentale e de seus
compostos majoritarios (acidos anacardico, chiquimico, galico e elagico), sobre

inibicdo das enzimas a-glicosidase e a-amilase in vitro.

Avaliar o efeito do extrato das flores de A. occidentale no controle da
diabetes tipo 2, considerando a producéo de glicose, insulina e citocinas in

Vivo.



15

3. CAPITULO 1 - REFERENCIAL TEORICO

Artigol.:

Anacardium occidentale no controle da diabetes: dados
etnofarmacologicos, toxicologicos e farmacolégicos.

A ser submetido ao Journal of Ethnopharmacology - Elsevier

Endereco:

http://www.journals.elsevier.com/journal-of-ethnopharmacology/
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Titulo: Anacardium occidentale efeitos no controle da diabetes: dados
etnofarmacoldgicos, toxicolégicos e farmacoldgicos.

Os nomes dos autores e afiliagdes:

Tonicley Alexandre da Silva, Rosane Nassar Meireles Guerra’

Laboratorio de Imunofisiologia — Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude —
Universidade Federal do Maranhéo, Prédio do Ensino Integrado, Bloco 1, sala
1A - Av. dos Portugueses, 1966, S&o Luis, MA - Brasil / CEP 65080-805

Endereco para correspondéncia:

Email: rnmguerra@pqg.cnpg.br
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RESUMO

Relevancia etnofarmacoldgica: Muitas espécies vegetais sdo utilizadas,
popularmente no controle do diabetes, entre elas se inclue Anacardium
occidentale L, espécie nativa no Brasil e muito utilizada pela populagdo como
alimento e como mediamento. Foram levantados e sistematizadas as
publicacdes acerca da atividade anti-diabetes de A. occidentale considerando
os dados etnofarmacologicos, toxicolégicos e farmacoldgicos com o objetivo de
demonstrar o seu potencial biotecnolégico no desenvolvimento de novos

medicamentos.

Materiais e métodos: Foram pesquisados 0s artigos constantes nos seguintes
bancos de dados: PubMed, Scielo e Medline, usando como indexadores
palavras-chave relacionadas ao uso etnofarmacoldgico, toxicolégico e

farmacologico no controle do diabetes.

Resultados: O uso etnofarmaolégico de A. occidentale no controle do diabetes
foi mais freqiente em paises do continente africano, americano e asiatico.
Nos estudos toxicolégicos a casca do caule e as folhas foram as mais
utilizadas, principalmente no preparo dos extratos aquosos, hidroalcodlicos e
metanolicos. Os ensaios de toxicidade mostraram elevada DL50 (acima de
2000mg/Kg) e hepatotoxicidade transitéria devido a elevacdo das
concentracfes de alanina e aspartato transaminase em caes. Também foi
observado efeito antimutagénico e baixa genotoxicidade, sugerindo que a
utilizacdo do extrato € relativamente segura. Os estudos farmacoldgicos
utilizaram material botanico majoriatariamente originario da Africa para a
preparacdo de extratos hidrolacoolicos, metandlicos e hexanico com folhas e
casca do caule. Os ensaios foram mais frequentemente realizados em ratos
Wistar nos quais o diabetes foi induzido experimentalmente por
estreptozotocina. Os principais efeitos encontrados mostraram reducdo da
glicemia, glicosuria, hiperlipidémia, peroxidacdo de lipidios, protecdo quanto a
reducdo de HDL-C, diminuicdo da concentragdo de insulina e reducdo da
resposta glicémica pos-prandial, corroborando com os dados etnobotanicos

guanto a acdo de A. occidentale no diabetes.
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Conclusdes: Considerando a sua ampla utilizagéo pela populagéo, sua baixa
toxicidade e a comprovada atividade farmacoldgica em véarios ensaios in vivo e
in vitro, concluimos que A. occidentale é espécie promissora para 0
desenvolvimento de nova opcéo terapéutica para o controle do diabetes.

Classificagao: Revisao

Termos de indexacgéo: diabetes, controle, Anacardium occidentale L. caju.
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1. INTRODUCAO:

A diabetes mellitus € uma doenga com relevante aumento da incidéncia
e da prevaléncia nos ultimos 20 anos. Em 1985, o numero de diabéticos no
mundo era estimado em 30 milhdes de adultos; esse niumero aumento para
135 milhdes em 1995, atingindo 173 milhdes de diabéticos em 2002, com
projecao de chegar a 300 milhdes em 2030. (Wild et. al., 2004)

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude vérios sdo os fatores
associados ao aumento no numero de individuos diabéticos entre eles estédo
listados: o crescimento e do envelhecimento populacional; a maior
urbanizacédo; a crescente prevaléncia de obesidade e sedentarismo, bem como
a maior sobrevida de pacientes com diabetes. (WHO, 2014).

No Brasil, a prevaléncia de diabetes na populacédo adulta foi estimada
em 8 %, no final da década de 1980, (Malerbi e Franco, 1992). Dados obtidos
em 2012 mostraram aumento nessas taxas, com valores de prevalencia acima
de 10%, na maioria dos estados brasileiros (Dias e Campos, 2012), chegando
a 23 % quando investigado apenas as capitais dos estados (Malta et. al.,
2014).

Do ponto de vista etiologico a diabetes mellitus € um conjunto de
disturbios metabdlicos que apresentam em comum a hiperglicemia, resultante
de defeitos na acdo da insulina, na secrecdo de insulina ou em ambas.
Cronicamente pode resultar na faléncia de varios 0Orgaos, especialmente
coracao, rins, olhos além de disfuncdo vascular (Padberg et al.,, 2014;
DeFronzo et al., 2013; Carrera Boada e Martinez-Moreno, 2013; Lee e Dang,
2012).

A classificacdo proposta pela Associacdo Americana de Diabetes (ADA,
2013) e recomendada pela Sociedade Brasileira de Diabetes inclui quatro
classes clinicas: Diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, outros tipos especificos de
diabetes e diabetes gestacional. Ha ainda, duas categorias referidas como pré-
diabetes, que se caracterizam pelo aumento da glicemia em jejum e pelo
diminuicdo da tolerancia a glicose diminuida. Entrentato, essas categorias nao
sdo entidades clinicas, mas fatores de risco para o desenvolvimento de

diabetes e doencas cardiovasculares (SDB, 2014).
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Os antidiabéticos orais sdo as substancias mais utilizadas no controle da
diabetes. Esse grupo de medicamentos, quando ingeridos, tém a finalidade de
baixar a glicemia e manté-la normal. Sob esse conceito amplo, de acordo com
0 mecanismo de acao principal, os antidiabéticos orais mais utilizados incluem:
1 - sulfonilureias e glinidas: medicamentos que estimulam a secrecdo
pancreatica de insulina; 2 - inibidores das alfaglicosidases: reduzem a
velocidade de absorcdo de glicidios; 3- biguanidas: diminuem a producdo
hepética de glicose e 4- glitazonas: aumentam a utilizacdo periférica de glicose
(Oliveira et. al., 2003; Oliveira e Milech, 2004).

A natureza cronica, ja que ndo ha cura, a gravidade das complicacdes e
0S meios necessarios para controla-las tornam o diabetes uma doenca muito
onerosa ndo apenas para os individuos afetados e suas familias, mas também
para o sistema de saude (WHO, 2002). Desta forma, varias alternativas
terapéuticas de facil obtenc&o e baixo custo tem sido utilizadas pela populacéo,
apesar da variedade de medicamentos disponiveis para o controle do diabetes.
Razdo pela qual esse € o objetivo de varios estudos de prospeccao
farmacoldgica e biotecnologica visando obter novas drogas a serem utilizadas
no controle do diabetes. Entre as alternativas esta o uso de espécies vegetais,
tais como o Anacardium occidentale (Cruz, 1985; Albuquerque, 1989;
Fagbohun; Odufuwa, 2010; Ramnik, 2010; Tedong et. al., 2010b).

A. occidentale tem sido alvo de interresse de varios estudos (Fagbohun
e Odufuwa, 2010; Ramnik, 2010; Tedong et. al., 2010) em virtude do ralato de
seu uso por populacdes dos continentes Africano (Bever, 1980; Chhabra et. al.,
1993), Asiatico (Shankar e Kiran, 2012) e Americano (Barrett, 1994;
Albuquerque e Oliveira, 2007).

Além disso, estudos listando espécies vegetais utilizadas como
hipoglicemiantes, constantemente tem destacado o A. occidentale como
espécie promissora nha obtencdo de produtos destinados ao controle da
diabetes e suas complicagbes, (Marles e Farnsworth, 1995; Menichini, 2010;
Raman et. al., 2012).
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Tendo em vista o interresse da populagdo gquanto ao uso desta espécie
e as varias publicagbes que mostram o efeito anti-diabetes de A. occidentale,
Nesse trabalho foi revisado e sistematizado os dados constantes nos varios
estudos, com enfoque nos dados etnofarmacolégicos, toxicologicos e
farmacolégicos, visando agrupar as informacdes e viabilizar novos estudos que
possam demonstrar o potencial de A. occidentale na geragédo de produtos com
acao no diabetes.

2. FONTES, BANCOS DE DADOS E INDEXADORES:

Os artigos analisados foram obitod nas seguintes plataformas de
consulta: PubMed, Science Direct, Google Académico, Portal de periodicos da
CAPES, foram utilizados para busca de publicacdes relativas a atividade anti-
diabetes de A. occidentale, isoladamente ou em associacdo, 0s seguintes
indexadores: Anacardium occidentale, cashew, diabetes, hypoglycemic,
toxicity, toxic, cytotoxicity, cytotoxic, genotoxicity, genotoxic, mutagenicity,

mutagenic entre 1980 e 2014.

A tabela 1 mostra a distribuicdo dos 41 artigos encontrados conforme a fonte

de consulta banco de dados.
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Tabela 1: Namero de trabalhos encontrados segundo os indexadores utilizados

e 0s banco de dados ciencificos pesquisados.

BANCO DE DADOS

Science  Google Portal

PALAVRAS CHAVE PubMed Direct Académico CAPES

A, occidentale /diabetes 24 262 2330 162
A. occidentale/ hypoglycemic 22 89 2330 53
A. occidentale/ toxicity 49 421 4520 331
A.occidentale/ toxic 16 495 4920 349
A. occidentale / cytotoxicity 11 163 3150 108
A. occidentale / cytotoxic 11 209 1290 134
A. occidentale / genotoxicity 4 52 332 27
A. occidentale / genotoxic 4 50 332 24
A. occidentale / mutagenicity 7 57 1030 39
A. occidentale / mutagenic 6 88 1450 54
cashew / diabetes 25 494 3800 22
cashew / hypoglycemic 22 82 1250 6
cashew / toxicity 54 966 5910 84
cashew / toxic 25 1202 9500 65
cashew / cytotoxicity 14 241 2000 17
cashew / cytotoxic 13 335 2000 18
cashew / genotoxicity 4 110 635 17
cashew / genotoxic 4 109 635 13
cashew / mutagenicity 9 101 1730 28
cashew / mutagenic 8 203 2730 33
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3. USOS POPULARES

A. occidentale é espécie amplamente utilizada pela populagdo para o
tratamento do diabetes, diversos estudos etnofarmacologicos e revisdes tem
relado estes usos conforme mostra a Tabela 2.

Os relatos quanto ao uso etnobotanico de A.occidentale no diabetes tém
sido mais frequientes nos paises africanos, da América do Sul e Asia. O Brasil €
0 pais com maior niumero de estudos, contudo também ha relatos oriundos da
Guiné, India, Nicaragua, Nigeria, Tanzania e Mocambique, possivemente
devido ampla distribuicdo da espécie nesses paises, informacdo inclusive
constante em alguns estudos etnofamacologicos e revisbes que avaliaram o
seu uso. A abundéancia de exemplares da espécie, a facilidade de acesso as
suas partes aéreas e a utilizacdo da espécie como alimento podem ser
motivadores da sua ampla utillizacdo pela populacdo (Verzar et. al., 1987;
Chhabra et. al.,1993; Barrett, 1994; Baldé et. al., 2006; Nwauzoma et. al.,
2013).

Os resultados mostraram que as populacdes tradicionais e o publico, em
geral, utilizam A. occidentale como hipoglicemiante no tratamento do diabetes,
a partir do tratamento oral com infus@es e tinturas preparados com as folhas,
frutos e casca do caule. (Bever, 1980; Verzar e Petri, 1987; Chhabra et al.,
1993; Baldé et al., 2006; Diallo et. al., 2012; Patel et. al., 2012; Nwauzoma et.
al.,, 2013; Barrett, 1994; Atta-ur-Rahman e Zaman, 1989; Elisabetsky e
Shanley 1994; Albuquerque e Oliveira, 2007; Alencar et. al., 2010; Barros et.
al., 2012; Mazzari e Prieto 2014; Shankar e Kiran, 2012; Fatima et. al., 2012;
Kunwar et. al., 2013; Khera e Bhatia 2014). Nada foi encontrado quanto ao uso

popular das flores ou das raizes.

Segundo os resultados propostos uso popular da espécie como
medicamento aumenta o seu valor agregado e possibilita a proposicdo de
modelos integrados para desenvolvimento de novos medicamentos. Contudo, a
maioria dos autores aponta a caréncia de estudos farmacocinéticos e dados de
farmacovigilancia que possam efetivamente determinar o significado clinico do
uso da espécie no diabetes (Elisabetsky e Shanley 1994; Barros et. al., 2012;
Fatima et. al., 2012; Diallo et. al., 2012; Khera e Bhatia 2014).



Tabela 2: Usos poupulares de A. occidentale de acordo com o continente, pais, local, parte utilizada e preparagoes.

CONTINENTE PAIS PARTE UTILIZADA PREPARAQOES REFERENCIAS
Africa NE* Partes aéreas NE Bever, 1980
Africa Mogambique Casca InfusBes/ tinturas Verzéar e Petri, 1987
Africa Tanzania Casca e folhas InfusBes/ tinturas Chhabra et al., 1993
Africa Guiné Casca, folhas e frutos NE Baldé et al., 2006
Africa Guiné Casca Decoccao Diallo et al., 2012
Africa NE Casca NE Patel et al., 2012
Africa Nigeria Casca e fruto NE Nwauzoma et al., 2013
America Central Nicaragua Casca, folhas e frutos Infusdes/ tinturas Barrett, 1994
America do Sul Brasil Casca e folhas Infusdes/ tinturas Atta-ur-Rahman; Zaman, 1989
America do Sul Brasil Casca Tinturas Elisabetsky; Shanley 1994
America do Sul Brasil NE NE Albuquerque; Oliveira, 2007
America do Sul Brasil Fruto InfusGes Barros et al., 2012
America do Sul Brasil Fruto NE Mazzari; Prieto 2014
Asia India NE NE Shankar; Kiran, 2012
Asia India NE NE Fatima et al., 2012
Asia India Folha Tinturas Khera; Bhatia 2014

(*) NE: Nao especificado
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4. TOXICIDADE

Os estudos toxicolégicos foram realizados em ensaios in vitro e in vivo,
utilizando principalmente extratos preparados com a casca do caule ou com as
folhas de A. occidentale, mas também foi avaliada a toxicidade dos frutos,
pseudofrutos e do acido anacardico, composto frequente em todas as partes

aéreas dessa espécie vegetal.

Os principais resultados de toxicidade estdo sumarizados na Tabela 3,
gue mostra dados relativos ao efeito agudo e cronico, considerando a
toxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade.

A maioria dos autores investigou a toxicidade e a atividade bioldgica
utilizando extratos aquosos, hidroalcodlicos e metandlicos, preparados com a
casca ou com as folhas. A predominancia desses extratos pode estar
relacionada a forma de utilizacdo da populacédo (infusdes e tinturas) e também
ao fato desses extratos serem 0s mais adequados as analise quimico-
farmacolodgicas (Elisabetsky e Shanley 1994; Barrett, 1994; Khera e Rodrigues,
2012; Santos et. al., 2014; Bhatia 2014).

Segundo Souza-Sartori (2012) e Fernandes et al (2014) o método
sistematico de obtencéo do extrato bruto com metanol, possibilita a extracdo de
um maior numero de compostos polares quando comparado ao etanol e a

agua, o que poderia explicar a opcao por esse solvente em alguns estudos.

A maioria dos resultados de toxicidade foi obtido em ensaios in vitro
utilizando culturas de células (Barcelos et. al., 2007a e 2007b; Konan et. al.,
2007; Konan et. al., 2012; George e Kuttan, 1997) ou nos ensaios in vivo
utilizando ratos Wistar, contudo também foram realizados testes em cées (De
Melo et al., 2006) e em humanos (Romero et. al., 2012; Shidfar et. al., 2014). O
emprego de células e animais nos estudos toxicolégicos fazem parte da
estratégia de validacdo de novas drogas antes dos ensaios in vivo em
humanos, devido as questbes éticas. (Pacheco et. al., 2013; Dos Santos e De
Gois, 2013).
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A casca apresentou uma elevada DL50 nos testes agudos e nos testes
cronicos (Okonkwo et. al.,, 2010), além de efeito antimutagénico e baixa
genotoxicidade (Barcelos et. al.,, 2007a; Barcelos et. al., 2007b). A avaliacao
em cdes mostrou hepatotoxicidade transitéria por elevacdo dos niveis da
alanina e aspartato transaminase, (De Melo et. al., 2006;).

Os tratamentos realizados com o0s extratos das folhas, nao
apresentaram toxicidade aguda, ndo produziram alteracfes detectaveis nas
analises bioquimicas, hematolégicas e histopatolégicas e nao apresentaram
genotoxicidade e citotoxicidade (Konan e Bacchi, 2007; Konan et. al., 2007,
Fazil et. al., 2011). Por outro lado, ocasionaram efeito hipocolesterolémico,
hepatoprotetor e apresentaram citotoxicidade para células de leucemia
linfoblastica aguda, indicando atividade anti-tumoral (Konan et. al., 2012).

O suco do pseudofruto foi testado em humanos e produziu atividade
antimutagénica (Melo et. al., 2003) e o acido anacardico ndao apresentou
toxicidade aguda, nem efeito mutagenico, embora tenha reduzido o hematdcrito
e a concentracdo de hemoglobina e aumentado a concentracdo de uréia apos

o tratamento crénico (Carvalho et. al., 2011).
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Tabela 3: Estudos de toxicidade de A. occidentale de acordo com espécie/organismo testado, parte utilizada, preparacao e

resultados.
PARTE PREPARACAO MODELO RESULTADOS REFERENCIAS
UTILIZADA
. . N H ici nsitori I a
Casca Extrato hidroalcoolico Cées epatoto>.<|C|dade transitoria por e. evacéo da De Melo et al., 2006
alanina e aspartato transaminase.
Casca Extrato metandlico Ratos Wistar Alta DLS0 & elevagag dos n|ve|§ de alanina e Okonkwo et al., 2010
aspartato aminotransaminase.
Casca Extrato metandlico Célula Efeito antimutagénico e genotoxicidade baixa. Barcelos et. al., 2007a e 2007b;
Auséncia de toxicidade aguda, sem alteracdes
Folhas Extrato hidroalcodlico  Ratos Wistar detectaveis nas analises bioquimicas, Konan e Bacchi, 2007
hematoldgicas e histopatoldgicas.
Auséncia de efeito toxico e efeito :
Folhas Extrato aguoso Coelho . . Fazil et. al., 2011
hipocolesterolémico e hepatoprotetor.
Folhas Extrato hidroalcoolico Célula Ausencia de genotoxicidade e citotoxicidade Konan et. al., 2007
: . . Efeito citotoxico em células de leucemia
Folhas Extrato hidroalcoolico Célula : . Konan et. al., 2012
linfoblastica aguda
Fruto Extrato éter de petrdleo Célula Auséncia de mutagenicidade George e Kuttan, 1997
Pseudofruto Suco Humano Atividade antimutagénica e comutagenica Melo et. al., 2003
Auséncia de toxicidade agudae de
Acldo. Extrato aquoso Camundongo mutagenlc?ldade, Reducéo do hematocrlt(?.e Carvalho et. al., 2011
anacérdico BALB/c hemoglobina e aumento moderado da uréia

ap0s tratamento cronico.
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5. ATIVIDADE FARMACOLOGICA

O estudo da atividade farmacolégica de A. occidentale concentra-se
principalmente em Camarfes e Nigéria, onde também sdo produzindos mais
resultados sobre o tema como mostra a Tabela 4. H& de se ressaltar também a
grande utilizacdo de A. occidentale pela populacdo como recurso terapéutico
no tratamento do diabetes, como mostram os estudos etnofarmacoldgicos
(Baldé et. al., 2006; Diallo et. al., 2012; Nwauzoma et. al., 2013).

Os principais dados farmacoldgicos estéo listados na TABELA 4, que
mostra também que os resultados foram majoritariamente obtidos com os
extratos etanodlico e/ou hexanico, oriundo das folhas e da casca do caule,
sempre em tratatamentos por via oral, para avaliar a atividade anti-diabetes

tanto in vitro como in vivo,

A maioria dos resultados quanto ao efeito anti-diabetes de A.occidentale
foram obtidos em experimentos in vivo utilizando ratos Wistar, nos quais o
diabetes foi induzida por estreptozotocina. A grande utilizacdo do modelo de
diabetes induzida pela estreptozotocina relaciona-se a facilidade,
reprodutibilidade e aos baixos custos, o que tornam a técnica amplamente
aceita (Deeds et. al., 2011; Chrcheva-Nikolovska et. al., 2013; Hakkarainen et.
al., 2010; Rawat et. al., 2012; Boopathy Raja et. al., 2010; Wang et. al., 2013;
Kumar et al., 2013; Lee et. al., 2014). Importante ressaltar que também foram
obtidos resultados da acdo anti-diabetes de A. occidentale em cdes e em

humanos.

Para estudar os efeitos farmacoldgicos de A. occidentale os extratos
hexanico e hidroalcodlico foram os mais utilizados, com material biolégico
predominantemente obtido em paises africanos e no Brasil, possivelmente
devido a abundancia de exemplares dessa espécie nesses paises (Johnson,
1973; Akinhanmi et. al., 2008).

O uso da via oral foi preponderante e na maioria das vezes foram
testados extratos das folhas e do caule, mostrando direta relagdo com os

dados etnobotanicos e a facilidade de obtencdo (Bever 1980; Verzar e Petri,
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1987; Baldé et. al., 2006; Nwauzoma et. al., 2013), considerando que a
populacdo utiliza essa espécie como recurso terapéutico no tratamento e
controle do diabetes e sintomas associados (Bever 1980; Verzéar e Petri, 1987;
Baldé et. al., 2006; Diallo et. al., 2012; Nwauzoma et. al, 2013).

Os principais efeitos anti-diabetes dos extratos de A. occidentale em
animais foram: reducdo da glicemia, da glicosuria, da hiperlipidemia, da
peroxidagéo de lipidios, controle da dislipidemia, reducdo da a insulina sérica e
da resposta glicémica pés-prandial (Kamtchouing et. al., 1998; Alexander-lindo
et. al., 2004; Olatunji et. al., 2005; Tédong et. al., 2007; Alexander-Lindo et. al.,
2007; Fagbohun e Odufuwa, 2010; Shidfar et. al., 2014), conforme sumarizado
na Tabela 4. Importante ressaltar que estes efeitos sdo os mesmos observados
em medicamentos utilizados para o controle do diabetes tais como
rosiglitazona e/ou ramipril (Gerstein et. al., 2011) e metformina (Hirst et. al.,
2012). Em humanos a castanha de A. occidentale evitou a reducédo de HDL-C e

diminuiu a insulina sérica (Romero et. al., 2012; Shidfar et. al., 2014).

Ao ser avaliada a captacdo de glicose observou-se que apenas 0S
extratos da castanha e o acido anacardico estimularam a captacdo de glicose e
tiveram efeito inibitério sobre a-amilase, efeito n&o observado no extrato
aquoso (Tedong et. al., 2010; Ali et. al., 2006). A inibicdo da a-amilase diminui
a digestéo e a absorcéo de carboidratos retardando a liberagcéo de glicose para
0 organismo, ocasionando reducdo na concentracdo de glicose no sangue,
(Kazeem et. al., 2013; Gautam et. al., 2013; Ademiluyi e Oboh, 2013). Desta
forma, € possivel inferir que A. occidentale possue em sua COmMPOSICao
compostos capazes de inbir a a-amilase e reduzir a glicemia, o que torna essa
espécie importante alvo biotecnologico para geracdo de medicamentos com

acao no controle do diabetes.



Tabela 4. Atividade farmacolégica de A. occidentale L. no controle do diabetes
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PAIS PARTE DA MATERIAL - -
AUTOR PLANTA ESTUDADO ORIGEM METODO MODELO VIA RESULTADO REFERENCIAS
Diabetes 175 mg/kg :
Camardes Folhas Extrato aquoso das Camardes induzida por Ratos Wistar Oral hipoglicemiante e Kamtchouing
folhas . L et. al., 1998
estreptozotocina glicosuria
Extrato hexanico,
etilico, metandlico, da hipoglicemiante -
. Casca do casca do caule e as . Experimental em stigmast-4-en-3-  Alexander-lindo
Jamaica ; . Jamaica Cachorros Oral .
caule substancias stigmast- cachorros one e stigmast-4- et. al., 2004
4-en-3-one e en-3-ol.
stigmast-4-en-3-ol.
200 mg/kg reduziu
. Diabetes a hiperglicemia, -
Nigéria Cascado  Extrato metandlico da Nigéria induzida por Ratos Wistar Oral hiperlipidémia e Olatunji et. al,
caule casca do caule N 2005
frutose peroxidacédo de
lipidios.
Extrato hexanico e
Folhas e diclorometano das Inibigdo da a-
Inglaterra cisgi edo folhas e casca do Malésia amilase in vitro. a-Amilase _ Sem efeito inibitério Ali et. al., 2006
caule
Diabetes .
Camaroes Folhas Extrato hexanico Camardes induzida por Ratos Wistar Oral 150 8.300 mg / k_g Tédong et. al.,
. reduziu a glicemia 2007
estreptozotocina
. Casca do Extrato hexénico, . Experimental em hipogliif;ra'r;ti?omte do Alexander—
Jamaica fracOes e Stigmast-4- Jamaica Cachorros Oral . Lindo et. al.,
caule cachorros stigmast-4-en-3-
en-3-one. one 2007



Canada

Nigéria

india

Tailandia

Nigéria

Brasil

Colébmbia

Iran

Folhas,
casca do
caule,
castanha and
pseudofruto.

Casca do
caule

Casca do
caule

Folhas

Folhas

Flores

Pseudofruto

Castanha

Extrato hidroalcoolico
e acido anacardico

Extrato hidroalcodlico
da casca do caule

Extrato etanoico da
casca do caule e
fracOes acetato de

etila, diclorometano e
butanol.

Extrato aquoso das
folhas

Extrato metanolico
das folhas

Extrato hidroalcoolico

Suco do pseudofruto

Castanha

Camardes

india

Tailandia

Nigéria

Brasil

Coldbmbia

Cultura de
células

Diabetes
induzida por
estreptozotocina

Diabetes
induzida por
estreptozotocina

Cultura de
células

Diabetes
induzida por
aloxano mono-
hidratado

Camundongo
geneticamente
alterado

Experimental em
humanos

Ensaio clinico
randomizado
paralelo

c2C12
myoblasts -

Ratos Wistar Oral
Ratos Wistar Oral
Células do

musculo

esquelético de

rato linhagem

L6

Ratos Wistar Oral
Camundongo

NOD Oral
Humanos Oral
Humanos Oral

Extratos da
castanha e o acido
anacardico
estimularam a
captacao de
glicose.

Reduziu a
hiperglicemia e
controlou o peso.

Efeito
hipoglicemiante
das fracbes acetato
de etilae
diclorometano

Sem efeito na
captacao de
glicose

Efeito
hipoglicemiante
nas doses de 200,
e 400mg/kg.

Reduziu a glicemia

Reducéo da
resposta glicémica
pos-prandial

Evitou a reducéo
de HDL-C e
diminuiu a insulina
sérica.
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Tedong et. al.,
2010

Eliakim-
Ikechukwu et.
al., 2010
Ramnik , 2010
Noipha et. al.,
2010
Fagbohun e

Odufuwa, 2010

Silva e Guerra,
2010

Romero et. al.,
2012

Shidfar et. al.,
2014
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6. CONCLUSOES

Os dados em conjunto mostram que A. occidentale € uma promissora
espécie para o desenvolvimento de novas opcdes terapéuticas no controle do
diabetes. Tendo em vista sua ampla utilizagdo tradicional em varias
populacfes, sua baixa toxicidade e comprovada atividade farmacolégica em
Varios ensaios in vivo e in vitro. Entretanto sdo necessarias pesquisas que
elucidem os mecanismos de acao e substancias ativas responsaveis pelo efeito
terapéutico, bem como estudos que comprovem a real seguranca de seu uso, 0

gue abre um grande e importante espectro de oportunidades para investigacao.
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4. CAPITULO 2
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RESUMO:

Objetivo: Avaliar o efeito de A. occidentale no diabetes considerando a inibigéo
enzimatica in vitro, glicemia e a concentracdo de insulina em camundongos.
Materiais e Métodos: Os testes in vitro avaliaram o efeito dos extratos
hidroalcodlicos das flores (EFL), folhas (EF) e casca (EC) do caule de A.
occidentale e dos compostos acidos anacardico (AA), chiquimico (AC), gélico
(AG) e elagico (AE), bem como de misturas desses compostos, nas
concentragbes de 0,5; 5; 50 e 500 mg/mL sobre a inibicdo das enzimas a-
amilase e da a-glicosidase. Nos ensaios in vivo foram avaliados os efeitos de
diferentes doses do EFL (0,5; 5; 50 e 500mg/Kg) em camundongos Swiss
machos, trés meses de idade, com diabetes foi induzida com estreptozotocina
e frutose. Os animais foram avaliados quanto a tolerancia oral a glicose,
variacao glicémica; consumo de agua e racéo; variacao ponderal; concentracao
de hemoglobina glicada (cromatografia); concentracdo de frutosaminas,
triglicérides; colesterol total, fragbes HDL e LDL, por ensaio colorimétrico;
producéo insulina e de IFN-y, TNF-qa, IL-4 e IL-10 por ensaio imunoenzimatico -
ELISA.

Resultados: O EFL foi o mais efetivo em inibir a atividade das enzimas a-
amilase e a-glicosidase, mesmo nas menores concentracdes, possivelmente
devido a presenca do acido anacardico e elagico, ja que estes dois compostos
do extrato, quando avaliados isoladamente, ou em associagdo com 0 acido
chiquimico, apresentaram efeito similar ao EFL. Na avaliac&o in vivo, realizada
s6 com o EFL, ocorreu reducdo do pico glicémico, do consumo de agua e de
racdo, da concentracdo de hemoglobina glicada, frutosaminas, triglicérides,
colesterol total e fracdo LDL. Por outro lado, o tratamento com EFL aumentou o
colesterol HDL e a concentracdo de citocinas anti-inflamatorias IL-10 e IL-4.
Conclusdes: O extrato hidroalcoolico das flores foi 0 mais efetivo no controle
do diabetes, por acao inibitéria das enzimas a amilase e a glicosidase, bem
como por modulacdo do processo auto-imune devido o aumento na produc¢ao
de IL-4 e IL-10, possivelmente decorrentes do fitocomplexo presente no EFL.
Termos de indexacgdo: diabetes, a-amilase, a-glicosidase, Anacardium
occidentale I.

Classificacao: Artigo de pesquisa original
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1. INTRODUGCAO:

O diabetes mellitus (DM) é considerado um problema de saude publica em
paises devido as suas complicacdes crbnicas macro e microvasculares, com grande
impacto na morbimortalidade dos pacientes. A doenca € o estagio final de uma
sindrome cronica e progressiva, cujas anormalidades fisiopatologicas iniciam-se
anos antes do diagnéstico clinico da doenca. Pacientes com diabetes mellitus
apresentam hiperglicemia, decorrente de defeitos na acdo da insulina, na secrecao
de insulina ou das duas situacdes, resultando em hiperglicemia cronica com
distdrbios no metabolismo dos carboidratos, proteinas e lipidios. (Lee e Dang, 2012;
DeFronzo et. al., 2013; Carrera e Martinez-Moreno, 2013; Padberg et. al., 2014;).

O melhor controle da glicemia, da pressao arterial e da dislipidemia resulta
em uma redugdo significativa nas complicagbes microvasculares, no
desenvolvimento da doenca arterial coronariana e cerebrovascular e mesmo de
Obito. Assim, os medicamentos para o controle do diabetes tém como principal efeito
a normoglicemia e a reducdo da resisténcia a insulina, visando melhorar o controle

metabolico e prevenir as complicacdes decorentes (Padberg et. al., 2014).

Os principais grupos de medicamentos com acao antidiabetes incluem:
Sulfonilureias e glitinidas: incrementam a secrecdo pancreatica de insulina, agem
diretamente nas células beta, estimulando a producéo e a liberacdo de insulina no
pancreas e, com isso, diminuem a glicose no plasma; Biguanidas: diminuem a
producdo hepética de glicose evitando que seja liberada mais insulina. Diminuem
também a resisténcia a insulina; Glitazonas: sdo drogas sensibilizadoras da acao da
insulina, aumentam a utilizacdo periférica de glicose e apresentam efeito incretina
mediado pelos hormbénios GLP-1 e GIP, considerados peptideos insulinotropicos
dependentes de glicose; Inibidores da a-glicosidase: reduzem a hiperglicemia poés-
prandial, pois retardam a absorcao de glicose e inibem a hidrélise de carboidratos no
trato digestivo por isso sdo geralmente utilizados na abordagem terapéutica para o
tratamento precoce do diabetes (Oliveira et. al., 2003; Oliveira e Milech, 2004,
Olokoba et. al., 2012; SBD, 2014; Kahn et. al., 2014).

As drogas antidiabeticas incluindo os inibidores das a-glicosidase e a-

amilase possuem alguns efeitos adversos causando hipoglicemia em doses mais



48

elevadas, problemas de figado, acidose lactica e diarréia (Scheen, 2003; Tudis et.
al., 2010; Kahn et. al., 2014). Assim a prospecc¢do e descoberta de novas drogas €
sempre desejavel, por isso muitos medicamentos & base de plantas tém sido
utilizados para o tratamento do diabetes.

Medicamentos tradicionais a base de plantas sao utilizados em todo o
mundo com uma série de preparacdes devido a sua eficacia e grande apelo popular
0 que favorece a adeséao ao tratamento (Heinrich, 2000; Junior et. al. 2005; Maxion-
Bergemann et. al., 2006). Entre as plantas medicinais tradicionalmente utilizadas
como anti-diabetes esta Anacardium occidentale (Cruz, 1985; Albuquerque, 1989;
Lima, 2012).

A. occidentale L. é espécie nativa do Brasil, embora tenha ampla distribuicéo
mundial e seja freqientemente utillizada nos paises africanos, asiaticos e da
América central (Cruz, 1985; Albuquerque, 1989). A avaliacdo quimica mostra que
mostraram que a espécie é rica em compostos fendlicos, acidos organicos e
flavonoides (Da Silva, 2012), entre os constituintes quimicos de interesse clinico,
podemos citar os acidos anacardico, chiquimico, galico e elagico, compostos
encontrados com maior abundancia nas partes areas dessa espécie(Chaves, et. al.
2010, Tedong, et. al. 2010, Punithavathi, 2011, , Malini, et. al., 2011; Orhan, et. al.
2012; Da Silva, 2012).

Os acidos anacardicos (AAs) sdo compostos fendlicos biosintetizados a
partir de acidos graxos presentes nos extratos das partes aéreas de A.occidentale, ja
foram identificados em elevadas concetracbes na casca, nas folhas, no peseudo
(Trevisan, et. al., 2006) e nas flores (Da Silva, 2012). Apresentam atividade
anioxidante (Trevisan, et. al. 2006), atividade antibricorbiana (Green et. al. 2007, Da
Silva, 2012) entre outras atividades biolégicas. (Subbarao et. al. 2011, Hemshekhar
et. al. 2012).

O acido chiquimico mais conhecido pela sua forma anidnica, xiquimato, € um
importante composto intermedidario em vias bioquimicas de vegetais e

microorganismos (Bochkov et. al. 2012, Rawat et. al. 2013).


http://pt.wikipedia.org/wiki/I%C3%A3o
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O &cido gélico deriva da via do acido chiquimico, um intermediario do
metabolismo secundéario, e € um componente de taninos hidrolisaveis em plantas.
(Ow e Stupans 2003, Daglia et. al. 2014).

O &cido elagico € uma lactona fendlica presente na forma de elagitaninos,
como componente estrutural da membrana e parede celular vegetal (Vattem e
Shetty, 2005).

Os efeitos anti-diabetes de A. occidentale tem sido avaliado principalmente
em ratos nos quais o diabetes foi induzido por estreptozotocina. Os resultados
mostraram que o tratamento com extratos de A. occidentale reduz o peso corporal; a
concentracdo sérica de glicose e a glicosuria (Kamtchouing et. al., 1998; Ojewole,
2003; Alexander-Lindo et. al., 2004; Tedong et. al., 2006).

O modelo de inducdo de diabetes por estreptozotocina ou aloxana em
roedores € amplamente aceito e por isso muito utilizado, pois simula nos animais
sinais e sintomas carcateristicos do diabetes (Marles e Farnsworth, 1995; Nishigaki
et. al., 1989; Katsumata, et. al, 1992; Islam e Choi, 2007). Além disso, a
estreptozotocina € incapaz de induzir resisténcia insulinica diretamente, mas é eficaz
em induzir hiperglicemia decorrente de lesdo pancreatica direta das células beta
(Srinivasan et. al., 2005).

A inducédo de resisténcia insulinica pode ocorrer pela adicdo de frutose na
alimentacéo (Dai, et. al., 1994; Hininger-Favier, et. al., 2009). Além disso, tem sido
relatado que somente alimentacdo frutose por um longo periodo, pode levar a
tolerancia nutricional sem que seja evidenciados o0s sinais e sintomas de intolerancia
a glicose e resisténcia insulinica (Stark et. al., 2000). Assim, modelos experimentais
gue combinem alimentacdo com frutose e uma baixa dose de estreptozotocina, por
um periodo curto tem sido utilizados como estratégia nos estudo voltados a
avaliacdo e desenvolvimento de novas drodas com efeitos nas principais alteracdes
da patogénese do diabetes tipo 2 (Wilson e Islam, 2012). Com base nessas
consideracdes foi objetivo desse estudo avaliar o efeito do Anacardium occidentale

sobre o diabetes a partir de ensaios in vitro e in vivo.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wilson%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580529
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wilson%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580529
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2. MATERIAIS E METODOS:

2.1 Preparagédo dos extratos

As flores, folhnas e cascas foram coletadas na Universidade Federal do
Maranh&do, Campus do Bacanga, Sao Luis — MA, Brasil, no més de Agosto de 2014,
época da floracdo, no periodo das 7 as 8 horas da manha, com auxilio de um
instrumento de cortante afiado e um recipiente de coleta para néo danificar o
material. O vegetal foi identificado e a exsicata estad depositada no Herbario Atico
Seabra da Universidade Federal do Maranh&o sob o n® 660/SLS/017213.

As flores, folhas e cascas foram secas, ao abrigo da luz solar, sob ventilacao
natural, a temperatura ambiente (+26°C), durante 7 dias. ApOs secas foram moidas
em moinho tipo faca. O pdé foi entdo submetido a operacdo extrativa por
remaceracdo em etanol a 70%, na propor¢cao de 1/5, a temperatura ambiente, em 3
etapas de 7 dias cada etapa, totalizando-se 21 dias, como rendimento final do
processo extrativo de 35%. Ao final de cada etapa obteve-se o extrato bruto por
filtracdo em papel de filtro. O extrato hidroalcodlico (EH) foi evaporado sob pressao
reduzida a 60°C, em evaporador rotatorio, a 120 rpm. Aliquotas do extrato foram

congeladas a -18°C, para posterior liofilizacao.

2.2 Tratamento com 0s extratos e constituintes quimicos de A. occidentale:

Foram utilizados nos ensaios in vitro 0s seguintes extratos e compostos,

isolados ou em associag¢do como listado a seguir:
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EXTRATOS

COMPOSTOS

Extrato
hidroalcoolico das
flores (EFL)

Extrato
hidroalcoodlico das
folhas (EF)

Extrato
hidroalcoodlico da

casca do caule (EC)

Acido anacardico (AA)

Acido elagico (AE)

Acido gélico (AG)

Acido chiquimico (AC)

Acido anacardico e
chiquimico (AA+AC)

Acido anacardico e
galico (AA+AG)

Acido anacardico e
elagico (AA+AE)
Acido chiquimico e
galico (AC+AG)
Acido chiquimico e
elagico (AC+AE)
Acido gaélico e elagico
(AG+AE)

Acido chiquimico, gélico e
elagico (AC+AG+AE)

Acido anacardico, elagico
e chiquimico (AA+AE+AC)

Acido anacardico, galico e
chiquimico (AA+AG+AC)

Acido anacardico, galico e
elagico (AA+AG+AE)

Acidos anacardico,
chiquimico, galico e
elagico (AA+AC+AG+AE)
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Os &cidos anacérdico, chiquimico, galico e elagico foram obtidos da SIGMA-
ALDRICH® e todos os extratos, compostos e misturas de compostos testadas foram
diluidas em PBS (solucdo salina tamponada com fosfato — Phosphate Buffered Salt
solution) nas concentragdes de 0,5; 5; 50 e 500 mg/mL. Foi utilizada como controle a
solucao de PBS.

2.3 Teste de inibicdo da a-amilase

A 40 pL de a-amilase de saliva humana obtida da (Codigo A0521, SIGMA-
ALDRICH®) na concentracdo de 160 U/L em PBS 1X (Solucdo salina tamponada
com fosfato - NaCl 137 mM, Fosfato 10 mM, KCI 2.7 mM, pH de 7.4) foram
adicionados 80uL das substancias teste (item 2.2), foi incubada por 10 minutos, a
25°C, em placas de 96 pocos (Apostolidis e Lee, 2010) nas concentracfes de 0,5, 5,

50 e 500 mg/mL. Foi utilizada como controle a solucéo de PBS.

Apés a pré-incubacdo da enzima com as substancias teste foram adicionados
a cada um dos pocos 200 pL do substrato AMILASE CNPG Liquiform — (Ref. 25
LABTEST®). Apds incubacdo por 1 minuto foi realizada a leitura da absorbancia
inicial (A1), sendo repetida a leitura apos 2 minutos (A2). As leituras utilizaram o filtro
de 405 nm, conforme instrucdes do fabricante. Os resultados foram expressos como
Atividade da a-amilase (U/L).

2.4 Teste de inibicao da a-glicosidase

A 40 uL de a-glicosidase de Saccharomyces cerevisiae (Codigo G5003,
SIGMA-ALDRICH®) ajustada a concentracdo de 160 U/L em PBS 1X foram
adicionados 80uL das substancias teste (vide item 2.2) e as amostras foram e
incubadas por 10 minutos, a 25°C, em placas de 96 pocos (Apostolidis e Lee, 2010),
nas concentracdes de 0,5, 5 50 e 500 mg/mL. . Foi utilizada como controle a solu¢ao
de PBS.


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/g5003?lang=pt&region=BR
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ApOs a pré-incubacdo com as substancias testes foi adicionado a cada pocgo
200 pL da mistura de reacdo mestre, composta na propor¢ao de 200 pL de solugéo
tampdo de ensaio e 8 uL do substrato a-NPG, (Cddigo MAK123, KIT a-glicosidase
Activity assay, SIGMA-ALDRICH®), sendo imediatamente realizada a leitura da
absorbancia inicial (Al), em seguida a placa foi incubada por mais 20 minutos, a
37°C, e nova leitura foi realizada e considerada como A2. Todas as leituras foram
realizadas a 405 nm, conforme instrugées do fabricante (SIGMA-ALDRICH®). Os

resultados foram expressos em Atividade da a-glicosidase (U/L).
2.5 Tratamento dos animais

Para a realizacdo dos ensaios foram utilizados camundongos Swiss, machos,
adultos com idade de 3 meses e peso entre 30g e 35¢g antes da inducao de diabetes
e 45¢g e 55¢g apos inducéo, procedentes do Biotério Central da Universidade Federal
do Maranhéao - UFMA (Sé&o Luis-MA). Os animais receberam racdo padronizada do
laboratério e agua ad libitum. Antes de iniciar o tratamento com os extratos todos os
animais passaram por um processo de inducao da diabetes na qual foi induzida por
alimentacdo dos animais com 40% frutose misturado a agua, ad libitum, durante 2
semanas, apos este periodo todos receberam uma dose de 40mg/Kg de
streptozotocina da Sigma-Aldrich® de acordo com a realizado por e foram
monitorados por mais duas semanas até os animais apresentarem média de glicose

sanguinea = 200 mg/dL (Wilson e Islam, 2012) .

O projeto foi aprovado sob o nimero 007/2010 em 06/06/2010 pela Comisséo

de Etica Experimentacdo Animal da Universidade Estadual do Maranh&o.

Apb6s a inducado da diabetes os animais foram aleatoriamente distribuidos em
6 grupos, com 5 animais cada. Antes do inicio do tratamento todos os animais foram
pesados. Os animais receberam EFL nas doses de O0,5(EFL 0,5), 5 (EFL5),
50(EFL50) e 500 (EFL500) mg/Kg e foram comparados ao grupo que recebeu salina
e ao grupo tratado com Metformina 10 mg/Kg do laboratério Medley®, utilizando
como referéncia a dose minima recomendada pelo fabricante para o inicio do
tratamento da diabetes. Foi considerado como tratamento subcronico a
administracdo diaria, por via oral, durante 2 semanas, conforme a legislacdo
brasileira, ANVISA (Resolugdo RE n° 90, de 16 de marco de 2004 e Portaria n° 116,


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/mak123?lang=pt&region=BR
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wilson%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580529
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wilson%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580529
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de 08 de agosto de 1996). Na 22 semana foram coletadas amostras de sangue, por
puncdo do plexo retro-orbital, para realizacdo de ensaios bioquimicos e

imunolégicos.

2.5.1 Teste de Tolerancia Oral a Glicose: No primeiro dia de ensaio apds a inducao
da diabetes os animais receberam oralmente 30mg/Kg de solugéo de glicose a 30%.
Cinco minutos ap0s os animais foram tratados com uma Unica dose do produto. A
determinacao da glicose sanguinea ocorreu antes do inicio do ensaio e nos intervalos
de 10, 30, 60 e 120 minutos apds a administracdo do extrato de acordo com
(Henriques, 2013; Biswas e Acharya, 2013).

2.5.2 Avaliacdo do Consumo de agua e racao: A avaliacdo ocorreu em gaiolas
onde os animais foram avaliados em grupo durante 14 dias consecutivos ap0s o

inicio do tratamento com os extratos, considerando os valores diarios de consumo.

2.5.3 Determinacdo da Glicose Sanguinea: Foi realizada, ap0s sangria da
extremidade da cauda, com auxilio de um glicosimetro digital (On Call Plus-

ACON®), usando-se tiras reativas especificas.

2.5.4 Dosagem de Hemoglobina Glicosilada, Frutosaminas, Triglicérides;
Colesterol Total e Fracdes: amostras de sangue, obtidas sem a presenca de anti-
coagulantes foram centrifugadas para obtencéo do soro que foi utilizado na avaliagao
da concentracédo de triglicérides, colesterol total, HDL, LDL e demais parametros,

sempre conforme o descrito pelo fabricante (Labtest®, Brasil)

2.5.5 Dosagem de Insulina: Foi realizada por ELISA utilizando o kit comercial
(codigo RAB0817 SIGMA-ALDRICH®), com sensibilidade de 2 mcUl/mL e

coeficientes de variacdo inter e intra-ensaio de 10% e 12%, respectivamente.

2.5.6 Dosagem das citocinas: A concentracdo das citocinas IL4, IL-10; TNF-a e IFN-
y foram quantificadas no soro, por ensaio imunoenzimatico, conforme método descrito

pelo fabricante (eBioscience, USA).

2.6 Anéalise Estatistica
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Os valores foram expressos como meédia + desvio padrdo, e percentual de
inibicdo considerado amostras individuais testadas em triplicata para cada uma das
soluces testadas. Em seguida, os dados foram submetidos a ANOVA, seguida dos
testes de Tukey-Kramer ou ao teste de Kruskal-Wallis, ou do pés-teste de Dunns,
dependendo do ensaio. Em todos os casos foi considerado como nivel de
significancia p<0,05. Utilizou-se os softwares GraphPad Prism 5 e Excel 2007 como

suporte para tabulagcéo e analise dos dados.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

3.1 AVALIACAO DO EFEITO ANTI-DIABETES DE A.occidentale in vitro

O extrato das flores foi 0 mais eficaz em inibir as enzimas a amilase e a
glicosidase, mesmo nas menores concentracdes (0,5 e 5 mg/Kg). Tanto na
comparacdo com o0s demais extratos como na comparagdo com 0S COmMpostos

isolados, como mostram as tabelas 1 e 2.

O extrato das flores foi 0 que apresentou maior atividade na inbicdo das
enzimas a amilase e a glicosidase, corroborando com dados anteriores, que
avaliaram o efeito de A.occidentale no controle do diabetes (Ali et. al., 2006; Eliakim-
Ikechukwu et. al., 2010; Ramnik, 2010). Contudo merece especial atencao a elevada
inbicdo ocasionada pelo EFL, inclusive nas concentragcdes mais baixas (Tabelas 1 e
2), razdo pela qual investigamos também os efeitos inbitorios de compostos

frequentemente identificados nas partes aéreas do cajueiro.

Os acidos anacardico e elagico apresentaram maior efeito inibitdério em
relacdo aos demais compostos, quando avalilamos o efeito das substancias isoladas
ou em misturas. Embora também tenhamos observado inibicdo das duas enzimas
em presenca de acido chiquimico. Os resultados mostram também que a presenca
do acido galico sempre reduziu o efeito observado em todas as misturas testadas.
N&o foram encontrados relatos quanto a atividade inibitéria do acido anacardico,
galico e chiquimico para essas enzimas, entretanto os resultados observados com o
acido elagico corroboram aos observados em trabalhos anteriores, tanto no caso da
avaliacdo do composto isolado, quanto na avaliacdo de extratos vegetais em que o
acido elagico faz parte da composicdo quimica (Kam et. al., 2013; Jianbo Xiao et. al.,
2013; Ismail Shareef et. al., 2014).

Na avaliagdo do efeito dos extratos sobre a atividade da a amilase salivar
humana e da a glicosidase de Saccharomyces cerevisiae, observou-se efeito
inibitério do extrato das flores (EFL) para as duas enzimas testadas, mesmo nas
menores concentragcdes. Tanto na comparacdo com os demais extratos como na

comparagao com 0s compostos isolados, como mostram as tabelas 1 e 2.
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Os extratos das flores e da casca do cajueiro j4 foram objeto de estudo em
varias pesquisas que avaliaram a sua atividade no controle da diabetes (Silva e
Guerra 2009; Eliakim-lkechukwu et. al., 2010; Ramnik Singh, 2010), entretanto
apenas 0 extrato da casca foi investigado quanto a sua atividade na inibicdo da
atividade da a amilase com resultados que corroboram aos observados no presente
estudo (Ali et. al., 2006),

Contudo o resultado que mais chamou atencéo foi a o alto poder de inibicao
da a amilase e a glicosidase pelas flores do cajueiro, inclusive nas concentragdes
mais baixas (Tabelas 1 e 2). Todas as concentracdes testadas do EFL apresentaram
inibicdo da a amilase e a glicosidase semelhantes ao observado nos inibidores
disponiveis no mercado. (Marshall e Lauda, 1975; Hamdan et. al., 2004; Tucci et. al.,
2010; Sales et. al., 2012; Sindhu et. al., 2013; Marchesini et. al., 2014).

Este efeito inibitdrio observado apenas nas flores quando comparado aos
extratos da casca e folhas pode ter relacdo com a composicdo quimica destas
diferentes partes de A. occidentale, pois em prospeccdo quimica realizada nestes
trés extratos observou que o EFL era o extrato que concentrava quantitativamente e
gualitativamente mais metabolitos secundarios bioativos, quando comparado as
folhas e casca, principalmente no que refere-se a alcoloides e flavonoides (Da Silva,
2012). Desda forma podemos inferir que a composi¢cado quimica das flores possa ter

influenciado positivamente nestes resultados.
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Tabela 1. Efeito dos extratos hidroalcodlicos? das folhas, flores e da casca do caule, dos

acidos® anacardico, chiquimico, galico e elagico, bem como misturas desses &cidos®, sobre

atividade da a-amilase (U/L).

CONCENTRACOES 0,5mg/mL 5mg/mL 50 mg/mL 500 mg/mL
SUBSTANCIAS
Controle 160 +18% 160+18 160 + 18 160 + 18
EFL *9+8 *11+13 *4+10 13 + 24
EF 138+4  149+9  118+28 43 + 22
EC 158 +36 155+ 29 35+ 28 *15 + 13
AA 79 +22 40 +19 *10+9 *5+ 10
AE 113+27 30+19 *9+17  *11+21
AG 105+35 50+ 38 10 + 35 *1 +18
AC 83+ 36 86+5 89 + 16 *9 + 19
AA+AC 93+8 52+18 62+8 *10+18
AA+AG 145+ 18 62 +62 62 + 62 41 + 36
AA+AE 114+ 18 103 +30 72 +27 31+24
AC+AG 103+18 72+35 83+32 52 +18
AC+AE 114+25 72 +27 62+0 64 + 34
AG+AE 114 +36 103 +36 52 +18 *36 + 9
AC+AG+AE 143+0 103+23 96 +3 65 + 27
AA+AE+AC 32+6 *15+12 *10+5 *1+1
AA+AG+AC 135+28 104 +35 74 + 28 20+ 12
AA+AG+AE 113+35 72 +18 34+8 26+9
AA+AC+AG+AE 106 +11 59+25  *23+15 *15+1

a) Siglas dos extratos: Extrato bruto das folhas (EF), flores (EFL) e da casca do caule (EC),
b) Siglas dos &cidos: Acidos anacardico (AA), chiguimico (AC), galico (AG) e elagico (AE),
c) Siglas das Misturas: em proporg¢des iguais entre acido anacardico e chigquimico

(AA+ACQC), 4cido anacardico e galico (AA+AG), &cido anacardico e elagico (AA+AE), acido
chiguimico e gélico (AC+AG), acido chiquimico e elagico (AC+AE), acido galico e elagico

(AG+AE), acido chiquimico, gélico e elagico (AC+AG+AE), acido anacardico, elagico e
chiguimico (AA+AE+AC), acido anacardico, galico e chiquimico (AA+AG+AC), acido
anacdardico, galico e elagico (AA+AG+AE) e acidos anacardico, chiquimico, galico e elagico

(AA+AC+AGH+AE),

d) Dados: Os resutados se referem a média + desvio padrao de triplicata da atividade da a-

amilase (U/L).

(*) p< 0,05 na comparagdo com o controle, solucdo de PBS.
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Tabela 2. Efeito dos extratos hidroalcodlicos? das folhas, flores e da casca do

caule, dos acidos® anacardico, chiquimico, gdlico e elagico, bem como misturas

desses &cidos®, sobre atividade da a glicosidase(U/L).

CONCENTRACOES/

SUBSTANCIAS 0,5mg/mL 5 mg/mL 50 mg/mL 500 mg/mL
Controle 160+29 160+21 160+21 160 + 21
EFL *9+8 *10+12 *4+9 *13 + 22
EF 131+3 142+9 112+26 41 + 21
EC 151 +34 147 + 28 33+26 *14 +13
AA 75+21 38+18 *Q+9 *5+ 10
AE 108+25 28+19 *8%16 *10 + 20
AG 100 +33 48+ 36 9+ 33 *1 +17
AC 79 + 34 82+ 4 85 + 15 *Q + 18
AA+AC 80+0 49+17 59+0 *10 + 17
AA+AG 138+ 17 59+ 29 59 + 29 39 + 34
AA+AE 108 +17 99 + 35 69 + 25 30 +31
AC+AG 99+17 6932 79 + 28 49 + 17
AC+AE 108 +30 69 +25 59 +0 61 + 33
AG+AE 108 +34 99 + 34 49 + 17 35+9
AC+AG+AE 136 +0 99 +39 91 +3 62 + 26
AA+AE+AC 30+6 *14+12 *Q+5 *1+1
AA+AG+AC 129+26 99 + 34 70 £ 25 19+ 11
AA+AG+AE 107 +34 69 +17 33+7 25+9
AA+AC+AG+AE 101+11 56+24 22 + 14 *14 + 1

a) Siglas dos extratos: Extrato bruto das folhas (EF), flores (EFL) e da casca do caule (EC),
b) Siglas dos &cidos: Acidos anacardico (AA), chiquimico (AC), galico (AG) e elagico (AE),
¢) Siglas das Misturas: em propor¢des iguais entre acido anacardico e chiquimico

(AA+ACQC), 4cido anacardico e galico (AA+AG), &cido anacardico e elagico (AA+AE), acido
chiguimico e gélico (AC+AG), acido chiquimico e elagico (AC+AE), acido galico e elagico
(AG+AE), acido chiquimico, gélico e elagico (AC+AG+AE), acido anacardico, elagico e

chiguimico (AA+AE+AC), acido anacardico, gélico e chiquimico (AA+AG+AC), acido
anacdérdico, galico e elagico (AA+AG+AE) e acidos anacardico, chiquimico, galico e elagico

(AA+AC+AG+AE),

d) Dados: Os resutados se referem a média + desvio padrao de triplicata da atividade da a-

glicosidase (U/L).
(*) p< 0,05 na comparagédo com o controle, solucdo de PBS.
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Quando avaliamos o efeito das substancias isoladas sobre a atividade da
enzimas a amilase e a glicosidase os acidos anacardico e elagico foram os que
apresentaram maiores efeitos inibitérios. Embora os resultados da atividade do &cido
elagico ja tenham sido descritos anteriormente, tanto para o composto isolado, como
na avaliacdo de extratos vegetais em que o acido eléagico esta presente (Kam et. al.,
2013; Jianbo Xiao et. al., 2013; Ismail Shareef et. al., 2014), estes parecem ser 0s

primeiros relatos quanto a atividade do acido anacardico sobre essas duas enzimas.

Os resultados obtidos com as solu¢des das misturas dos acidos mostraram
gue somente a dupla contendo &acido anacéardico/ &cido elagico e o trio &cido
anacardico/ acido elagico/acido chiquimico apresentaram efeitos inibitorios
semelhantes ao EFL. Curiosamente, embora os acidos anacardico e elagico tenham
apresentado atividade inibitéria quando isolados, quando ocorreu associacdo dos
dois esse efeito foi reduzido, sendo inclusive menor do que o detectado nos
compostos isolados. Por outro lado, a associagdo com o acido chiquimico resultou
na restauracdo da atividade compativel com a observada no extrato bruto (Tab. 1 e
2).

Ao que tudo indica o acido chiquimico mostrou efeito sinérgico entre o acido
anacardico e elagico, pois a sua mistura com os dois acidos aléem de ter
potencializado o efeito inibitério para as duas enzimas testadas, também apresentou
um razoavel efeito inibitério da a glicosidase quando misturado apenas com o acido
anacardico (Tab. 2). O efeito sinérgico entre diferente compostos, como € o caso do
acido chiquimico e dos acidos anacardico e elagico ndo € raro na natureza, e
ocorrem com maior freqiéncia do que a atividade de compostos isolados (Becerra-
Moreno et. al.,, 2012; Singh et. al., 2014). Apesar da acdo observada, ainda nao
temos subsidios para elucidar os principais mecanismos e reacfes envolvidas na

atividade observada.

Merece destaque nos resultados obtidos a similaridade dos efeitos do EFL e
dos compostos isolados e misturas na inibicdo das duas enzimas com resultados,
inclusive, numéricamente semelhantes. Justificam esses achados os resultados
similares descritos anteriormente com a acarbose, inibidores utilizados no controle

da diabetes obtidos a partir de fungos. Além da acarbose, os extratos de Marrubium



61

radiatum e Salvia acetabulosa, Sclerocarya birrea, apresentaram efeitos
ndamericamente similares na inibicdo de a amilase e a glicosidade. (Tudis et. al.,
2010; Mogale et. al., 2013).

Os resultados em conjunto indicam um potente efeito inibitério do extrato
hidroalcoolico das flores do cajueiro e dos compostos majoritarios identicados nesse
extrato, sobre a atividade das enzimas a amilase e a glicosidase, sendo este efeito
semelhante ao observado na mistura entre os &cidos anacérdico, elagico e
chiquimico. Como estes acidos fazem parte da composi¢cao quimica desta espécie
vegetal (Chaves et. al. 2010, Tedong et. al. 2010, Orhan et. al. 2012, Punithavathi
2011, Malini et. al. 2011), podemos inferir que o efeito observado nas flores esta
relacionado a combinacdo desses compostos e talvez de outros que sao

encontrados em menor concentragéo, ndo invetigados nesse estudo.

Na perspectiva de aplicacédo destas descobertas na melhoria da qualidade de
vida de pacientes diabéticos, podemos colocar o extrato hidroalcoolico das flores e a
mistura dos &cidos anacardico, elagico e chiquimico, como promissores para 0
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas aos inibidores de amilase
presentes no mercado tais como acarbose e a faseolamina por apresentarem
percentuais de inibicdo semelhantes a estas substancias (Marshall e Lauda, 1975;
Hamdan et. al., 2004; Tucci et. al., 2010; Sales et. al., 2012; Sindhu et. al., 2013;
Marchesini et. al., 2014).

A inibicdo da a-amilase e a-glicosidase, enzimas envolvidas na digestdo de
carboidratos, podem reduzir significativamente o aumento pds-prandial de glicose no
sangue e, portanto, podem ser uma estratégia importante no controle da glicose no
tratamento na fase precoce da diabetes para diminuir a hiperglicemia pos-prandial.
(Oliveira et. al., 2003; Oliveira e Milech, 2004; Tundis et. al. 2010).
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3.2 AVALIACAO DO EFEITO ANTI-DIABETES DE A.occidentale in vivo

Como o diabetes é caracterizado fundamentalmente por alteracbes na
concentracdo sanguinea de glicose, o que afeta o funcionamento de varios 6rgaos
(WHO 2008). A inibicdo das enzimas a amilase e a glicosidase tem efeito direto no
controle da diabetes principalmente logo apdés o consumo de glicose, com base
nessas informagbes investigamos o efeito de diferentes doses do extrato
hidroalcodlico das flores de A. occidentale (EFL) na tolerancia oral a glicose em
camundongos Swiss com diabetes induzida por estreptozotocina e frutose, tendo em
vista que as alteracbes na tolerancia a glicose aumentam o risco de doenca
cardiovascular e das complicacdes associadas a diabetes (Roman e Hancu, 2009). A
avaliacdo da tolerancia a glicose auxilia a deteccdo precoce da sensibilidade a

insulina (Wopereis et. al., 2009).

Os resultados mostram uma rapida acdo do tratamento na reducdo da
glicemia quando utilizamos doses acima de 5mg/Kg. O efeito foi mais marcante 10
minutos apds o tratamento com o extrato. Ao longo do tempo de avaliagdo esta
reducédo foi modulada, de forma a proporcionar uma suave queda na concentracao
sanguineos de glicose, sem causar hipoglicemia, nos intervalos subsequentes
(Figura 1).
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Figura 1: Efeito do tratamento com extrato hidroalcodlico de flores de A. occidentale (EFL)
sobre a tolerancia oral a glicose. Camundongos Swiss com diabetes induzida por frutose e
streptozotocina receberam solucdo de glicose (30 mg/Kg),via oral, e receberam 5 minutos
depois tratamento com 0,5, 5, 50 e 500 mg/Kg do extrato e metformina 10 mg/Kg. A
concentracao de glicose sanguinea foi avaliada antes da administracao da glicose e 10, 30,
60 e 120 minutos depois do tratamento com EFL. Os dados correspondem a média de 5

animais/grupo. (*) p<0,05 na compara¢ado com o controle.
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O EFL apresentou acentuado efeito anti-hiperglicemiante semelhante aos
observados em outros extratos vegetais e medicamentos utilizados para esta
finalidade entre eles os inibidores da a-amilase e a-glicosidase (Fuentes et. al., 2004;
Giuseppina, 2005; Samad et al., 2009; Tundis et al. 2010). Outro fato que chama a
atencdo no efeito desta dose € o0 seu curto tempo para ocorrer o efeito, sugerindo
gue no extrato existem compostos com essa acgao anti-hiperglicemiante. Importante
destacar que a dose efetiva foi relativamente baixa se levarmos em consideracao os

medicamentos comumente utilizados para esta finalidade (Raskin et. al. 2009).

Além disso, este efeito de evitar picos glicémicos ap6s consumo de glicose é
caracteristico de inibidores das a-glicosidase, o que nos leva supor que a acao
observada in vitro de inibicdo desta enzima pelo EFL (Tab. 2), é estendida para
animais, sendo esta acdo preservada mesmo apds metabolizacdo do EFL pelo
camundongo Swiss, 0 que coloca o EFL como promissor para o desenvolvimento de

um inibidor capaz de ser utilizado no controle da diabetes em humanos.

Varios autores também tém avaliado crénicamente e descrito a reducédo dos
niveis glicémicos decorrente do tratamento com extratos obtidos das folhas e do
caule de A. occidentale no diabetes (Kamtchouing et. al., 1998; Ojewole, 2003;
Alexander-Lindo et. al., 2004; Tedong et. al., 2006), inclusive com o desenvolvimento
e protecdo de produtos com essa finalidade (Gbodossou e Vidjin, 2002;
Ratsimamanga, 1981; Corrie, 1972). Os resultados aqui obtidos com as doses acima
de 5mg/Kg (Fig. 2) corroboram, portanto, com esses trabalhos quanto a sua a¢ao no
controle e reducédo da glicose sanguinea. Sendo o extrato avaliado, obtido da mesma
espécie vegetal, € razoavel supor que nas partes areas de A. occidentale ha

composto(s) com acao no controle da diabetes.

Como a dose de efeito aqui descrita foi relativamente baixa, em comparacéao
com o descrito para os extratos do caule e folha (Kamtchouing et. al., 1998; Ojewole,
2003; Alexander-Lindo et. al., 2004; Tedong et. al., 2006), podemos inferir que ha
nas flores uma maior concentracdo desse(s) composto(s), fato que pode ser
reforcado pelo extrato das flores concentrar mais metabolitos secundarios bioativos,

guando comparado as folhas e casca (Da Silva, 2012).
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Essa reducdo dos niveis glicémicos entre 10 e 30 mg/dL observado no
tratamento cronico sdo mais comuns novamente a classe de medicamentos que
inibem a acdo da a-amilase e a-glicosidase, tal como a acarbose, entretanto esta
variacao também pode ser observado naqueles incrementam a secrecao pancreatica
de insulina, tal como as glinidas, ou ainda naqueles que apresentam efeito incretinico
mediado pelos hormbnios GLP-1 e GIP, considerados peptideos insulinotropicos
dependentes de glicose (SBD 2014; Kahn et. al., 2014), o que nos leva supor que o
EFL além de ser inibidor enzimatico também possa agir em outros mecanismos

fisiopatologicos da diabetes.
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Figura 2: Efeito do tratamento com extrato hidroalcodlico de flores de A. occidentale (EFL)
sobre a variacdo glicémica. Camundongos Swiss com diabetes induzida por frutose e
streptozotocina tratados diariamente como 0,5, 5, 50 e 500 mg/Kg do extrato e metformina
10 mg/Kg. A glicemia sanguinea foi avaliada antes do tratamento e ao final da 1% e 22
semana de tratamento. Os dados correspondem a média de 5 animais/grupo. (*) p<0,05 na

comparagdo com o controle.
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Ocorreu importante reducao de peso, ao final da segunda semana, em todos
0s grupos tratados com EFL, em contraposicdo ao grupo controle, que no mesmo
intervalo, aumentou o peso corporal, caracteristica comum nos quadros iniciais do
diabetes (SBD 2014; Kahn et. al., 2014). Os resultados sugerem que 0 extrato
interfere na absorcdo de carboidratos, possivelmente devido ao mesmo mecanismo
que resulta na inibicdo das enzimas a amilase e a glicosidase. Considerando que

alteracdes na glicemia interferem também no peso corporal (WHO, 2008).

A obesidade, especialmente a visceral, € um dos fatores de risco
preponderante para o desenvolvimento da diabetes, devido ao aumento dos acidos
graxos livres e circulantes, diminuicdo da adponectina e secrec¢ao de citocinas pelo
tecido adiposo. O acumulo de gordura nos tecidos como figado, musculo e pancreas,
reduz a capacidade do figado e musculos em metabolizar a glicose e no pancreas
contribui para a disfuncdo das células beta e sua destruicdo por apoptose pelo
estresse oxidativo, quadro denominado lipotoxicidade (Lin e Sun, 2010; Olokoba et.
al., 2012; Kahn et. al., 2014). Mas com a progressao e agravamento desta patologia
€ comum ocorrer reducdo do peso corporeo (Berry, 2009). Desta forma buscamos

avaliar o efeito dos extratos de A. occidentale no peso dos animais (Fig. 3)

A reducédo ponderal observada no tratamento, por sua vez, é também efeito
comum aos medicamentos que diminuem a producédo hepatica de glicose como as
biguanidas, tal como a metformina e aos medicamentos que apresentam efeito
incretina mediado pelos horménios GLP-1 e GIP, considerados peptideos
insulinotropicos dependentes de glicose (Oliveira et. al.,, 2003; Oliveira e Milech,
2004, Olokoba et. al., 2012; SBD, 2014; Kahn et. al., 2014), o que reforca a hipétese
gue o EFL além de ser inibidor enzimatico também parece ter acdo em outros

mecanismos fisiopatoldgicos da diabetes.
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Figura 3: Efeito do tratamento com extrato hidroalcodlico de flores de A. occidentale (EFL)
sobre a variacdo ponderal. Camundongos Swiss com diabetes induzida por frutose e
streptozotocina tratados diariamente como 0,5, 5, 50 e 500 mg/Kg do extrato e metformina
10 mg/Kg. O peso foi aferido antes do tratamento e ao final da 12 e 2% semana. Os dados

correspondem a média de 5 animais/grupo. (*) p<0,05 na compara¢do com o controle.
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Os resultados obtidos mostram que o tratamento com as doses acima de 5
mg/Kg foi efetivo em reduzir tanto o consumo de dgua como o de ragdo (Figura 4).
Possivelmente, a reducdo no consumo foi resultado na melhoria do controle

glicémico obtido apds tratamento com EFL, como mostram as Figuras 1 e 2.

A elevacdo da glicemia diminui o limiar de reabsorgcdo glicose nos rins
ocasionando a polidipsia compensatoria, assim como a diminuicdo da utilizacdo de
glicose pelos tecidos ocorre a polifagia (Lin e Sun, 2010; Olokoba et. al., 2012; Kahn
et. al.,, 2014). Os resultados em conjunto indicam que a reducdo da glicemia
ocasionada pelo EFL pode ter relacdo direta com a reducdo no consumo e agua e
racdo dos animais. Por outro lado a reducdo no consumo de racdo pode ter
interferido na reducédo do peso corpéreo dos animais (Figura 3) por dimunuicdo na

ingesta calorica e melhora no metabolismo de carbohidratos.

Os dados indicam que o EFL parece ter efeito na polifagia e a polidipsia,
sinais comuns tanto do desenvolvimento, como do agravamento do quadro clinico no
diabetes (Briede et. al., 2008, WHO, 2006). Em geral, essas alteracbes séao
decorrentes da elevacdo da glicemia, que ultrapassa o limiar da quantidade de
glicose que os rins sdo capazes de reabsorver. A glicose é perdida na urina e, por
osmolaridade, perde-se agua, 0 que ocasiona a poliria e a polidipsia
compensatoria. Assim, medicamentos com acao sobre esses sinais sdo também
efetivos em controlar a diabetes. (Olokoba et. al., 2012; SBD, 2014; Kahn et. al.,
2014).
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Figura 4: Consumo diario de agua (A) e racdo (B) em animais tratados com o extrato
hidroalcodlico das flores de A. occidentale (EFL). Camundongos Swiss com diabetes
induzida por frutose e streptozotocina, foram tratados com EFL nas doses de 0,5, 5, 50 e
500 mg/Kg do extrato e metformina 10 mg/Kg. Os dados correspondem a média + desvio
padrdo de 5 animais/grupo avaliados, durante as duas semanas de tratamento, p< 0,05 na

comparagado com o controle.
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O tratamento com EFL acima da dose de 5mg/Kg reduziu o percentual de
hemoglobina glicada e de frutosaminas, demonstrando que o extrato exerceu efeito
continuo na reducédo dos niveis de sanguineos de glicose (Tabela 3).

A hemoglobina glicada tem sido considerada representativa da média
ponderada global das glicemias médias diarias, incluindo glicemias de jejum e p0s-
prandial, considerada um sensivel indicador do histérico glicémico dos pacientes,
além de ser uma ferramenta de prognostico para as complicagbes cronicas (WHO,
2006; Motta et. al. 2009). Desta forma podemos inferir que o EFL é efetivo nao
apenas na reducao da glicemia atual, mas também no seu contole de longo prazo,

mantendo-a em niveis baixos ao longo do dia e durante o tratamento.

Outro método muito utilizado para avaliar o historico glicémico € a dosegem
das frutosaminas, serve para quantificar a glicacdo das proteinas séricas, das quais
a principal € a albumina. Como a albumina tem turnover de duas semanas, a
frutosamina reflete o controle gli€mico ao longo deste periodo, sendo uma alternativa
atil como resultado complementar a dosagem de hemoglobina glicada, sobretudo
nos casos dos pacientes com anemia (Lin e Sun, 2010; Olokoba et. al., 2012; Kahn
et. al., 2014; SBD 2014).

O tratamento com as doses do extrato acima de 5mg/Kg reduziu a
concentracdo dos triglicérides, colesterol total e da fracdo LDL e aumentou a
concentracgao circulante da fracdo HDL, mostrando que o extrato acima da dose de

5mg/Kg foi efetivo em controlar a dislipidemia no diabetes (Tabela 3).

As altercOes glicémicas da diabetes tem entre suas principais complicacées
as doencas cardiovasculares, as quais tém sua génese na dislipidemia provocada
pela alteracéo no perfil lipidico do diabético. As alterac6es mais comuns no diabetes
incluem aumento dos triglicérides e da fracdo LDL do colesterol, além de diminuicédo
da fracdo HDL do coleterol. A elevacao dos triglicérides ndo somente é implicada na
apoptose das células beta pancreéticas (lipotoxicidade), como também contribui para
a determinacdo do grau de acumulo de LDL oxidadas (Lin e Sun, 2010; Olokoba et.
al., 2012; Kahn et. al., 2014; SBD 2014).
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Em geral, o aumento da glicose interfere na mobilizagdo e no metabolismo de
gordura, por isso no diabetes geralmente ocorre aumento na concentragcdo de
colesterol e suas fracbes, bem como nos triglicérides. Desta forma, as opcdes de
tratamento devem prevenir ou reduzir 0s niveis sanguineos desses parametros
(Mooradian, 2009; Tovar et. al., 2008). Mais uma vez, os resultados obtidos reforcam

a eficicia das doses acima de 5mg/Kg do extrato no controle da diabetes.

O efeito observado no EFL também é comum a outros medicamentos
utlizados no controle da diabetes entre eles as glitazonas, que aumentam a
utilizacdo periférica de glicose ou as biguanidas que reduzem a producdo hepatica
de glicose. E também efeito comum aos medicamentos inibidores das a-glicosidases
0s quais reduzem a velocidade de absorcdo de glicidios (Oliveira et. al., 2003;
Oliveira e Milech, 2004, Olokoba et. al., 2012; SBD, 2014; Kahn et. al., 2014). Em
conjunto os resultados indicam que o EFL tem efeitos tanto no controle glicémico,
como na variacdo ponderal, consumo de agua e alimentos e na bioquimica

sanguinea, conjungando os efeitos de varias drogas em um sé extrato.
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Tabela 3 - Andlise bioquimica de camundongos tratados com extrato hidroalcodlico das flores de A. occidentale (EFL) em

comparacao a metformina.

GRUPOS

ANALISES BIOQUIMICAS Controle Metformina 10mg/Kg EFL 0,5mg/Kg EFL 5mg/Kg EFL 50mg/Kg EFL 500mg/Kg

Hemoglobina Glicada (%) 9,6+1,8 *7,0+0,6 8,4+1,2 *6,3+0,6 *7,1+0,8 *7,0+0,7
Frutosamina (umol/L) 328,7+10,4 *270,2+12,0 323,948,3 *284,9+16,0 *296,8+9,9 *302,2+14,7
Triglicérides (mg/dL) 682,2+65,3 *430,6+54,4 594,2+42,3 *499,8+35,2  *490,8+52,5 *546,5+20,5

Colesterol Total (mg/dL) 232,1+4,6 *214,1+11,6 230,0+12,0 *209,9+11,2 *215,9+11,1 *213,8+15,1

LDL (mg/dL) 205,6+4,6 *187,7+11,6 203,5+12,0 *183,4+11,2 *189,4+11,1 *187,3+15,1
HDL (mg/dL) 40,8+6,5 *56,245,4 46,216,7 *61,7+5,4 *55,2+7,3 *54,249,2

(a) Os dados correspondem a média + desvio padréo de 5 animais/grupo avaliados ao final da 22 semana tratamento.
(*) p< 0,05 na comparacao com o controle.
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A diabetes tipo 2 caracteriza-se por dois defeitos fisiopatoldgicos principais:
resisténcia a insulina, que resulta no aumento da producéo hepatica de glicose e
reducdo da sua utilizacdo periférica e posteriormente com o agravamento da doenca
o comprometimento da funcdo secretora das células beta pancreaticas (Lin e Sun,
2010; Olokoba et. al., 2012; Kahn et. al., 2014). Na busca de elucidarmos o possivel
mecanismo de acdo do extrato avaliamos a concentracdo sérica de insulina e de

citocinas nos animais submetidos ao tratamento com EFL.

Em todos os grupos tratados com o extrato ocorreu reducdo na concentragao
de insulina (Figura 5). Considerando que a insulina € o hormdnio responséavel pelo
transporte da glicose do meio extracelular para o intracelular e esta associada a
reducdo da concentracdo de glicose (Urakami et. al., 2007) é razoavel propor que a
reducédo de glicose observada nas Figuras 1 e 2. Varios mecanismos podem explicar
a reducdo detectada. Tanto pode ter ocorrido reducdo na producdo hepéatica de
glicose, efeito € semelhante ao descrito para os medicamentos a base de
biguanidas, como pode ter ocorrido aumento da utilizacao periférica de glicose como
observado nas glitazonas, ou ainda por reducdo na velocidade de absorcdo de
glicidios, como observado nos inibidores das a-glicosidases, sendo este ultimo

comprovado pelos testes in vitro (Tabelas 1 e 2).
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Figura 5: Efeito do tratamento com extrato hidroalcodlico de flores de A. occidentale (EFL)
sobre a concentracdo sérica de insulina. Camundongos Swiss com diabetes induzida por
frutose e streptozotocina tratados diariamente como 0,5, 5, 50 e 500 mg/Kg do extrato e
metformina 10 mg/Kg. A concentracdo sérica de insulina foi determinada ao final do
tratamento na segunda semana. Os dados correspondem a média de 5 animais/grupo. (*)

p<0,05 na compara¢do com o controle.
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A diabetes em camundongos em geral leva a uma resposta inflamatoéria que é
intensificada pela producédo de citocinas inflamatérias como IL-6, INF-y e TNF-a. Ha,
portanto, correlacdo positiva entre a produgéao de citocinas e o desenvolvimento da
diabetes em camundongos. Assim, a insulite destrutiva das células B estd associada
ao aumento de TNF-a e IFN-y, enquanto a insulite ndo destrutiva ou benigna esta

associada com ao aumento da expresséo de IL4 (AR, 1998).

Como o extrato ndo induziu alteragdes na concentracdo sérica nem de IFN-y
(Fig. 6A) nem de TNF-a (Fig. 6B), inferimos que o tratamento reduziu 0 processo
inflamatorio decorrente da diabetes. Contribui com essa suposi¢éo o fato do mesmo
tratamento ocasionou significativos aumentos tanto na producéo de IL-10 (Fig. 6C)
como de IL-4 (Fig. 6D). Essas citocinas podem regular e reduzir o processo
inflamatorio no péancreas, ocasionando apenas uma insulite ndo destrutiva das

células B.

Estes resultados corroboram aos observados em outros estudos, onde o
aumento da expressao de IL10 e IL4 foi considerado como fator protetor no
desenvolvimento da diabetes autoimune, desempenhando importante papel
imunomodulador, reduzindo a insulite, a destruicdo das células B pancreaticas, os
efeitos sobre a producdo de insulina e os efeitos patoldégicos da diabetes,
consequentemente retardando o surgimento dos sinais da diabetes. (Calcinaro et. al.
1997; Lee et. al., 2003; Balasa e Sarvetnick, 1998; Rehman et. al., 2008; Goudy et.
al., 2003)

Com base nos dados obtidos podemos inferir que o0 mecanismo de acdo do
extrato hidroacoolico das flores A.occidentale, incluem efeitos observados nas varias
drogas disponiveis no mercado, no que se refere a controle glicémico, controle
lipidico, reducdo ponderal e ainda adicionalmente resulta no controle do processo
inflamatorio em decorréncia do aumento na concentracdo sérica de IL10 e IL4, o que
tem efeitos diretos na modulacdo da concentracdo sérica de insulina e no controle do

diabetes.
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Figura 6: Efeito do tratamento com extrato hidroalcodlico de flores de A. occidentale (EFL)
sobre a concentragdo de séricas de IFN-y (A); TNF-a (B); IL-10 (C) e IL-4 (D). Camundongos
Swiss com diabetes induzida por frutose e streptozotocina tratados diariamente como 0,5, 5,
50 e 500 mg/Kg do extrato e metformina 10 mg/Kg. A concentracdo sérica de citocinas foi
determinada ao final do tratamento na segunda semana. Os dados correspondem a média

de 5 animais/grupo. (*) p<0,05 na comparagéo com o controle.
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4. CONCLUSOES

Os resultados em conjunto mostram efeito anti-diabetes do extrato
hidroalcoolico das flores, por acgido inibitéria das enzimas a amilase e a
glicosidase, bem como devido ao controle glicémico e aumento das citocinas
Th2.

Os efeitos observados sao decorrentes de fitocomplexo presente no
EFL, uma vez que compostos isolados ndo possuiram a mesma efetividade
gue o extrato. Sendo assim, consideramos que EFL apresenta potencial
biotecnologico promissor para o0 desenvolvimento de novas opc¢des

terapéuticas para o controle da diabetes.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados demonstram um bom efeito inibitério do extrato hidroalcoolico
das flores, do &cido anacérdico, do acido elagico e da mistura dos &cidos
anacardico, elagico e chiquimico sobre a atividade das enzimas a amilase e a

glicosidase.

O extrato hidroalcodlico das flores de A. occidentale, nas doses acima de
(5mg/Kg), também induziu efeito benéfico no diabetes mellitus, reduzindo e
modulando a glicose sanguinea apds controle agudo e crénico, bem como
parametros associados a complica¢des no diabetes. E provavel que o mecanismo de
acao do extrato esteja relacionado ao aumento da sensibilidade periférica a insulina,
entretanto sdo necessarios estudos ainda mais detalhados sobre o efeito observado,

bem como para o estabelecimento da seguran¢a no consumo do extrato.

Esses resultados em conjunto apontam que A. occidentale € uma promissora
espécie para o desenvolvimento de uma nova opc¢ao terapéutica para o controle da
diabetes. Tendo em vista sua ampla utilizac&o tradicional por varias populacdes, sua
baixa toxicidade e atividade farmacolégica em varios ensaios in vivo e in vitro.
Entretanto sdo necessarias pesquisas que elucidem os mecanismos de acdo e
substancias ativas responsaveis pelo efeito terapéutico, bem como estudos que

comprovem a real seguranca de seu uUso.
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