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RESUMO

A hiperglicemia ¢ a principal consequéncia da Diabetes Mellitus, sendo esta uma doenca de
carater multifatorial, sendo que, de forma cronica esta relacionada com a formagdo de radicais
livres, especificamente os produtos finais da glicagdo avancada (AGES — Advanced glycation
end products), e com processos inflamatorios como nefropatia e neuropatia. Cochlospermum
regium (Schrank) Pilg., Bixaceae, ¢ uma planta do cerrado conhecida por seu poder anti-
inflamatorio. Este trabalho teve por objetivo realizar a analise fitoquimica e avaliar os efeitos
antioxidantes, antiglicagdo, antidiabéticos e anticolinesterasico do extrato hidrometandlico de
raizes do C. regium, através de modelos experimentais in vitro e in vivo (ratos Wistar). Foram
avaliados os teores de fenodlicos totais, flavonoides, taninos condensados e flavonol. A atividade
antioxidante foi avaliada através dos métodos de DPPH, ABTS, Beta-caroteno/Acido linoleico e
malondialdeido (MDA). O teor dos constituintes majoritarios foi avaliado através da
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid
Chromatography). A atividade antioxidante foi investigada através dos métodos DPPH, ABTS,
método de B-caroteno/dcido linoleico e malondialdeildo. A inibicdo de AGES foi examinada
através de um sistema albumina sérica bovina cujo agente glicosilante foi a glicose. Inibi¢do das
dissacaridase foi avaliada através de métodos in vitro e in vivo. Houve analise da inibicao da
acetilcolinesterase (Ache) em estrutura cerebrais. Foi realizado Teste Oral de Tolerancia a
Glicose (TOTG) em animais normoglicémicos que receberam sobrecarga de glicose, nos animais
diabéticos induzidos com aloxano e nos animais que receberam uma dieta hiperglicidica. O
extrato hidrometanolico apresentou alta concentra¢do de compostos fendlicos, flavondides e um
efeito antioxidante. A cromatografia liquida revelou uma maior concentracdo de acido galico,
seguidos de menor teor de acido caféico e acido elagico. Houve inibicdo da formagdo de AGES
significativamente. O TOTG dos animais normoglicémicos demonstraram uma resposta
significativa a uma dose de 100 mg/kg de C. regium, acompanhada de aumento do teor de
glicogénio hepatico. Houve também uma redugdo significativa na reduc¢ao da glicemia em jejum
de animais diabéticos induzida com aloxano apds 7 dias de tratamento, com doses didrias de 100
mg/kg. Apos 14 semanas de dieta hiperglicidica, sendo 4 de tratamento com dose de 100mg/kg,
houve diminui¢do dos triglicerideos. Assim, o extrato de C. regium apresentou efeitos
promissores antioxidantes, antiglicagcdo e antidiabéticos que podem estar relacionados ao seu alto
conteudo fendlico.

Palavras chaves: Cochlospermum regium, diabetes, antioxidantes, AGEs, aloxano,
acetilcolinesterase.

ABSTRACT

Hyperglycemia is the main consequence of Diabetes Mellitus, which is chronic related to the formation of
free radicals, specifically Advanced Glycation End Products (AGES) and inflammatory processes such as
nephropathy and neuropathy. Cochlospermum regium (Schrank) Pilg., Bixaceae, is a cerrado plant known
for its anti-inflammatory power. The objective of this work was to analyze the contents of the
constituents, to evaluate the antioxidant, antiglycation, antidiabetic and anticholinergic effects of the
hydrometanolic extract of C. regium roots, through experimental models in vitro and in vivo. The total
phenolics, flavonoids, condensed tannin and flavonol were analyzed. The content of the major
constituents was evaluated through High Performance Liquid Chromatography (HPLC). The antioxidant
activity was investigated through the DPPH, ABTS, B-carotene / linoleic acid and malondialdehyde
methods. Inhibition of AGES was examined by a bovine serum albumin system whose glycosylating



agent was glucose. Inhibition of disaccharidase was assessed by in vitro and in vivo methods. There was
analysis of the inhibition of acetylcholinesterase (Ache) in brain structure. The antidiabetic potential was
performed in normoglycemic animals that received glucose overload, in diabetic animals induced with
alloxan and in animals that received a hyperglycemic diet. The hydromethanolic extract presented high
concentration of phenolic compounds, flavonoids and an antioxidant effect. Liquid chromatography
revealed a higher concentration of gallic acid followed by caffeic acid and ellagic acid. There was
significantly inhibition of AGES formation. The TOTG of normoglycemic animals demonstrated a
significant response at a dose of 100 mg / kg C. regium, accompanied by an increase in hepatic glycogen
content. There was also a significant reduction in fasting glucose of alloxan-induced diabetic animals
after 7 days of treatment with daily doses of 100 mg / kg. After 14 weeks of hyperglycemia diet, 4 of the
treatment with a dose of 100mg / kg, there was a decrease in triglycerides. Thus, the extract of C. regium
showed promising antioxidant, antiglycation and antidiabetic effects that may be related to its high
phenolic content.

Keywords:  Cochlospermum  regium, Diabetes, Phenolic compounds, AGEs, Alloxan,
acetylcholinesterase.



1. INTRODUCAO
A utilizacdo de plantas medicinais para cura de enfermidades remonta da mais tenra
antiguidade, e sua utilizacdo ao longo dos séculos vem sendo aperfeigoada para que a utilizagdo

destas seja seguro e alcance o fim desejado [1].

Segundo a Organizagdo Mundial de Satde (OMS), medicina tradicional ¢ a integracao
dos conhecimentos, habilidades e praticas baseados nas teorias, crengas e experiéncias indigenas
de diferentes culturas, sendo explicaveis ou ndo, utilizadas na manutengdo da saude, prevengdes,
diagnostico, tratamento de doengas fisicas e mentais. E ainda os termos “medicina alternativa
e/ou complementar” sdo mescladas como medicina tradicional em alguns paises, referindo-se ao
conjunto amplo de praticas de cuidados de satde que ndo fazem parte da propria tradigdo do pais

e nao estao integradas no sistema de cuidados de satide dominante [2].

Ja a utilizagdo de fitoterapicos, refere-se ao uso de medicamentos a base de plantas e seu
longo historico. Seu uso ¢ bem estabelecido e largamente reconhecido como eficaz e seguro, ¢

pode ser aceito pelas autoridades nacionais de saude [2, 3].

A utilizagdo de fitoterapicos como préatica alternativa para diversos tratamentos ¢ muito
utilizada em paises subdesenvolvidos onde a populagdo carente ndo possui acesso a
medicamentos alopaticos mais onerosos, ¢ implantacdo de politicas publicas que estimulem tal
mecanismo € necessaria. Mas ndo so paises em desenvolvimento se utilizam de medicamentos
fitoterapicos, paises como Alemanha, Franga, Bélgica, Suécia, Suica, Japao e Estados Unidos,

enfatizam a técnica fitoterapica e onde trabalhos cientificos sobre o tema sdo publicados [4].

Segundo dados do Portal Brasil, at¢ o ano de 2016, o Sistema Unico de Saude (SUS),
ofertava 12 medicamentos fitoterapicos que sdo indicados, por exemplo, para uso ginecologico,
tratamento de queimaduras, auxiliares terapéuticos para gastrite e ulcera e também
medicamentos com indicagdo para artrite e osteoartrite. Segundo o Programa Nacional de
Melhoria do Acesso e da Qualidade da Aten¢do Basica (PMAQ), os fitoterapicos mais utilizados
na rede publica sdo o guaco, a espinheira-santa e a isoflavona-de-soja, utilizados como auxiliares
no tratamento de problemas respiratorios, gastrite e ulcera e sintomas do climatério,

respectivamente [5].



A OMS e o Fundo das Nagdes Unidas para Infancia (Unicef) realizaram uma Conferéncia
Internacional sobre Atencdo Primaria em Alma-Ata, citando a necessidade da a¢ao imediata dos
governos, profissionais das areas de satide, bem como a comunidade mundial para proteger e
promover a saude dos povos do mundo. Neste encontro foi recomendado aos estados membros
formular politicas referentes a utilizacdo de remédios tradicionais de eficacia comprovada e
explorar as possibilidades de incorporar o conhecimento tradicional as atividades de atencao

priméria em saude [6].

Ainda no final da década de 70, a OMS, cria o Programa de Medicina Tradicional que
recomenda aos estados-membros o desenvolvimento de politicas que viabilizem a integragdao da
medicina tradicional e complementar/alternativa nos sistemas nacionais de saude e promover o
uso racional dessa integracdo. Embora a medicina moderna seja reconhecida mundialmente, boa
parte da populacdo ainda se utiliza da medicina tradicional, principalmente paises em
desenvolvimento, seja dito que 80% desta populacao se utilizam de praticas tradicionais nos seus

cuidados basicos de saude e 85% destes utilizam plantas ou preparagdes destas [7].

Em 1987, a Assembleia Mundial de Saude, reforgou as recomendagdes feitas pela Alma-
Ata, recomendando que os estados membros além de iniciar programas relativos a medicina
tradicional, assegurarem a qualidade dos medicamentos extraidos de plantas, pela utiliza¢do de
técnicas modernas e utilizagdo de padrdes apropriados de boas praticas de fabricacdo. Ainda
neste ambito, em 1991, a OMS, reiterou a importancia da medicina tradicional na prestacio de
assisténcia social, e a cooperacdo com a assisténcia sanitaria moderna, principalmente no tocante
ao emprego de remédios tradicionais de eficacia cientifica demonstrada, com a intencdo de
reduzir gastos com medicamentos. Sugeriu, também, que esses remédios fossem aproveitados da
melhor maneira possivel, e que os produtos naturais, especialmente os derivados de plantas,

poderiam conduzir ao descobrimento de novas substancias terapéuticas [7].

O Brasil € o pais que possui a maior parcela da biodiversidade, em torno de 15 a 20% do
total mundial. Dentre esses elementos que compdem a biodiversidade, as plantas sdo matéria
prima para manufatura de fitoterapicos e demais medicamentos. E neste intuito, com seu amplo
patrimonio relacionado a biodiversidade, em consonancia com as solicitagdes da OMS, o Brasil
formulou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, aprovada por meio do

Decreto N° 5.813, de 22 de junho de 2006, estabelecendo diretrizes para o uso racional de plantas



medicinais e fitoterdpico em nosso pais, desenvolvendo tecnologias e inovagdes, que possam
fortalecer as cadeias de arranjos produtivos, o uso sustentdvel da biodiversidade brasileira e o

desenvolvimento do Complexo Produtivo da Saude [1, 3, 7].

No ano de 1990, a Lei n° 8.080/90 instituiu que ¢ “dever do Estado garantir a saude
através de formulagdo e execucdo de politicas econdmicas e sociais que visem a redugdo de
riscos de doengas e de outros agravos e no estabelecimento de condigdes que assegurem acesso
universal e igualitario as a¢des € aos servigos para a sua promog¢ao, protecao e recuperacao”. No
leque de atuagdo do SUS, a criagdo de politicas de medicamentos teve como escopo “garantir a
necessaria seguranca, eficacia e qualidade dos medicamentos, a promo¢ao do uso racional e o
acesso da populacdao”. Nesse contexto houve énfase na construgdo de programas para a
regulamentacdo e utilizagao de fitoterapicos pela populacao brasileira, como exemplo temos a 8*
Conferencia Nacional de Saude, realizacdo em 1986, que dentre suas recomendagdes, solicitava
“a introdugdo de praticas alternativas de assisténcia a saude”. J4 em 1996, a 10* Conferéncia
Nacional de Saude recomendou a incorporacao, no SUS, de praticas de Satide como fitoterapia,
acupuntura ¢ homeopatia. Ainda podemos citar mais medidas administrativas que foram tomadas
pelo Ministério da Satide para programar as diretrizes estabelecidas pelas conferéncias nacionais,
podendo citar ainda os foruns para discussdo da Proposta de Politica Nacional de Plantas
Medicinais ¢ Medicamentos Fitoterdpicos, em 2001, e o Seminario Nacional de Plantas
Medicinais, Fitoterapicos e Assisténcia Farmacéutica, a 1* Conferéncia Nacional de Assisténcia
Farmacéutica e a 12* Conferéncia Nacional de Saude, em 2003 2006 [3, 7].

Essas a¢des deram origem em 2004 na Politica Nacional de Assisténcia Farmacéutica
(PNAF), na Politica Nacional de Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo em Saude (PNCTIS) e na
Agenda Nacional de Prioridades de Pesquisa em Satde (ANPPS). A Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares no SUS (PNPICS), publicada em 2006 [3, 7].

Em novembro de 2011, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), por
intermédio da Farmacopeia Brasileira, criou o Formulario de Fitoterdpicos da Farmacopeia
Brasileira (Resolu¢do RDC n°® 60 de 10 de novembro de 2011), principalmente voltado para as
praticas de manipulagdo e dispensacdo de fitoterapicos, auxiliando os servigos de fitoterapia e
Farmécias em todo pais. Reforcando ainda esta ideia, em maio de 2014 através da resolugdo
RDC n° 26, criou-se a Classe de Produto Tradicional Fitoterapico, tendo como base para sua

notificagdo o Formulério de Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira. Trilhando ainda o mesmo



caminho a Anvisa, através de sua diretoria colegiada, em 17 de junho de 2016, RDC n°® 84,
aprova o Memento Fitoterapico da Farmacopeia Brasileira, sendo mais uma obra da Farmacopeia

Brasileira nos esfor¢os para constru¢ao de um fitoterapia racional [8].

Diabetes mellitus (DM) ¢ uma doenca de carater multifatorial cuja consequéncia comum
¢ a hiperglicemia. A homeostase normal da glicose ¢ alcancada pela precisa regulacdo da
producdo e secrecao de insulina pelas ilhotas de Langerhans do pancreas. Esta homeostase
também requer uma adequada resposta a insulina dos tecidos a ela sensiveis, como figado,
musculo e tecido adiposo. Uma resposta inapropriada da homeostase glicémica pode levar ao

diabetes [9-12].

Dentre as plantas do cerrado que sdo bastante utilizadas nos meios populares temos o
Cochlospermum regium, muito utilizada por curandeiros por seu poder anti-inflamatério [13,
14]. Existem correspondentes da mesma familia da planta supracitada, como o Cochlopermum
planchonii, que ja vem sendo avaliada por seu potencial antidiabético. Portanto nosso estudo tem
por fundamento avaliar o potencial antidiabético do Cochlospermum regium em testes in vitro e

in vivo.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. DIABETES

Organizada pela OMS, a comemoragdo do Dia Mundial da Saude do ano de 2016 foi sob
o lema diabetes. Sendo considerada um dos maiores desafios da saude publica, s6 reconhecida
como epidemia pelos organismos internacionais nos finais do século XX, a diabetes esta
relacionada com a combinagdo de fatores genéticos, comportamentais, sociais e ainda da vida
intrauterina. E apesar de toda evolucdo cientifica nas ultimas décadas, a sua cura, exceto para
diabetes tipo I, ainda esta longe de ser alcancada. A priori a diabetes alcancava paises ricos, mas
a globalizacdo abragou todos os continentes, aumentando os niveis de glicemia da populacdo em
paises como China, [ndia, Brasil, México, Paquistdo e Egito. Véarios estudos confirmam que a
epidemia da diabetes s6 poderd ser combatida com uma intervengdo baseada na prevencao

primaria [15].

Segundo dados da Sociedade Brasileira de Diabetes, atualmente estima-se que a
populagdo mundial de diabetes seja em torno de 387 milhdes, podendo alcancar 471 milhdes em
2035, sendo a 7* causa de morte em 2030. Estes nimeros podem estar sendo cada vez mais
crescentes devido ao aumento do envelhecimento populacional, da progressiva prevaléncia da
obesidade e sedentarismo, ainda com a maior sobrevida dos diabéticos [16, 17]. Cifras
estabelecidas pela Federacao Internacional de Diabetes (FID) em 2015 sdo alarmantes, estima-se
que mais de meio milhdo de criangas menores de 14 anos estdo com diabetes do tipo I, 415
milhoes de adultos entre 20-79 anos estdo com diabetes no mundo, e destes ultimos 193 milhdes
estao sem diagnostico. Outros 318 milhdes de habitantes tém tolerancia a glicose alterada, e um
em cada sete nascimentos se veem afetado pela diabetes gestacional, promovendo um grande
risco de desenvolverem diabetes, e a previsdo para 2040, se esta enfermidade ndo for contida, ¢
de 642 milhdes de pessoas vivendo com esta enfermidade [18]. J4 na América do sul e central
estima-se que 29,6 milhdes de pessoas estejam com diabetes em 2015, com estimativa de 48,8
milhdes em 2040 [18]. No Brasil em 2014, estimou 11,9 milhdes de pessoas com diabetes na

faixa entre 20 e 79 anos, podendo alcancar 11,9 milhdes em 2035 [18].

A DM e suas complicagdes sao uma das principais causas de mortes na maioria dos

paises [18]. A Diabetes mellitus tipo II (DMII) ¢ a mais comum, e tem aumentado junto com as



mudancas sociais e culturais [16, 18]. Em paises de alta renda 91% de adultos com DM tem a

tipo 11 [18].

O DM ¢ uma consequéncia da secrecdo inapropriada de insulina pelas células beta
pancreaticas, defeitos na a¢do da insulina e/ou associacdo desses dois disturbios. E uma doenga
com etiologia heterogénea relacionada a distirbios metabolicos cronicos, acompanhada de
hiperglicemia e alteragdes no metabolismo dos carboidratos, lipidios e proteinas. Frequentemente
ao longo de varios anos, diversas complicacdes teciduais surgem como a nefropatia, neuropatia e
a retinopatia. A disfun¢do do endotélio vascular é um evento critico e precoce, podendo levar a
alteracdes dos vasos sanguineos de grande e pequeno calibre, macroangiopatia e microangiopatia
respectivamente. Estas ultimas podem se manifestar clinicamente como doenga arterial

coronariana, doenca cerebrovascular ou doencga vascular periférica [12, 19, 20].

A fisiopatologia da DM esta relacionada com o metabolismo dos carboidratos e da agdo
da insulina. Os carboidratos presente nos alimentos sdo quebrados no intestino em moléculas
menores, por enzimas intestinais as glicosidases (dissacaridases), para que possam ser
absorvidos, levados a corrente sanguinea e finalmente utilizados pelas células. A insulina,
produzido pelas células B das ilhotas de Langerhans do pancreas, se liga a receptores celulares
especificos desencadeando uma série de reagdes que facilitam a entrada de glicose, que por sua
vez e utilizada como fonte de energia. O aumento da liberacdo de insulina, aumenta o consumo
de glicose pela célula e diminui a quantidade glicose intravascular. Um dos mecanismos que
levam a diminuicdo da glicemia ¢ a captagdo da glicose pelas células, principalmente pelo
musculo esquelético e células hepaticas, levando a formagdo de glicogénio pela gliconeogénese.
Se a dindmica de produgdo e liberagdo de insulina se modificarem, subsequentemente a da
glicemia também ird modificar. A utilizagdo inadequada da insulina pela célula também leva a

alteracdes no nivel da glicemia [21, 22].

Diabetes mellitus tipo I (DMI) comumente se desenvolve em criangas e evolui com a
idade. E uma doenga que possui um carater autoimune, onde ha destruicio das células P
pancreaticas, tornando estes individuos insulino-dependentes. Embora o inicio seja abrupto, a
doenca surge de um ataque autoimune cronico que atua durante anos antes do distirbio se tornar
evidente, com caracteristicas clinicas de hiperglicemia e cetose. A presenga do componente

genético na DMI envolve a heranga de multiplos genes conferindo susceptibilidade ao transtorno



[21, 23]. Fatores ambientais também desempenham papel na patogénese da DM. Estudos

epidemiologicos sugerem também a influéncia de virus na DMI [16, 21, 22].

Diabetes mellitus tipo II anteriormente denominada de DM nao insulino-dependente, tem
um inicio tardio e compreende de 90 a 95% dos casos. Os dois defeitos que mais a caracterizam
sdo a resisténcia a insulina e a secre¢do inadequada de insulina. Possui uma patogénese mais
heterogénea e complexa e caracteriza-se por um inicio lento, gradual e muitas vezes
assintomatico. Defeitos genéticos, hereditariedade e fatores ambientais desempenham um papel
no desenvolvimento da doenca, mas o estilo de vida contemporaneo ajuda em muito no

desencadear da patologia. [16, 21, 22, 24].

Ja a diabetes Gestacional evidencia-se por qualquer intolerdncia a glicose de grau
variado, com inicio ou diagnostico durante a gestagdo. Ocorre reversao para tolerancia normal na
maioria dos casos apos a gestacdo, porém a riscos de 10 a 63% de desenvolvimentos de DMII em

5 a 16 anos apos a gravidez [16].

Em um grupo estdo sediadas outros tipos de DM, onde as alteragdes ou processos
patologicos causadores podem ser identificados. A manifesta¢do clinica deste grupo e bastante
variada e pertencem a esta categoria defeitos genéticos na acdo da insulina, doengas no pancreas
exdcrino e outras condigdes como endocrinopatias € DM induzida por medicamentos e/ou

agentes quimicos [16].

2.2. ESTRESSE OXIDATIVO

Considerando a hiperglicemia tem sido marcada como o fator principal das complicagdes
relacionadas ao DM, torna-se necessario a compreensdo de sua patogénese e de mecanismo
moleculares subjacentes, assim como, os principais fatores de risco para prevencdo e terapia de
tal injuria organica. A este respeito, pesquisas relatam que o estresse oxidativo esta relacionado
com o desenvolvimento do DMII. Radicais livres derivados do oxigénio, a proteina quinase C e
produtos ndo enzimaticos da glicose e da albumina, denominados produtos finais da glicacdao
avancada AGEs (do inglés advanced glycation end products), t€ém sido associado a essa

disfungao [19, 25].



r

A formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) €
um subproduto inevitavel do metabolismo. A principal fonte de ROS em células de mamiferos ¢
advinda da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial. Devido ao ambiente celular altamente
reduzido, potentes sistemas antioxidantes sdao necessdrios para captagdo de ROS ou
transformagdo dos mesmos em produtos menos reativos [25-27]. Essas espécies reativas de
oxigénio possuem elétrons desemparelhados em sua tltima camada de valéncia, conferindo-lhes
a capacidade de atacar biomoléculas, como proteinas, lipidios e acidos nucléicos, acarretando
e/ou contribuindo para processos patologicos como disfungdo cerebral e diabetes. Frente ao
estresse oxidativo a membrana ¢ um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidacao lipidica,

a qual leva a alteragdes na sua estrutura e permeabilidade [26, 27].

O estresse oxidativo estd sendo cada vez mais reconhecido como um dos complicadores
do processo diabético. Ele estd relacionado a ativagdo da via do poliol, da formacdo de AGEs e a
subsequente formacdo de espécies reativas de oxigénio. E no desequilibrio do sistema
antioxidante natural, o aumento do stress oxidativo caminha para ativagdao de vias sinalizacao
intracelular sensiveis com consequentes danos celulares [28].

Entre os varios mecanismos fisiopatoloégicos, umas das consequéncias do estresse
oxidativo ¢ lipoperoxidagao [29]. A lipoperoxidacao € o processo pelo qual as espécies reativas
de oxigénio agridem 4cidos graxos polinsaturados dos fosfolipidios das membranas celulares,
permitindo a entrada daqueles de forma intracelular, provocando ac¢des deletérias como ruptura
das membranas celulares, mutagdes no DNA, oxidagdo dos lipideos insaturados e outros. E
importante salientar que os lipideos desempenham papel fundamental na alimentagdo, nao sé
pelo fornecimento de energia, mas também como transportadores de vitaminas lipossoluveis, por
exemplo. Devido as agdes fisiologicas e deletérias dos processos oxidativos, como a
lipoperoxidagdo, a existéncia de substancias que inibam a oxidagdo podera auxiliar no controle

dos processos oxidativos em organismos vivos [30].

Entre as mais variadas mudangas funcionais relacionadas a idade e ao diabetes que
afetam os tecidos humanos, hd um aumento nas taxas de lesdo tecidual com capacidade de cura
relativamente baixa. E embora os motivos sejam heterogéneos, o aumento de reacdes nao
enzimaticas dentro da familia dos AGES que desempenham cada vez mais esse papel [31]. Os

AGES constituem uma gama variada de moléculas formadas a partir de interagdes
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aminocarbonila, de natureza ndo enzimatica, entre acucares redutores ou lipideos oxidados e
proteinas, acidos nucléicos ou aminofosfolipideos. A reacao de Maillard inicia com a formacgao
da base Schiff instavel formada pela condensacdo de um grupamento carbonila de um agucar
redutor, juntamente com um grupamento amina, principalmente a lisina e arginina. A base de
Schiff sofre rearranjos, formando uma estrutura mais estavel, chamado produtos de Amadori. A
hemogoblina glicosilada e a frutosamina sdo exemplos de produtos de Amadori. In vivo, a
formagdo destes ultimos pode ocorrer em um periodo de dias e, uma vez gerado, ¢ praticamente
irreversivel. Os produtos de Amadori formados possuem ainda grupamentos carbonilas reativos,
que se condensam com grupos aminas primarios acessiveis, originando os produtos avangados da
reacdo de Maillard. As consequéncia patoldgicas causada pelos AGEs estdo relacionadas a
capacidade que estes compostos possuem em alterar as propriedades quimicas e funcionais das
mais variadas estruturas bioldgicas, produzindo radicais livres, formando ligagdes cruzadas com

proteinas e interagdes com receptores celulares [32-35].

O sistema de defesa antioxidante celular desempenha um papel importante contra o
estresse oxidativo, principalmente na diabetes. Um dos mecanismos pelo qual o estresse
oxidativo causa danos na diabetes e pela ativagdo da via do poliol levando a formagao de AGES.
O poliol consiste em duas enzimas. A primeira enzima ¢ a aldose redutase (AR), que reduz a
glicose ao sorbitol com ajuda do fator NADPH, e a segunda enzima, o sorbitol desidrogenase
(SDH), com seu cofator NAD, convertendo do sorbitol em frutose. A acumulagdo de sorbitol e
frutose estimulam a formag¢ao de AGES, e a acumulagdo de sorbitol leva a um inchago osmotico,
alteragOes na permeabilidade da membrana e no estresse oxidativo. Supressdao do metabolismo da
glicose Através da via do poliol pela inibicdo da AR ¢ uma forma potencial de prevenir
Complicagdes secundarias na diabetes. O envolvimento da via polidlica e o estresse oxidativo na
etiologia das complicagdes diabeticas requer a inibicdo de ambos os processos. Assim sendo,
Compostos bifuncionais com atividade antioxidante e de inibicdo da aldose redutase em comum
seria dualmente benéfica. Vdrias plantas com rica fonte de flavonoides foram estudadas para a
atividade inibitéria da aldose redutase. Ha um grande interesse em desenvolver antioxidantes
naturais, por exemplo, polifenois, presentes em plantas medicinais e dietéticas, que poderiam
ajudar na prevengdo dano oxidativo. Certas plantas de ervas relataram ter tanto atividades
inibitoria da aldose-redutase quanto as atividades antioxidantes, possuindo assim um valor

terapéutico melhor do que outros tratamentos para superagdo o diabetes mellitus [36].
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2.3 ACETILCOLINESTERASE

Um dos neurotransmissores excitatorios mais estudados relacionados ao sistema nervoso
central (SNC) e no sistema periférico (SNP) ¢ a acetilcolina (Ach), sendo sintetizada a partir da
acetil coenzima A (acetil CoA), com sua formagdo durante a respiragao celular e da colina, um
produto importante do metabolismo dos lipideos. A Ach desempenha fun¢des importantes no
SNC e tem sido associada com as fungdes cognitivas, processamento de informagdes sensoriais,
o organizacdo cortical do movimento e controle do fluxo sanguineo cerebral. A enzima que
desempenha o papel de degradagdo da acetilcolina, catalisando a hidrolise do substrato Ach em
acido acético e colina ¢ a acetilcolinesterase (AchE), uma serina hidrolase que desempenha papel
importante no mecanismo colinérgico. A AchE ¢ encontrada, principalmente nas sinapses do
SNC, SNP parassimpatico e jun¢do neuromuscular. A fun¢do da AchE ¢ de regulacdo da
transmissdo dos impulsos nervosos através das sinapses colinérgicas pela hidrolise do

neurotransmissor excitatorio Ach, terminando sua acao [37-39].

A doenca de Alzheimer (DA) ¢ uma deméncia degenerativa progressiva com
acentuada preocupagdo social. Ao redor do mundo estima-se que 40 milhdes de pessoas
apresentem algum tipo de deméncia e dentre estas 25 milhdes podem apresentar sintomas
caracteristicos da DA. A estratégia em uso para tratamento de pacientes com DA ¢ a terapia
colinérgica, que consiste no uso de fA&rmacos com agdo inibitoria a acetilcolinesterase (AChE)
para impedir a diminuicdo da concentragdo no neurotransmissor acetilcolina nas fendas

sinapticas, que € escassa nas regides neuronais do cortex cerebral de pessoas com DA [40].

2.4 PLANTAS MEDICINAIS

A utilizagdo de plantas medicinais para fins curativos ¢ descrita desde a mais tenra
historia de nossa humanidade, sendo uma das formas mais antigas de pratica medicinal [41].
Planta medicinal ¢ um termo genérico utilizado para plantas com propriedades terapéuticas. E
segundo a OMS, 80% da populagdo principalmente em paises subdesenvolvidos se utilizam

destes recursos, principalmente porque elas sdo largamente cultivadas e de facil acesso [42].

Dentre as familias com mais espécies catalogadas em questionarios etnofarmacologicos,

com plantas utilizadas para diabetes na América Central, realizadas por Giovannini et al, 2016,
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temos a Asteraceae (7 espécies), Fabaceae (7 espécies), Rubiaceae (6 espécies), Euphorbiaceae
(6 espécies), Bignoniaceae (5 espécies), Myrtaceae (5 espécies), Rutaceae (5 espécies),
Amaranthaceae (4 espécies), e Solanaceae (3 espécies). Muitas das classes fitoquimicas que
ocorrem nestas familias podem contribuir para o conhecimento e relevancia da utilizagdo destas
plantas na diabetes. Este mesmo grupo de trabalho fez um levantamento de que 656 plantas com
floracao utilizadas para diabetes, uma alta proporcao de 437 géneros, representando 111 familias,
eram das asterideas e rosideas. H4 uma diversidade quimica reportada entre as rosideas e
membros da Fabaceae, incluindo flavonoides, alcaloides e saponinas triterpenicas. Reportaram
ainda 81 espécies dentro da Fabaceae com atividade hipoglicémica. O mesmo grupo ainda
estimou que 50% dos produtos naturais derivados de plantas que sdo farmacologicamente ou
biologicamente significativos sdo alcaloides, e ainda dentro das Fabaceae e da Rubiaceae
também existem muitas espécies contendo alcaloides. Membros da Solanaceae contem uma larga
classe de alcaloides biologicamente ativos, incluindo, tropanos, pirrolidina, glicoalcaloides, e
alcaloides esteroidais. Membros das Euphorbiaceae também contem alcaloides, incluindo a
classe doe tropanos, em adicdo aos diterpenos e polifendis. Sendo esta ultima classe ligada a
efeitos benéficos na utilizacdo para diabetes, reduzindo a absor¢do dos carboidratos da dieta,
regulando o metabolismo dos carboidratos e estimulando a secre¢do da insulina. Membros da
Asteraceae sao reportados por conter poliacetilenos, sesquiterpenos, monoterpenos, diterpenos,
compostos fenolicos e alcaloides. Triterpenos de varias espécies tem sido associado com

relevantes efeitos sobre a diabetes [17].

Populagdes de paises em desenvolvimento utilizam as plantas medicinais para o
tratamento da diabetes devido ao seu baixo custo e de seus poucos efeitos colaterais, Arumugam
et al e Sunil et al estudaram plantas com potencial efeito antidiabético, dentre as quais temos
plantas da familia Leguminosae, Liliaceae, Rutaceae, Meliaceac e outras [22, 43]. Em um
levantamento realizado por Trojan-Rodrigues et al, citanto Cazarolli et al, 2009, o composto

Kaempferol, extraido da Bauhinia Fotificata, possui efeitos antioxidante ¢ mimético a insulina

[44].
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2.5 Cochlospermum regium

Muitas plantas sdo utilizadas ha tempos na histéria da humanidade para tratamentos das
mais diversas doengas. A organizacdo mundial de saide estima que 80% da populagdo se
utilizam da medicina tradicional para o tratamento de doencas em processos patologicos
primérios [22]. A espécie Cochlospermum regium (Mart. & Schrank) Pilger ¢ uma planta
popularmente conhecida como algodaozinho do campo, ¢ de ocorréncia comum no bioma do
cerrado, caatinga e pantanal, das regides Centro-Oeste ¢ Nordeste do Brasil, e tem sido muito
reportado por varios usos medicinais como: anti-inflamatdrio, distirbios gastrointestinais,

abscessos, febres e ictericia [45-47].

2.5.1 ASPECTOS BOTANICOS

Cochlospermum regium (Schrank) Pilg., conhecida popularmente como algoddozinho do
campo, ¢ uma espécie bastante conhecida no cerrado. O género Cochlospermum Kunth. integra a
familia Bixaceae Kunth (Classe Equisetopsida, Subclasse Magnoliidae Novéak ex Takht.) [48]
[49]. Sua existéncia é relatada em regides quentes e secas das Américas, Africa, Austrélia,
Paraguai e Bolivia. No Brasil, ela ¢ comumente encontrada nas regides do cerrado nos estados de
Sdo Paulo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goiads, Tocantins, Bahia, Parana, Pernambuco,
Ceara ¢ ainda na Amazonia [50].

A C. regium ¢ considerada uma planta forrageira, ornamental e muitos utilizada para fins
na medicina tradicional. Dados etnofarmacoldgicos remontam o uso das raizes do C. regium nas
regides do cerrado, onde ¢ conhecida também como algoddozinho-do-cerrado, algodaozinho,
algodado-cravo, algodao-do-mato, algodoeiro-do-campo, butua-de-corvo, pacote e periquiteira-
do-campo. A utilizagdo para fins na medicina tradicional s3o relacionadas diferentes
enfermidades como inflamagdes cronicas (artrite, reumatismo e acne), infecgdes, geralmente

envolvendo alteragdes urogenitais (leucorréia, gonorreia) e ainda como banho de acento [14].

O C. regium € uma espécie arbustiva com caule nodoso de lenho leve, com sistema
subterraneo bem desenvolvido, com raiz axial profunda e carnosa que pode atingir mais de 3
metros de comprimento. Possuem folhas com um verde escuro, opacas, alternas, de peciolos

longos, palmatifidas e profundamente lobadas. Seus ramos variam entre 0,8 e 1,8 metros de
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comprimento. As flores igneo-fulvas ou amarelas, em forma de concha, podem medir de 6 a 8
cm de diametro dispostas em paniculas terminais, contendo de 5 a 10 flores. J4 o fruto ¢ uma
capsula deiscente ovoide ou elipsoide com cerca de cm de comprimento, tendo sementes

envoltas em filamentos compridos e lanosos [51, 52].

2.5.2 ASPECTOS QUIMICOS E FARMACOLOGICOS

Santos et al, 2015, realizando a andlise fitoquimica do Cochlospermum regium

encontraram na planta os compostos fendlicos flavonoides e taninos, além de saponinas [53].

Nos ensaios fitoquimicos tradicionais realizados por via umida descrevem que a raiz de C.
regium possul taninos e outros compostos fenolicos, mucilagens, saponinas, esterdides,
triterpenos e flavonoides. Desta ultima classe houve o isolamento do kaempferol, naringenina,
aromdendrina e diidrokaempferol-3-O-B-glicopiranosideo [45, 46].

Solon, 2009 em um estudo sobre andlise fitoquimimica e farmacognodstica da raiz do
Cochlospermum regium, durante o fracionamento quimico isolou acido elagico, acido galico,
diidrokamepferol-3-O-B-glicopiranosideo [45].

O extrato de partes do C. regium ¢ muito utilizado popularmente por suas atividades anti-

inflamatorias, com em banho de assento de garrafadas [14]

2.5.3 TOXICIDADE

Em estudo de toxicidade aguda e subaguda realizada por Toledo et al, 2000, perceberam
que mesmo com uma dose oral de 5g/Kg de peso corporal ndo havia mortalidade entre ratos, de
forma aguda, ndo encontrando também alteragdes significativas nos parametros bioquimicos e
hematologicos quando administrados oralmente de forma subaguda, demonstrando que o C.
regium, quando administrados de forma oral, tanto de forma aguda e subaguda possuem baixa
toxicidade [54].

Inécio, 2010 em um estudo agrondmico e quimico do Cochlospermum regium

demonstrou a baixa toxicidade desta planta no teste realizado com 3T3 fibroblastos [55].

15



3. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi fazer a avaliacdo fitoquimica, analisar o potencial
antidiabético, antioxidante e antiglicacao de raizes da espécie Cochlospermum regium com testes

in vitro € in vivo.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar o teor de constituintes no extrato das raizes do C. regiumi;

- Avaliar a atividade antioxidante através do método de captacdo de radicais livres DPPH,
ABTS, método de método de B-caroteno / acido linoleico, e MDA.

- Caracterizar o potencial inibitério do extrato de C. regium na formagdao de AGES através do
modelo BSA/Glicose.

- Avaliar a potencial atividade inibidora das dissacaridases do extrato da raiz do C. regium
através de ensaios in vitro € in vivo;

- Verificar o efeito extrato hidrometandlico de C. regium na glicemia de animais
normoglicémicos, hiperglicémicos e diabéticos por um periodo agudo e cronico de tratamento
por via oral;

- Estudar o efeito do extrato hidroalcoolico no conteudo de glicogénio hepatico em ratos
normoglicémicos, hiperglicémicos e diabéticos;

- Avaliar o efeito anticolinesterasico do extrato hidrometandlico das raizes do C. regium.
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RESUMO

A hiperglicemia ¢ a principal consequéncia da Diabetes Mellitus, que de forma cronica esta
relacionada a formacdo de radicais livres, especificamente Produtos Finais da Glicacdo
Avangada (AGES, do inglés Advanced Glycation end Products) e processos inflamatorios como
nefropatia e neuropatia. Cochlospermum regium (Schrank) Pilg., Bixaceae, ¢ uma planta de
cerrado conhecida por seu poder anti-inflamatorio. O objetivo deste trabalho foi analisar o
conteido dos constituintes, avaliar os efeitos antioxidantes, antiglicacdo, antidiabéticos e
anticolinérgicos do extrato hidrometandlico das raizes de C. regium, através de modelos
experimentais in vitro e in vivo. Foram analisados os teores de fendlicos totais, flavondides,
tanino condensado e flavonol. O teor dos constituintes majoritarios foi avaliado através da
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid
Chromatography). A atividade antioxidante foi investigada através dos métodos DPPH, ABTS,
método de B-caroteno/dcido linoleico e malondialdeildo. A inibicdo de AGES foi examinada
através de um sistema albumina sérica bovina cujo agente glicosilante foi a glicose. Inibi¢ao das
dissacaridase foi avaliada através de métodos in vitro e in vivo. Houve analise da inibicao da
acetilcolinesterase (Ache) em estrutura cerebrais. Foi realizado Teste Oral de Tolerancia a

Glicose (TOTG) em animais normoglicémicos que receberam sobrecarga de glicose, nos animais



diabéticos induzidos com aloxano e nos animais que receberam uma dieta hiperglicidica. O
extrato hidrometanolico apresentou alta concentracao de compostos fendlicos, flavondides e um
efeito antioxidante. A cromatografia liquida revelou uma maior concentracdo de acido galico,
seguidos de menor teor de acido caféico e acido elagico. Houve inibicdo da formagdo de AGES
significativamente. O TOTG dos animais normoglicémicos demonstraram uma resposta
significativa a uma dose de 100 mg/kg de C. regium, acompanhada de aumento do teor de
glicogénio hepatico. Houve também uma reduc¢do significativa na reducdo da glicemia em jejum
de animais diabéticos induzida com aloxano ap6s 7 dias de tratamento, com doses diarias de 100
mg/kg. Apos 14 semanas de dieta hiperglicidica, sendo 4 de tratamento com dose de 100mg/kg,
houve diminui¢do dos triglicerideos. Assim, o extrato de C. regium apresentou efeitos
promissores antioxidantes, antiglicagdo e antidiabéticos que podem estar relacionados ao seu alto

conteudo fendlico.

Palavras chaves: Cochlospermum regium, diabetes, antioxidantes, AGEs, aloxano,

acetilcolinesterase.
ABSTRACT

Hyperglycemia is the main consequence of Diabetes Mellitus, which is chronic related to the formation of
free radicals, specifically Advanced Glycation End Products (AGES) and inflammatory processes such as
nephropathy and neuropathy. Cochlospermum regium (Schrank) Pilg., Bixaceae, is a cerrado plant known
for its anti-inflammatory power. The objective of this work was to analyze the contents of the
constituents, to evaluate the antioxidant, antiglycation, antidiabetic and anticholinergic effects of the
hydrometanolic extract of C. regium roots, through experimental models in vitro and in vivo. The total
phenolics, flavonoids, condensed tannin and flavonol were analyzed. The content of the major
constituents was evaluated through High Performance Liquid Chromatography (HPLC). The antioxidant
activity was investigated through the DPPH, ABTS, B-carotene / linoleic acid and malondialdehyde
methods. Inhibition of AGES was examined by a bovine serum albumin system whose glycosylating
agent was glucose. Inhibition of disaccharidase was assessed by in vitro and in vivo methods. There was
analysis of the inhibition of acetylcholinesterase (Ache) in brain structure. The antidiabetic potential was
performed in normoglycemic animals that received glucose overload, in diabetic animals induced with
alloxan and in animals that received a hyperglycemic diet. The hydromethanolic extract presented high
concentration of phenolic compounds, flavonoids and an antioxidant effect. Liquid chromatography
revealed a higher concentration of gallic acid followed by caffeic acid and ellagic acid. There was
significantly inhibition of AGES formation. The TOTG of normoglycemic animals demonstrated a
significant response at a dose of 100 mg / kg C. regium, accompanied by an increase in hepatic glycogen
content. There was also a significant reduction in fasting glucose of alloxan-induced diabetic animals
after 7 days of treatment with daily doses of 100 mg / kg. After 14 weeks of hyperglycemia diet, 4 of the
treatment with a dose of 100mg / kg, there was a decrease in triglycerides. Thus, the extract of C. regium
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showed promising antioxidant, antiglycation and antidiabetic effects that may be related to its high
phenolic content.

Keywords:  Cochlospermum  regium, Diabetes, Phenolic compounds, AGEs, Alloxan,
acetylcholinesterase.
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1 INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) ¢ uma doenca de carater multifatorial cuja consequéncia comum
¢ a hiperglicemia. A homeostase normal da glicose ¢ alcancada pela precisa regulacdo da
producdo e secrecdo de insulina pelas ilhotas de Langerhans do pancreas. Esta homeostase
também requer uma adequada resposta a insulina dos tecidos a ela sensiveis, como figado,
musculo e tecido adiposo. Uma resposta inapropriada da homeostase glicémica pode levar ao

diabetes [9-12].

A DM e suas complicagdes sdo uma das principais causas de mortes na maioria dos
paises [18]. A Diabetes mellitus tipo II (DMII) € a mais comum, ¢ tem aumentado junto com as
mudangas sociais e culturais [16, 18]. Em paises de alta renda 91% de adultos com DM tem a

tipo I [18]..

E uma doenca com etiologia heterogénea relacionada a distirbios metabolicos cronicos,
acompanhada de hiperglicemia e alteracdes no metabolismo dos carboidratos, lipidios e
proteinas. Frequentemente ao longo de varios anos, diversas complicagdes teciduais surgem

como a nefropatia, neuropatia e a retinopatia [12, 19, 20].

A fisiopatologia da DM esta relacionada com o metabolismo dos carboidratos e da agao
da insulina. Os carboidratos presente nos alimentos sao quebrados no intestino em moléculas
menores, para que possam ser absorvidos, levados a corrente sanguinea e finalmente utilizados
pelas células. A insulina, produzido pelas células B das ilhotas de Langerhans do pancreas, se

liga a receptores celulares especificos desencadeando uma série de reagdes que facilitam a
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entrada de glicose, que por sua vez e utilizada como fonte de energia. O aumento da liberagao de
insulina aumenta o consumo de glicose pela célula e diminui a quantidade glicose intravascular.
Se a dindmica de producao e libera¢do de insulina se modificar, subsequentemente a da glicemia
também ird modificar. A utiliza¢do inadequada da insulina pela célula também leva a alteracdes

no nivel da glicemia [21, 22].

Pesquisas relatam que o estresse oxidativo estd relacionado com o desenvolvimento do
DMII. Radicais livres derivados do oxigénio, a proteina quinase C e produtos ndo enzimaticos da
glicose e da albumina, denominados produtos finais da glicacdo avangada AGEs (do inglés

advanced glycation end products), tém sido associado a essa disfuncdo [19, 25].

Cochlospermum regium, conhecida popularmente como algodidozinho do campo, ¢ uma
espécie bastante conhecida no cerrado. O género Cochlospermum Kunth. integra a familia
Bixaceae Kunth (Classe Equisetopsida, Subclasse Magnoliidae Novak ex Takht.) [48] [49]. Sua
existéncia é relatada em regides quentes e secas das Américas, Africa, Australia, Paraguai e
Bolivia. No Brasil, ela ¢ comumente encontrada nas regides do cerrado nos estados de Sao Paulo,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Tocantins, Bahia, Parana, Pernambuco, Ceara e ainda

na Amazodnia [50].

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 COLETA E PREPARACAO DO VEGETAL

A raiz do Cochlospermum regium foi coletada no assentamento Lagoa Grande,
distrito de Itahum, Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil, sob as coordenadas geograficas:
21°59°52,75” e 55°20°21,85”. E exsicata da espécie vegetal foi identificada pela Prof* Dr* Zefa
Valdevina Pereira e esta registrada no herbario da Universidade Federal da Grande Dourados sob
o registro n° 5406. A raiz foi lavada para retirada da sujidade, cortada em pedacos e levada a
uma estufa com corrente de ar circulante por 6 dias. Apos esse periodo os pedagos foram
triturados em moinho de facas. Posteriormente houve maceracao exaustiva com metanol : dgua
(7:3) e o filtrado foi rotaevaporado a 60°C. Seguidamente o material foi liofilizado. E o

rendimento foi de 21,9%.
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2.2 TEOR DOS CONSTITUINTES
2.2.1 CONCENTRACAO FENOLICOS TOTAIS

A concentragdo total de fenol das amostras foi determinada utilizando reagente de folin
[56]. Resumidamente, misturaram-se 100 puLL de extrato em metanol (1g/L) com 1,0 ml de dgua
destilada e 0,5 ml de reagente de folin-ciocalteau (1:10 v/v). Depois de misturar, adicionaram-se
1,5 mL de bicarbonato de s6dio aquoso a 2% e deixou-se a mistura em repouso durante 30 min
com agitacdo intermitente. A absorvancia foi medida a 765 nm utilizando um espectrofotémetro.
A concentracdo fenolica total € expressa como equivalente de acido galico em mg por grama de
extrato. A solucdo de metanol foi utilizada como um branco. Todos os ensaios foram realizados

em triplicata.

2.2.2 CONCENTRACAO TOTAL DE FLAVONOIDES

A quantidade de flavondides totais no extrato foi medida espectrofotometricamente como
anteriormente relatado [57]. Resumidamente, misturaram-se 500 pl. de cada extrato com 1,50
mL de etanol a 95%, 0,10 mL de cloreto de aluminio a 10% (AICI3.6H20), 0,10 mL de acetato
de sodio (NaC,H;0,.;H,0) (1 M) e 2,80 mL de agua destilada . Apos incubagdo durante 40 min,
a absorvancia foi medida a 415 nm utilizando um espectrofotometro. Para calcular a
concentracdo o resultado foi expresso como equivalentes de quercetina em mg por grama de

extrato. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

2.2.3 CONCENTRACAO DE TANINO CONDENSADO (TC)

As concentragdes de TC foram determinadas por uma versdo modificada de um método
relatado anteriormente [58]. As amostras de extrato foram misturadas com 5 mL de vanilina-HCI
(8% HC1 aquoso concentrado e 4% de vanilina em metanol). A absorvancia a 500 nm foi lida
apos 20 min. A catequina foi utilizada como padrdo. A concentragdo de tanino condensado ¢

expressa como equivalentes de catequina em mg por grama de extrato.
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2.2.4 CONCENTRACAO DE FLAVONOL

Os flavonois totais nos extratos vegetais foram estimados usando o método relatado
anteriormente (Kamuran & Karunakaran, 2007). Para 2 mL de amostra, adicionaram-se 2 mL de
AICl; (2%) de etanol e 3 mL (50g/L) de acetato de sodio. A mistura foi agitada e incubada
durante 2,5 h a 20 °C. A absorbancia foi lida a 440 nm. Os flavondis totais sdo expressos em mg
de equivalentes de quercetina por grama de peso seco (mg QE / g extrato) utilizando a curva de

calibragao com quercetina.

2.2.5 HPLC - DAD

O extrato (10 mg) foi solubilizado em 10 mL do metanol:agua 60:40 v: v. O extrato foi
analisado em um sistema analitico de LC (LC-6AD, Shimadzu, Kyoto, Japao) com um detector
de matriz de diodos (DAD, diode array detector) monitorado em A =200 - 800 nm. A coluna LC
era um C-18 (25 cm x 4,6 mm, tamanho de particula, 5 pm, Luna, Phenomenex, Torrance, CA,
EUA). Na analise, a taxa de fluxo e o volume injetado foram ajustados como 1,0 mL min™ e 10
uL, respectivamente. Todas as analises cromatograficas foram realizadas a 22 ° C. A elui¢ao foi
realizada utilizando 4gua de fase moével acidificada a 0,02% (p / v) com 4cido tricloroacético (A)
/ acetonitrilo (B) (0 min 99% A e 1% B, 5 min 95% A e 5% B, 12 min 80% A e 20% B, 15 min
75% A e 25% B, 18 min 63% A e 37% B, 26 min 20% A e 80% B ¢ 30 min 99% A ¢ 1% B). Os
padrdes dos acidos géalico, cafeico e elagico (Sigma, >97%) foram preparados na concentraciao
inicial de 60 pg/mL. As concentragdes de compostos foram determinadas por calibragao externa
apos dilui¢do apropriada na faixa de 0,10-30 pg/mL. A andlise foi realizada em triplicado para

cada nivel de concentragdo de padrdes e extraiu e injetou no sistema cromatografico.
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2.3 TESTES IN VITRO

2.3.1 ATIVIDADE ANTIXOXIDANTE
2.3.1.1 CAPTACAO DO RADICAL LIVRE
2.3.1.1.1 DPPH

O extrato hidrometandlico de C. regium foi preparado em diferentes concentracdes: 0.1,
1, 10, 50, 100, 200, 300, 500 e 1000 pg/ml. Como padrdo, foram utilizadas solugdes de acido
ascorbico nas mesmas concentragdes que o extrato.

Em seguida, foram adicionados 1800 ul de solugdo etandlica de DPPH (0,05 mM) e 200
ul de extrato ou as solucao de acido ascorbico em suas respectivas concentragdoes. A mistura foi
homogeneizada e incubada a temperatura ambiente por 30 minutos no escuro. A coloragdo inicial
do DPPH ¢ violeta e caso ocorra a captacdo dos radicais livres através do composto analisado,
esta solugdo expde coloragdo amarela. No entanto, para confirmar tal atividade, apds o periodo
pré-estabelecido de incubagdo, a absorbancia foi medida a 517 nm em espectrofotometro.

Para determinar a porcentagem de atividade antioxidante foi utilizada a seguinte equagao:
inibi¢do do radical livre DPPH (%) = (1- Abs amostra/Abs controle) X 100, no qual Abs amostra
¢ a absorbancia da solugdo onde a amostra de extrato foi adicionada a solugdo de DPPH e Abs

controle ¢ a absorbancia da solucao de DPPH [59].

2.3.1.1.2 ABTS

A atividade antioxidante total foi medida utilizando um método melhorado de remogao de
radical azino-bis (&cido etilbenzotiazolino — 6 — sufénico / ABTS) [60]. Resumidamente, 7,0 mM
de ABTS e 140 mM de persulfato de potéassio foram misturados e mantidos no escuro durante 16
h a temperatura ambiente. Depois, adicionou-se 2 mL de solu¢do de ABTS" a 20 uL de diferentes
concentragdes de amostra (25 - 750 mg / mL). Apds 6 min, a absorvancia foi medida a 734 nm
utilizando espectrofotometro. Quercetina foi usada como referéncia. A atividade de eliminagao
de ABTS + (%) = (A0 - A/A0) x 100; A0 ¢ a absorvancia da solu¢do em branco e A ¢ a

absorvancia do extrato hidrometandlico.
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2.3.1.2 PEROXIDACAO
2.3.1.2.1 METODO DE B-CAROTENO / ACIDO LINOLEICO

A solugdo de B -caroteno foi preparada dissolvendo 2 mg de B-caroteno em 10mL de
cloroformio; 1 mL desta solu¢do de B-caroteno-cloroférmio foi misturada com 20 mg de acido
linoleico ¢ 0,2 g de Tween 40. Subsequentemente, o cloroformio foi removido por um
evaporador rotativo a 45 °C. Adicionou-se lentamente agua destilada (50 mL) com agitacdo
vigorosa para formar uma emulsdo. Aliquotas de emulsdo (5 mL) foram transferidas com 0,2 mL
dos extratos de diferentes concentracdes (10-200 pg/mL, estoque de amostra 1,0 mg / mL). As
amostras de controle foram preparadas com 0,2 mL de metanol desprovido de extrato [61, 62].
Logo que a emulsao foi adicionada a cada tubo, a absorvancia foi lida a 470 nm. Os tubos foram
colocados em banho-maria a 50 °C e a oxida¢do foi monitorizada por absorvancia a intervalos de
15 minutos até que a cor do B-caroteno na amostra de controle tivesse desaparecido (105 min).
Utilizou-se quercetina como referéncia. As analises foram realizadas em triplicata. A atividade
antioxidante (AA) foi calculada como percentagem de inibi¢cdo em relacdo ao controle: % AA =
[1 - (Ai-At) / (A'i-A't)] x 100.

Ai = absorvancia da amostra no tempo zero, A = absorvancia da amostra ap6s incubagao
(105 min) a 50 °C, A'i = absorvancia do controle no tempo zero e A't = absorvancia do controle

apo6s incubagao (105 min) a 50 °C.

3.4.1.1.1. MALONDIALDEIDO (MDA)

A atividade antioxidante foi medida in vitro utilizando malondialdeido (MDA) com
pequenas modificacdes [63]. Misturaram-se aliquotas de 50 pl de extracto de C. regium em
varias concentragdes (25-100 mg/ml) com homogenato de tecido para o nivel de MDA no tempo
zero e ap6s 60 minutos de incubag¢do foram medidos através de reagdo com 1 ml de solugdo de
acido tricloroacético (20%) e centrifugado. O sobrenadante (0,5 ml) foi incubado durante 15 min
a 80 °C e arrefecido com 1 ml de acido tiobarbitirico (TBA, 0,67%) e a absorvancia de TBA-
MDA foi determinado a 535 nm utilizando um espectrofotometro. A percentagem de inibicao
(%lI) foi calculada utilizando a seguinte equagdo:% I = 1- (Ai amostra — At amostra / A'icontrole
- A'tcontrole) x 100, Ai = absorvancia da amostra no tempo zero, At = Absorvancia da amostra

apods a incubagao (60 min); A'i = Absorvancia do controle no tempo zero, e A't = Absorvancia do
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controle apds incubagdo. Calculou-se o IC50 (a concentracdo necessaria para 50% de inibi¢ao)

utilizando o grafico de % I em relacdo a concentracdo do extrato em pg/mL.

2.3.2 FORMACAO DOS AGES NO SISTEMA DE ALBUMINA SERICA BOVINA/GLICOSE

Os AGEs foram formados em um sistema in vitro conforme descrito por Kappel et al.
2012, adaptado [64]. A albumina sérica bovina (BSA) (10 mg/mL) foi incubada em solucao
fisiologica com glicose (500 mM) a 37° por 14 e 28 dias na auséncia (controle) ou presenga do
extrato em trés concentragdes diferentes, 10pg/ml, 100 pg/ml e 1000 pg/ml. A albumina, glicose
e os extratos foram adicionados simultaneamente para incubagdo. Cada tubo contendo a solugao
foi mantido protegido da luz, hermeticamente fechado e com uma solucio conservante nipagin a
0,02%, e todas as amostras foram realizadas em triplicata em dois experimentos independentes.
Nos tempos selecionados, a formagdo dos AGEs foi medida através da fluorescéncia
caracteristica em um leitor de fluorescéncia (Fluorimetro -Varian, Cary — Eclipse), onde o
comprimento de onda de excitagdo foi de 370 nm e o comprimento de onda de emissdo foi de

440 nm.

2.4 TESTES EX VIVO
2.4.1 DISSACARIDASES

Inicialmente foi preparada uma solugao tampao fosfato a 0,1mol/L,com pH em iguala 6,0
e posteriormente solugdes de lactose, maltose e sacarose a 0,112uM. Apds os animais serem
devidamente anestesiados, foram decapitados em guilhotina e a cavidade peritoneal foi aberta
para o encontro do intestino inicio do intestino delgado. Parte do jejuno foi retirado, e colocado
imediatamente em salina a uma baixa temperatura. O intestino foi lavado cuidadosamente para
retirada do excesso de sujidade e pesado. Esse tecido foi triturado e o homogenato foi
centrifugado em ependrofs a 10.000 RPM’s por 8§ minutos. O sobrenadante foi retirado e

armazenado em baixa temperatura para realizacdo do procedimento experimental.
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Em um tubo de ensaio pequeno foi adicionado 25ul do extrato em sua respectiva
concentracdo e colocado em banho-maria, a temperatura de 37°C, e com o tubo de ensaio no
banho-maria, foi adicionado 50pul do sobrenadante retirado (homogenato), imediatamente apos a
adicdo do homogenato as amostras ficaram incubadas em banho-maria. Aos 5 minutos de
incubagdo foram adicionados 25ul de substrato (maltose/sacarose/lactose) e deixados incubando
em banho-maria a 37°C. Passados 5 minutos as amostras foram retiradas do banho e uma
aliquota de 20pul destas amostras que estavam em incubagdo foram pitpetadas em outro tubo de
ensaio contendo 2ml de reagente Glicose Oxidase (GOD), deixadas reagir por 10 minutos em
banho a 37°C. As leituras foram realizadas em um espectrofotometro de absor¢ao colorimétrica

no comprimento de onda de 500nm.

2.4.2 INIBICAO DA ACETILCOLINESTERASE (AChE) EM ESTRUTURAS CEREBRAIS

No ensaio trés grupos de seis ratos machos foram tratados separadamente por gavagem
com extrato nas doses de 30 e 100 mg/kg, controle (0,9% salina). Apds 60 min, os animais foram
mortos por decapitagdo o cérebro (cortex, hipotdlamo, hipocampo e estriado) foram coletados, e
homogeneizados separadamente em solu¢do tampao Tris-HCl 10 mmol, pH 7,2 com sacarose
160 mmol (1:10, p/v). A atividade da AChE de homogeneizado foi determinada pelo método de
Ellman et al. (1961). O meio de ensaio contendo DTNB 1.04 mmol e tampao fosfato de potassio
24 mmol pH 7,2, foi incubado por 2 minutos a 30°C com 25 mL da amostra e a reagdo iniciada
com adicdo de acetiltiocolina (ATC) 0,83mmol L-1. O produto da reagdo foi determinado em
412 nm durante 2 min. A atividade foi expressa em mmol de ATC hidrolisada h”' mg de proteina
A concentracdo de proteina das amostras do homogeneizado foi determinada pelo método de

azul Coomasine (Bradford, 1976), utilizando-se a albumina sérica bovina como padrao.
2.5 TESTES IN VIVO
2.5.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos com idade entre 50 e 55 dias, obtidos no biotério
central da Universidade Federal da Grande Dourados. Os animais foram mantidos com livre
acesso a racdo e agua, em um ciclo de claro e escuro de 12 horas. Todos os animais foram

cuidadosamente monitorados e mantidos em concordancia com as recomendagdes do Conselho
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Brasileiro de Medicina Veterinaria e do Colégio Brasileiro de Experimentacao animal (Protocolo

n°® 30/2015 CEUA/UFGD).

2.5.2 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE (TOTG)

Foram utilizados 25 ratos divididos em cinco grupos com animais em cada grupo. Todos
os animais receberam uma sobrecarga de glicose de 4g/kg de peso corporal, via oral. Trinta
minutos antes da administracdo da glicose, foram administrados os tratamentos para cada grupo.
Um grupo controle que recebeu apenas agua, um grupo tratado com extrato a 30 mg/kg de peso
corporal, um grupo tratado com extrato de 100mg/kg, um grupo tratado com extrato de
300mg/kg e um grupo tratado com medicamento de referéncia glibenclamida 100mg/kg. A

glicemia foi verificada nos tempos de 15, 30, 60, 180 minutos.

2.5.3 INDUCAO DA DIABETES COM ALOXANO

A diabetes foi induzida com duas doses intraperitoneais de aloxano a 120mg/kg de peso
corporal. A primeira e a segunda dose tiveram trés dias de intervalo, e apds quatro dias da
segunda dose os animais que tiveram uma glicemia de jejum acima de 200 foram considerados
diabéticos. Os animais foram divididos em dois grupos, um grupo controle e outro tratado com
extrato hidrometanélico de C. regium (100mg/kg). Imediatamente apds o tratamento a glicemia
foi dosada em 1, 2 e 3 horas. Realizou-se um tratamento com dose tnica diaria de 100mg/kg por

7 dias consecutivos. Ao final do tratamento, foi avaliada a glicemia de jejum dos animais.

2.5.4 INIBICAO DAS DISSACARIDASES

Apos TOTG’s e a indugao com aloxano parte do jejuno dos animais foi coletado, conforme

procedimento relatado inicialmente na inibi¢ao das dissacaridases in vitro.

Em um tubo de ensaio pequeno foi adicionado 25ul do tampao fosfato e colocado em banho-

maria, a temperatura de 37°C, e com o tubo de ensaio no banho-maria, foi adicionado 50ul do
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sobrenadante retirado (homogenato), imediatamente ap6s a adicdo do homogenato as amostras
ficaram incubadas em banho-maria. Aos 5 minutos de incubacao foram adicionados 25ul de
substrato (maltose/sacarose/lactose) ¢ deixados incubando em banho-maria a 37°C. Passados 5
minutos as amostras foram retiradas do banho e uma aliquota de 20ul destas amostras que
estavam em incubagdo foram pitpetadas em outro tubo de ensaio contendo 2ml de reagente
Glicose Oxidase (GOD), deixadas reagir por 10 minutos em banho a 37°C. As leituras foram
realizadas em um espectrofotdometro de absor¢do colorimétrica no comprimento de onda de

500nm.

2.5.5 AVALIACAO DO GLICOGENIO HEPATICO

Apds o TOTG’s parte do figado foi coletada para dosagem do glicogénio hepatico. Os animais
foram anestesiados, decapitados em guilhotina. Posteriormente essa amostra foi adicionada a em
tubos grande (+ 8ml) juntamente com 2ml de KOH 30 %. Passaram entdo por fervura (100°C)
até homogeneizar o tecido e Resfriados em temperatura ambiente. Foram acrescentados 5 ml de
etanol 95%, agitados em vortex e aquecidos novamente a 70°C por 10 minutos. Na proxima
etapa as amostras foram colocadas imediatamente no gelo por 15 minutos e posteriormente
centrifugada por 10 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi descartado e adicionado 1 ml de
agua destilada as amostras. Foi retirado 30 pul da amostra anterior e adicionado a 1,3 ml de

reagente de cor. Apos 10 min foram feitos leituras a 460nm no espectrofotdmetro.

2.5.6 DIETA HIPERGLICIDICA

Foi elaborada uma dieta chamada altamente palatavel, baseada no estudo de Naderali et
al., 2001, na qual se utiliza 33% de racio PRESENCE ® moida, 33% leite condensado da marca
ITALAC®, 27% agua e 7% sacarose (2,78 calorias/g). A dieta foi mantida sob refrigeracao até o
momento da utilizagdo, e a dieta normal ofertada (grupo controle normal) foi a ragdo comercial

da marca PRESENCE" [65].

O experimento teve um periodo total de 14 semanas, e 20 animais foram utilizados, no

inicio da dieta todos os animais tinham em média uma idade de 50 dias.
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Nas 10 primeiras semanas os animais receberam apenas a ragcao definida para cada grupo,
e nas 4 Ultimas semanas o animais foram tratados diariamente por gavagem, sempre no mesmo
periodo do dia. Os animais dos grupos tratados receberam o extrato de C. regium a 100mg/kg de

peso corporal e os animais dos grupos controles receberam agua como veiculo.

O animais foram divididos em quatro grupos com n de 5. Os dois primeiros grupos
receberam a dieta hiperglicidica, sendo que um grupo da dieta hiperglicidica recebeu apenas o
veiculo (Grupo dieta hiperglicidica controle, “HC”) e outro grupo recebeu o extrato como
tratamento (Grupo dieta hiperglicidica tratados, “HT”). Os outros dois grupos receberam a ragao
comercial sem nenhum aditivo hiperglicidico, sendo um grupo controle que recebeu apenas agua
por gavagem diariamente (Grupo dieta normal controle “NC”), e outro grupo recebeu extrato de
C. regium por gavagem (Grupo dieta normal tratados “NT”). Os testes orais de tolerancial a
glicose foram realizados no inicio e no final do tratamento. No final do tratamento, o sangue foi
coletado. O soro foi obtido por centrifugagao a 4000 rpm (4 °C) durante 15 minutos para realizar
parametros bioquimicos, como medidas de glicose sérica, colesterol total, colesterol LDL,
colesterol-HDL, aspartato transaminase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) os niveis foram
determinados usando o equipamento cobas integra 400 plus, do Laboratério do Hospital
Universitarios (HU/UFGD). O figado e o pancreas foram removidos, examinados
macroscopicamente ¢ as amostras de 6rgdos também foram fixadas em 10% de formalina,
desidratadas com alcool e xileno, incorporadas em cera de parafina, seccionadas, montadas em
laminas de vidro e coradas com hematoxilina / eosina. E o certificado da avaliacao
histopatologica foi realizado por dois patologistas veterinarios. Foram realizadas analises

histologicas em todos os grupos.

2.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos como a média = E.P.M., conforme nimero de
amostras especificadas. As comparacdes estatisticas foram realizadas através da andlise de
variancia de uma ou duas vias (ANOVA) seguida pelo pos-teste de Bonferroni pelo programa

INSTAT versao 2.02 ou o programa Graph Pad Prism versao 5.01. Também sera utilizado para
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avaliacdo de algumas amostras o teste “’ de Student Newman-Keuls. As diferencas encontradas

€C_ %

foram consideradas estatisticamente significativas para “p” igual ou menor que 0,05.

3 RESULTADOS

3.1. TEOR DE CONSTITUINTES

O extrato hidrometandlico apresentou elevada concentragdo de compostos fendlicos
(1443.04 £ 8.34 mg de equivalentes de acido galico/g de extrato), e flavonoides (708.75 + 12.54
mg de equivalentes de quercetina/g de extrato), seguido pelo menor conteudo de flavonol
(306.97 = 10.29 mg de equivalentes de quercetina/g de extrato) e taninos condensados 218 +

4.73 mg de equivalentes de catequina/g de extrato).

Os dados de Cromatografia Liquida (CL) com extrato mostraram trés acidos fendlicos,
acido gélico (Rt = 7.33 min; 114,26 mg/g), acido cafeico (Rt = 18,17 min; 40,1 mg/g) e 4cido
elagico (Rt=21,87 min; 27,9 mg/g ) (Figura ..)
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Figura 1.: Dados CL do extrato hidrometanolico de C. regium.

3.3 ANTIOXIDANTES

O efeito antioxidante do extrato hidrometandlico com base no ensaio de branqueamento
do B-caroteno/acido linoleico (Tabela 1) revelou potencial inibicdo de oxidacao (ICsp = 85.50

ng/ml), comparavel ao padrao natural quercetina (70.65 pg/ml). No modelo espontaneo de



lipoperoxidagdo utilizando homogeneizado de cérebro de ratos, incubado em condigdes
controladas de temperatura e oxigenagao o extrato exibiu atividade com um ICs, de 68.88 pg/ml,
quando comparavel ao padrdo (54.32 pg/ml), contribuindo para a menor geragdo de MDA, que ¢
um produto téxico resultante da degrada¢do da membrana celular por peroxidagdo lipidica,
causando rupturas de células e mutagdes. Por outro lado, com relagdo ao sequestro de radicais
livres, os dados mostraram que o extrato exibiu a maior atividade (ICso = 14.68 pg/ml) no ensaio

utilizando o reagente DPPH, quando comparado com ao reagente ABTS (Tabela 1).

Tabela 1. Os efeitos antioxidantes em ensaios de DPPH, ABTS, -cartoneo/acido linoleico e MDA.

Sequestro de Radical Peroxidacio
-Caroteno/4acid
Amostras DPPH ABTS B alligotigi()c(? cdo MDA
ICsy(ng/mL)
Extrato C. regium 14.68+1.05 138.71+ 6.65 85.542.23
i - +

Quercetina 56.76 £ 3.76 70.65 4 1.65

Acido ascorbico 11.50+1.18 - -

Os valores sao expressos como média = SEM; ICs, = concentracdo que resulta em 50% de inibigdo, derivada do
grafico de 1% (percentagem de inibi¢do) versus concentra¢do em pg /mL.

3.3. INIBICAO DA FORMACAO DOS AGES NO SISTEMA DE ALBUMINA SERICA
BOVINA/GLICOSE
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Figura 2. Efeito inibidor do extrato hidroalcodlico de raizes do C. regium na formacao de AGES fluorescentes em um sistema
BSA/glicose. A, 14 dias de BSA/glicose; B, 28 dias de BSA/glicose. As amostras de cada grupo foram realizadas em triplicata.
Significativamente diferente os grupos BSA ¢ BSA+Glicose # igual a **P<0,01, e de extrato de 100ug e 1000ug em relagdo ao

grupo BSA + Glicose **P<0,01, ***P<(,001

Na figura 2 pode ser observada a diferenga na intensidade da fluorescéncia dos grupos
BSA, BSA+Glicose e nos grupos BSA+Glicose+Extrato em diferentes concentragdes.

Apoés incubagdo para ambos os periodos analisados, houve diferenca estatistica nos
grupos BSA e BSA+GLICOSE, tanto nos periodos de 14 e 28 dias, ficando evidente que a
formagdo de AGES foi significativamente aumentada (figura 2 A, B). A Figura 1A demonstrou a
capacidade de inibicdo da fluorescéncia dos extratos, em diferentes concentracdes, de maneira
mais evidente na concentragdo de 1000ug/ml, de C. regium em 14 dias. Também, como ilustrado
na figura 2 B os extratos inibiram a fluorescéncia, em um periodo de 28 dias, nas concentragdes

de 100pg/ml e de 1000pug/ml.
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3.4 EFEITO DO EXTRATO HIDROMETANOLICO DE C. REGIUM NA ATIVIDADE DAS
DISSACARIDASES
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Figura 3. Efeito in vitro do extrato hidrometanolico do C. regium sobre a atividade da Maltase figura 2A, Lactase
figura 2B e Sacarase figura 2C. O grupo controle sem tratamento representa 100% de atividade especifica das
respectivas dissacaridases. Os valores sdao expressos com média = DPM, N=3 para cada grupo, * P<0,05, **P<0,01,

**%Pp<0,001.

Na figura 3A houve uma diminui¢do, com significado estatistico, na atividade enzimatica
da maltase na dose de 1000pg/ml, quando comparado com o controle e com a dose de 100pg/ml.
A figura 3B demonstrou uma diminui¢do na atividade da lactase tanto nas doses de 100 quanto
de 1000pg/ml. A figura 3A também demonstrou uma diminui¢do da atividade enzimatica da

sacarase na dose de 1000ug/ml.
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3.5. TESTE ORAL DE TOLERANCIA A GLICOSE (TOTG)

3.5.1 RESULTADOS DO TOTG

Tabela 2. Efeito agudo do extrato hidrometanolico do C. regium nos niveis séricos da glicose (mg/dL) na curva oral

de tolerancia a glicose.

Grupos tratados com C. regium

Tempo

(min.) Controle 30 mg/kg 100mg/kg 300mg/kg Glibencl.
0 69,4 £ 0,4 80,4+3,0 77,2 +3,1 77,8 +3,7 86,4+39
15 169,8 +11,8 167,6 3,9 152,4+16,5 1842 +15,3% 127,0 + 4,9
30 187,0 £ 12,1 184,6 £4,7 1558 £12,7*" " 176,4 +2,1 139,2+4,3

sk

60 187,4+ 10,8 188,0+3,5 140,8 £ 7,0 ° 187,4 13,1  1412+£73%"
180 117,0+8,3 131,4+35 94,8 2,5 100,4 + 4,8 88,4 +8,6™

Os valores s@o expressos como média + SEM; N= 5. Diferenca estatisticamente significativa, a em relagdo ao

controle, b em relag@o a concentracdo de 30 mg/kg, c em relagdo a concentracdo de 100mg/kg, * P<0,05, **P<0,01,
***Pp<(,001.

Ap6s o inicio do teste de tolerancia a glicose, com uma dose de 4 g de glicose/kg de peso
corporal, os niveis séricos de glicose aumentaram significativamente quando comparada com o
tempo zero. O hipoglicemiante oral de referéncia foi a Glibenclamida (100mg/kg), uma
sulfonilureia de segunda geracao, como controle positivo, produzindo uma diminui¢do tipica da
glicose nos tempo de 15, 30 e 60 minutos quando comparada com o grupo controle
hiperglicémico (tabela 3). O C. regium (100mg/kg) demonstrou um melhor perfil anti-
hiperglicémico nos tempos de 30 e 60 minutos. A tabela também mostra as glicemias dos testes
de tolerancia a glicose nas concentracdes de C. regium de 30 e 300 mg/kg mostrando-se
ineficazes para diminuicao da glicemia durante o teste. Podemos percebe ainda na tabela 2 que o
grupo de 100mg/kg teve uma diferenga, com significado estatistico, em relacdo aos grupos de 30

e 300mg/kg, principalmente no tempo de 60 minutos.
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Figura 4 Resultados da area sob a curva das médias dos TOTG. Diferenca estatisticamente significativa, a em
relagdo ao controle, b em relacdo a concentragdo de 30 mg/kg, ¢ em relagdo a concentracdo de 100mg/kg e d em
relagdo ao grupo de 300mg/kg, * P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.

A figura 4 demonstra a 4rea sob a curva das médias de cada teste de tolerancia a glicose.
Esta figura mostrou que na dose de 100mg/kg de peso corporal a area foi a mais proéxima do
grupo tratado com a Glibenclamida. O grupo de 100mg/kg também teve uma diferenca estatistica
com relagdo ao grupo de 30mg/kg. J4 o grupo tratado com o medicamento de referéncia

Glibenclamida teve uma diferencga estatisticamente significativa em relagdo aos grupos controle,

30, 100 e 300mg/kg.

3.5.2 RESULTADOS DA DOSAGEM O GLICOGENIO HEPATICO

Glicogénio Hepatico
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Figura 5. Resultado da quantificacdo de glicogénio hepatico apds o TOTG. Diferenga estatisticamente significativa,

a em relagdo ao controle, b em relagdo a concentragdo de 30 mg/kg e d em relagdo ao grupo de 300mg/kg, * P<0,05,

#%P<(),01, ***P<0,001.
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Houve aumento de armazenamento hepatico de glicogénio com significado estatistico nos
grupos de 100mg/kg e Glibenclamida em relacdo ao controle. J4 no grupo de 300mg/kg houve
diminui¢do do armazenamento hepdtico em relacdo ao grupo de 30mg/kg, e no grupo da
Glibenclamida teve um aumento do armazenamento hepatico em relagdo ao grupo controle e ao

grupo de 300mg/kg.

3.5.3 DOSAGEM DAS DISSACARIDASES APOS O TOTG
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Figura 6. Efeito ex vivo do extrato hidrometandlico do C. regium sobre a atividade da Maltase figura 6A, Lactase
figura 6B e Sacarase figura 6C. O grupo controle sem tratamento representa 100% de atividade especifica das

respectivas dissacaridases. Os valores sdao expressos com média = DPM, * P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.

No grupo da maltase houve um aumento na atividade enzimdtica com significado
estatistico no grupo de 300mg/kg. No grupo da sacarase também houve um aumento
significativo na atividade enzimatica nos grupos de 100, 300mg/kg e Glibenclamida. Ja no grupo

da lactase tivemos, um aumento da atividade enzimdtica apenas no grupo de 30mg/kg, e as
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outras concentragdes demonstragao uma diminui¢do marcante na atividade enzimatica da lactase,
com significado estatistico nos grupo de 100, 300mg/ kg e Glibenclamida, em relagdo a

concentragdo de 30mg/kg (figura 5).

3.6. ANIMAIS DIABETICOS

Tempo Controle C.regium
100mg/kg
Oh 382,2+259 380,7 +31,7
1h 356,0 +24,2 326,2 + 48,8
2h 388,2 £ 26,1 317,0+£ 51,0
3h 353,2+21,3 304,7 + 54,0
7dias 387+56,9 155,3 +37,9%**

Tabela 3. Efeito do extrato hidrometanolico do C. regium nos niveis séricos da glicose (mg/dL) nos animais
diabéticos induzido com aloxano, cada grupo com n de 6. Os valores sdo expressos como média = SEM; N= 6.

Diferenga estatisticamente significativa apds 7 dias de tratamento em relacdo ao grupo controle ***P<0,001.

Os animais induzidos com aloxano demonstraram ter uma glicemia de jejum acima de
200mg/dL. Apos o tratamento por 7 dias os animais tratados demonstraram uma redugdo da

glicemia de jejum, em relagdo aos animais do grupo controle (Tabela 3).
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3.6.2 RESULTADOS DA DOSAGEM O GLICOGENIO HEPATICO

Glicogénio Hepatico Diabéticos
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Figura 7. Resultado da quantificacao de glicogénio hepatico dos animais diabéticos ap6s 7 dias de tratamento.

Nao houve diferenca estatistica nas dosagens de glicogénio hepatico apos 7 dias de

tratamento.

3.7. DIETA HIPERGLICIDICA.

3.7.1 TOTG DOS ANIMAIS DA DIETA HIPERGLICIDICA

Tabela 4 TOTG’s no inicio e no final da dieta hiperglicidica.

Glicose em mg/dL
Inicio Final
Tempo HC HT NC NT HC HT NC NT
0 75+1,8 74+2.0 70+1,9 72457 123+£5,0a*** 111+9,5 107+6,8 101+8,4
15 129+4.8 155+13,1 131+9,6 145+12,1 153+18,0 112+4,6 124+6,5 120+6,9
30 13145,0 159+14,5  148+14.8 15149,7 165+8,0a* 144+27,0 168422,5  137+11,3
60  135+£53 150+9,7 139+16,2 15049,0 16542,9a* 165+27,8 153+10,0  147+17,2
120 131+£5,9 113+8,2 115+12,9 122+7,2 145+7,2 150+10,4 136+8,3 136+16,2
180  115+4,6 102+3,9 104+14,8 108+3,7 134+1,7 136+8,0 112+6,0 119+10,1

Os valores sdo expressos como média + SEM; N=5. Diferenca estatisticamente significativa, * P<0,05, **P<0,01,

*#%P<(,001. a em relagdo ao grupo HC no inicio do tratamento.
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A Tabela 4 demonstrou que houve um aumento com significado estatistico no grupo da
dieta hiperglicidica controle, na glicemia de jejum dos animais, e também no tempos de 30 e 60

minutos.

3.7.2 GLICEMIAS DE JEJUM
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Figura 8. Representa somete as glicemias de jejum no inicio e no final da dieta hiperglicidica. Diferencga
estatisticamente significativa, a em relagdo ao controle da dieta hiperglicidica no inicio do tratamento, b em relacao
ao grupo tratado da dieta hiperglicidica no inicio do tratamento, ¢ em relagdo ao grupo com ragdo normal controle

no inicio do tratamento e d em relagdo ao grupo com racdo normal e tratado no inicio do tratamento, * P<0,05,

#%P<(0,01, ***P<0,001.

Na dieta hiperglicidica ap6s quatro semanas de tratamento os dois grupos que receberam
a dieta hiperglicidica, o grupo controle e o grupo tratado, tiveram um aumento significativo na

glicemia de jejum (figura 8).



3.7.3 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Tabela 5. Resultados bioquimicos apds 14 semanas da dieta hiperglicidica.

Grupos
HC HT NC NT

TGP (un) 482+ 11,5 284 +5,2 33,1+£2,6 419+7,5

TGO un) 71,64 +42 67,1+54 83,5+6,3 89,3+4,8

Colesterol (mg/dL) 63,0+2.9 54,8+29 63,6 +2.6 64,0+ 5,2

HDL (mg/dL) 55,9+3,7 46,1 £1,7 55,7+2,5 55,6 £4,4
Triglicerideos 107 £ 6,0 68 +£5,1a* 63,8 £ 4, 3a** 70,8 + 8,7a*

(mg/dL)
VLDL (mg/dL) 20,48 £ 1,3 16,1 +£2,5 14,3 £3,1 14,1 £1,7
HbAlc (%) 3,9+0,06 4,0 £0,05 3,9+0,04 3,9+ 0,04

Diferenga estatisticamente significativa, a em rela¢do ao controle da dieta hiperglicidica, * P<0,05, **P<0,01.
A tabela 5 demostra os resultados dos testes bioquimicos realizados no sangue no final da

dieta hiperglicidica. Os animais que receberam somente a dieta hiperglicidica (HC) apresentaram
um aumento significativo dos triglicerideos quando comparado aos animais que receberam
somente a dieta comercial padrdo (NC). O tratamento com o extrato de C. regium diminuiu
significativamente os triglicerideos nos animais que receberam a dieta hiperglicidica. Em relagao
aos outro parametros bioquimicos analisados ndo foram observadas diferencas estatisticas. Os
marcadores hepaticos TGO e TGP, ndo obtiveram alteracdes significativas. Nenhuma alteracao
significativa foi observada por necropsia ou andlise histopatoldégica em todas as amostras de

pancreas e figado analisadas (dados ndo apresentados).

3.8 INIBICAO DA AChE

Os resultados demonstraram que a administragdo oral do extrato hidrometandlico nas
doses 30 e 100 mg/kg na atividade de inibi¢do da AChE foi alterada nas diferentes estruturas

cerebrais (Figura 9). A Figura 9A demonstrou que o grupo tratado com o extrato na dose de 100
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mg/kg inibiu AChE significativamente no cortex cerebral (69%), em comparagdo com o grupo
de controle (p < 0.001). Em adi¢do, o nivel de inibicdo também foi observado nos animais
tratados com o extrato nas doses de 30 mg/kg (11.79%) (p < 0.01) e 100 mg/kg (53.76%) (p <
0.001) no hipocampo (Figura 9B) e na estrutura do hipotdlamo nas doses de 30 ¢ 100 mg/kg,
inibindo 27.78% e 42.20% (p < 0.001), respectivamente (Figura 9C). Na regido do estriado o
extrato ndo afetou a inibicdo da AChE (Figura 9D).
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Figura 9 Efeito extrato hidrometandlico na AChE no cértex cerebral (A), hipocampo (B), hipotadlamo (C) e estriado
(D). Valores foram expressos como medias = SEM. n=6 Observac¢des por grupo. * P<0,05, ***P<(0,001 entre
controle e grupo tratado.



4. DISCUSSAO

A diabetes mellitus ¢ uma condi¢ao cronica que ocorre por disfungdo na producao e/ou
utilizagdo de insulina. Esta ultima ¢ produzida no pancreas, e esta envolvida na captacdo da
glicose pelas células. Desta forma, a falta ou diminui¢do da insulina dificulta a utilizacdo da
glicose pelas células causando hiperglicemia. Com o tempo, os altos niveis de glicose juntamente
com a produgdo excessiva de radicais livres, como os AGEs, causam danos aos tecidos [18, 25].
Por outro lado, os compostos fenolicos, uma espécie de antioxidante natural, podem
potencialmente proporcionar protecdo contra o desenvolvimento de certas doencas cronicas

ligadas a producao excessiva de radicais livres [66].

No presente estudo, investigamos a capacidade do extrato hidrometanoélico de C. regium
em melhorar pardmetros bioquimicos, inibicdo das dissacaridases e acetilcolinesterase e inibi¢ao
da formacao de AGEs, em modelos in vitro e in vivo. Nossos dados demostraram que a
sobrecarga de glicose no TOTG, a indugdo com aloxano e a dieta hiperglicidica aumentaram os
niveis de glicemia. Além disso, demonstramos que a admisnitragdo do extrato hidrometandlico

C. regium reduziu a glicemia neste modelos experimentais.

Dados da literatura sugerem que membros do mesmo género de Cochlospermum regium,
como C. tinctorium e o C. vitifolium sdo ricos em compostos fenolicos com propriedades em
atuar na diminui¢do da glicemia além de atividades vasorelaxante e hepatoprotetora, podendo
atuar na sindrome metabolica [67] [68]. Ainda hé4 estudos que citam a redugdo dos niveis de
glicemia, triglicerideos e colesterol em ratos diabéticos induzidos com aloxano e tratados com

extrato aquoso das raizes de C. planchonii [69].

Em ensaios fitoquimicos tradicionais realizados por via imida descreveram que a raiz de
C. regium possui taninos e outros compostos fendlicos, além de mucilagens, saponinas,
esteroides, triterpenos e flavonodides. Desta tltima classe houve o isolamento do canferol,
naringenina, aromadendrina e diidrocamferol-3-O-B-glicopiranosideo, os quais demonstraram
capacidade antioxidante [45, 46]. Guo et al., relatam que os flavonodides do alcaguz estdo
ganhando popularidade devido suas atividades bioldgicas significativas como anti-tlcera,
antioxidante, anti-inflamatorio, anti-microbiano e atividade preventiva da sindrome metabdlica

[70]. Nossos resultados demonstraram que o extrato de C. regium possui alto teor de compostos
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fendlicos totais e de flavonoides, os quais poderiam justificar a atividade antioxidante
encontrada. Em nosso trabalho, foram relatados os compostos majoritarios do extrato de C.
regium, como sendo o acido gélico, acido caféico e o 4cido eldgico através da cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC, High Performance Liquid Chromatography). Em conformidade,
estudos que avaliaram a capacidade antioxidante e teor de constituintes por HPLC, foram
encontrados compostos fenolicos, inclusive acidos gélico, caféico e elagico, onde tiveram uma
boa atividade antioxidante e inibidora de glicosidases intestinais [71] [72]. Estudos anteriores

demonstraram o potencial antidiabético, antioxidante e anti-inflamatério do acido elagico [73].

Pesquisas revelam evidéncias adicionais de que o estresse oxidativo tem um papel
importante na lesdo tecidual induzida por hiperglicemia, bem como em eventos iniciais
relevantes para o desenvolvimento de DM2, sendo que a formagdo de AGEs, uma espécie de
radical livre que modifica grupos de proteinas e/ou lipidios com potencial prejudicial, é um fator
contribuinte [25]. No entanto, comparando com o acido ascorbico, o extrato de C. regium
demonstrou uma atividade inibidora do radical DPPH em uma concentragdo proxima ao padrao.
J4 no método de inibi¢do da oxidagdo do B-caroteno/acido linoléico e MDA, o extrato de C.
regium, apresentou atividade antioxidante quando comparado com o padrio quercetina. Os
resultados sugeriram que compostos fenolicos poderiam ser considerados como principais
componentes antioxidantes do C. regium. O extrato hidrometanolico de C. regium demonstrou
uma resposta significativa na diminui¢ao da intensidade da fluorescéncia, demonstrando que o C.
regium possui a capacidade de prevenir a formacao de AGEs nos sistema BSA/glicose. Kappel et
al tiveram resultados semelhantes com o tratamento de Musa x paradisiaca na prevencao de
formacdo de AGES. Bahmani et al relataram sobre os efeitos benéficos sobre a DM de muitas
substancias encontradas em plantas como alcaloides, flavondides, terpenos e compostos

fenolicos, e cita ainda o camferol 3-O-B-D glicopiranosideo como inibidor da glicagdo [64, 74].

A atividade antiglicacdo implicada aqui aos extratos de C. regium, podem estar ligadas ao
seu potencial antioxidante, como relatada na inibicdo do DPPH e do ABTS. J4 Adisakwattana et
al, 2017, tiveram uma promissora inibi¢do de AGEs ¢ atividade de eliminagdo de radical livre
DPPH com a utilizag¢do de acido galico e acido ascorbico na formacgao da glicagdo e oxidagdo de

proteinas induzidas por frutose [75].
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A hiperglicemia ¢ a principal causa patologica e a resisténcia a insulina € o principal fator
de risco para o desenvolvimento da DMII, portanto a procura por meios farmacologicos que
reduzam esse risco sdo de grande importancia para a drea médica. Na resisténcia a insulina os
tecidos como musculo esquelético e figado respondem de maneira inadequada a insulina,

desregulando a homeostase da glicose [76]

Dessa forma, estudos relatam que polifendis podem influenciar o metabolismo de
carboidratos em varios niveis, melhorando a resposta glicémica pds-prandial, hiperglicemia de
jejum, secrecdo aguda e sensibilidade a insulina. Em associagdo, uma das estratégias para o
controle o prevengdo da DM ¢ limitar a taxa de absorc¢do da glicose dos alimentos restringindo a
sua absorcao pela corrente sanguinea. Os farmacos utilizados atualmente incluem a Acarbose,
Miglitol e a Voglibose, mas estes tém desagradaveis efeitos secundarios, pelo fator de nao serem
seletivos [77-79]. Em estudo sobre derivados do acido caféico extraidos da Wedelia trilobata
Ren et al. 2017, relatam sobre os resultados significativos na inibicao da alfa glicosidases quando
comparados com a Acarbose [80]. Em adigcdo, Rolffy Ortiz et al, 2009, verificaram que a
administracao oral do extrato metandlico do Cochlospermum vitifolium resultou na diminuigao
significativa do niveis de glicemia em ratos normoglicémicos e diabéticos com estreptozotocina
e nicotinamida, e também redu¢do da glicemia ap6s administracdo de glicose e sacarose. Ainda,
o extrato inibiu a atividade enzimatica in vitro das oo-glicosidases de maneira dependente da
concentracdo, além da reducdo dos niveis de glicemia, colesterol, HDL e triglicerideos [82].
Embora os mecanismos relacionados ao C. regium ainda nao foram elucidados, eles podem estar
associados a inibi¢ao da digestdo de carboidratos e absor¢do de glicose no intestino, entre outros,
J& que nos observamos inibicdo das dissacaridases in vitro [73] [83]. Ainda, Yin et al 2017,
demontraram a atividade inibitoria do acido elagico e do canferol do extrato de “mongolian oak
cups”, sobre a alfa-glicosidases e a glicacdo relacionados ao DMII [84]. Oboh et al 2016
estudaram a associacdo de acido galico com o medicamento de referéncia Acarbose, utilizado
como inibidor da alfa glicosidases e alfa-amilase, com promissores resultados na diminuig¢ao dos

efeitos colaterais do medicamento [85].

Em cooperagdo, a eficacia terapéutica do acido galico, do Cyamopsis tetragonoloba, foi
testada em ratos diabéticos induzidos com estreptozotocina e dieta hiperlipidica e tiveram uma

melhora no transporte de glicose dependente de insulina no tecido adiposo através da
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translocacdo e ativacao da proteina transportadora 4 (GLUT4) pela via de sinalizacdo do PI3K/p-
Akt [86]. Isso pode estar em consonancia com o composto majoritario encontrado em nosso

trabalho, 4cido galico, salientando o potencial de redu¢@o da glicemia nos animais diabéticos.

Em conformidade, a estimula¢do de producdo de glicogénio, principalmente em paciente
diabético e/ou resistente a glicose, em condigdes pos-prandiais, vem se tornando um modelo de
alvo terapéutico para esta patogenia. Consequentemente a descoberta de uma substancia que de
alguma forma atuem neste mecanismo serd de grande valia [87]. O glicogénio ¢ um polimero
altamente ramificado de glicose, existente predominantemente no cérebro, no musculo, no
coragdo e no figado, funcionando como uma fonte para liberar ou armazenar glicose conforme
apropriado. Jiang et al., demonstraram que o glicogénio hepatico em camundongos db/db (um
modelo animal de diabetes tipo 2) apresentou quantidades semelhantes de particulas de
glicogénio no figado saudavel. No entanto, as particulas de camundongos diabéticos sao muito
mais frageis que as dos camundongos sauddveis, esse fendomeno pode estar relacionado a
hiperglicemia [88]. Isso poderia explicar em parte o resultado, em relacdo ao armazenamento
hepatico em nosso estudo, nos animais normoglicémicos que receberam um sobrecarga de
glicose, o extrato de C. regium teve uma melhor atuagdo no armazenamento de glicogénio
hepatico. O aumento do armazenamento hepatico pode justificar a diminuicdo das glicemias

durantes as curvas glicémicas durante o TOTG.

Nas avaliagcdes das provas bioquimicas de TGO, TGP, colesterol, glicemia, HDL,
triglicerideos, VLDL e HbAlc dos animais da dieta hiperglicidica, tivemos um melhor efeito na
diminui¢do da concentragdo de triglicerideos nos grupos HT, NC e NT em relagdo ao HC. Os
marcadores hepaticos, em muitos trabalhos sdo utilizados como provas de toxicidade, nossos
resultados de TGO e TGP nio se mostraram alterados, reiterando trabalhos anteriores sobre a
seguranca na utilizagdo de extratos de C. regium. Em nosso trabalho demonstramos que nao
houveram alteragdes histopatologicos a nivel pancreatico e hepatico apds administracdo dos
extrato hidrometanolico de C. regium, corroborando com a ndo toxicidade do extrato. Nankar e
Dobel, 2017 demonstraram uma melhora na hiperglicemia, dislipidemia, sem alteracdo nos
marcadores hepaticos TGO e TGP, além da melhora dos niveis de expressdao do GLUT 4 quando
utilizaram acido elagico em associacdo com a pioglitazona [89]. Ja4 Karimi-Khouzani et al 2017

demonstraram diminuicao significativa dos niveis de TGO e TGP na utilizac¢do de acido elagico
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na melhora de problemas hepaticos provocados pelo uso cronico de fluoxetina [90]. Toledo et al
analisaram os niveis bioquimicos no soro de ratos machos tratados com extratos de C. regium:
colesterol, triglicerideos, lipidios totais, ureia, albumina, proteinas totais e creatinina, TGO e
TGP, fosfatase alcalina e glicose, ndo encontrando alteragdes estatisticamente significativas [54].
Em estudo com cultura de células resistentes a insulina foi avaliado o poder hipoglicémico do
acido galico e sua influéncia no metabolismo hepético dos carboidratos em ratos que receberam
dieta rica em frutose. A hipotese ¢ que acido galico reduz a hiperglicemia através da melhora da
resisténcia a insulina hepatica, suprimindo a inflamacdo hepatica e adequando o metabolismo
anormal do carboidrato hepatico, diminuindo a gliconeogénese hepatica e aumentando a

glicogénese hepatica e as vias de glicolise [91].

Ainda sobre os possiveis mecanismos antidiabéticos, estudos relatam sobre as
dificuldades da inducdo da diabetes através de farmacos como o aloxano, no entanto, ainda ¢ um
indutor de diabetes em animais bastante utilizado pelo seu baixo custo quando relacionado a
estreptozotocina [92]. O aloxano possui a capacidade de destruir as células  do pancreas através
de um mecanismo de producao excessiva de radicais livres. Portanto, a administracao profilatica
de substancias antioxidante poderia prevenir ou reverter o efeito diabetogénico. Zanoello et al,
discutiram sobre a capacidade protetiva da Syzygium cumini em proteger as células  do pancreas
a acao diabetogénica do aloxano, possivelmente pela presenca de substincia antioxidantes como
eugenol , acido galico e taninos [93]. Em nosso trabalho, os animais diabéticos apds o tratamento
com C. regium por 7 dias, demonstraram uma reducdo da glicemia de jejum em relagdo aos

animais do grupo controle.

Tivemos também inibicdo da AChE em animais que receberam o extrato de C. regium.
Sabe-se que o SNC usa uma quantidade significativa de oxigénio e ATP, e defesas antioxidantes
diminuidas em comparagdo com outros tecidos resultam em uma grande susceptibilidade ao
estresse oxidativo [94]. Mehta et al 2017, relatam em seu estudo que o acido eldgico, pode ser
tdo eficaz no tratamento da neuropatia diabética quando comparados aos medicamentos de

referéncia com bom efeito antidiabético e neuroprotetor [95].
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5 CONCLUSAO

No presente estudo demonstramos os efeitos promissores do extrato hidrometanolico das
raizes do C. regium sobre a regulagdo da homeostase da glicose, em sua atividade antioxidante,
em sua atividade anti-glicagdo, anticolinesterasica e efeitos benéficos sobre animais diabéticos
induzidos com aloxano. O potencial anti-hiperglicémico do extrato foi demonstrado pelos niveis
de glicemia reduzida em ratos normoglicémicos que receberam uma sobrecarga de glicose
(4g/kg), em ratos diabéticos e ainda, redugdo dos triglicerideos, em ratos que receberam uma
dieta hiperglicidica por 14 semanas. Foi observado também que o extrato possui uma atividade
antioxidante através o método do DPPH, ABTS, MDA e inibicdo da oxidagdo do f-
caroteno/acido linoleico, inibindo também a formag¢ao de AGES no sistema in vitro BSA/Glicose
e uma inibicao sobre a enzima AChE. Estudos adicionais devem ser realizados sobre o papel do

extrato de raizes do C. regium na prevencao do aumento dos niveis de hiperglicemia.
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