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RESUMO

A sindrome metabdlica (SM) é um dos mais importantes e crescentes problemas de
satide piiblica do mundo. E caracterizada pela presenca de ao menos 03 dos seguintes
fatores: hipertensao, dislipidemia, obesidade, resisténcia insulinica e hiperglicemia de
jejum. Sua prevaléncia tem aumentado drasticamente nos ultimos anos e vem associada
com aumento do risco de desenvolver diabetes mellitus (DM) e doencas
cardiovasculares. A heterogeneidade dos seus fatores de risco, assim como dos
tratamentos farmacolégicos, fez da SM e do DM focos de intensa investigacdo
cientifica. Portanto, este trabalho busca analisar os efeitos do extrato rico em polifendis
(ERP) das folhas de Syzigium cumini (L.) Skeels sobre o perfil glicolipidico e
morfologia histolégica pancredtica de ratos com diabetes induzido com aloxana. Para
isso, ratos Wistar com 60 dias de vida foram separados em 03 grupos: ALX, o qual foi
tratado com agua durante todo o experimento; ALX — P, o qual recebeu ERP (50
mg/kg/dia, v.0.) do 7° ao 14° dia de experimento; e ALX — PP, o qual recebeu ERP (50
mg/kg/dia, v.0.) ao longo dos 14 dias de experimento. A glicemia de jejum foi analisada
nos dias 0, 4, 7, 10 e 14. A inducio foi realizada no 7° dia via injec¢do Unica de aloxana
(150 mg/kg, 1.p.). No 15° dia os animais foram eutanasiados para coleta de sangue e
Orgaos. A administracdo de aloxana aumentou em mais de 290% a glicemia dos animais
ALX, efeito este atenuado no grupo ALX — P e mais ainda no grupo ALX — PP. A
administracdo do ERP preveniu a elevacao do triglicerideo e colesterol total séricos dos
animais ALX-P e ALX-PP em relagcdo ao grupo ALX. Notavelmente, os niveis séricos
do HDL do grupo ALX — PP em relacdo ao grupo ALX estavam duplicados. O indice
TyG, indicador de resisténcia insulinica, diminuiu nos grupos ALX — P e ALX — PP em
comparacdo ao grupo ALX. Na andlise histologica foram observados perda da
arquitetura e do nimero das ilhotas pancredticas, diminui¢do do diametro e infiltrado
leucocitario no grupo ALX, efeitos marcadamente atenuados nos animais ALX — P e
ALX — PP. Tais efeitos parecem estar relacionados a composicao polifendlica do ERP,
cuja caracterizagdo por HPLC-MS demonstrou predominio de compostos derivados de

miricetina.

Palavras-chave: Syzigium cumini, sindrome metabodlica, diabetes mellitus, aloxana.



ABSTRACT

The metabolic syndrome (MS) is one of the most important and growing public health
problems in the world. It is characterized by the presence of a minimum of 03 of the
following factors: hypertension, dyslipidemia, obesity, insulin resistance and fasting
hyperglycemia. Its prevalence has increased dramatically in recent years and is
associated with increased risk of developing diabetes mellitus (DM) and cardiovascular
disease. The heterogeneity of its risk factors, as well as the pharmacological treatments,
made SM and DM foci of intense scientific investigation. Therefore, this work aims to
analyze the effects of the polyphenol rich extract (PRE) of leaves of Syzigium cumini
(L.) Skeels on the glycolipid profile and histological pancreatic morphology of rats with
alloxan-induced diabetes. For this, 60 day old Wistar rats were separated into 03 groups:
ALX, which was treated with 0.9% NaCl throughout the experiment; ALX - P, which
received PRE (50 mg / kg / day, o. v.) from the 7th to the 14th day of the experiment;
and ALX-PP, which received PRE (50 mg / kg / day, o.v.) over the 14 days of
experiment. Fasting glycemia was analyzed on days 1, 4, 7, 10 and 14. Induction was
performed on day 7 via single injection of alloxan (150 mg / kg, i.p.). On the 15th day
the animals were euthanized for collection of blood and organs. The administration of
alloxan increased the glycemia of ALX animals by more than 290%, an effect that was
attenuated in the ALX - P group and even more so in the ALX - PP group.
Administration of PRE prevented elevation of serum triglyceride and total cholesterol in
ALX-P and ALX-PP animals compared to ALX group. Notably, serum HDL levels of
the ALX-PP group compared to the ALX group were doubled. The TyG index, an
indicator of insulin resistance, decreased in the ALX - P and ALX - PP groups
compared to the ALX group. Histological analysis revealed loss of architecture and
number of pancreatic islets, decreased diameter and leukocyte infiltrate in the ALX
group, markedly attenuated effects on ALX - P and ALX - PP animals. These effects
seem to be related to the polyphenolic composition of PRE, whose characterization by

HPLC-MS showed a predominance of myricetin-derived compounds.

Key words: Syzigium cumini, metabolic syndrome, diabetes mellitus, alloxan.



1. Introducgao

A sindrome metabdlica (SM) tornou-se um importante e crescente
problema de sadde publica em todos os continentes (Kaur, 2014). A prevaléncia da SM
tem aumentado rapidamente nos dltimos anos (Singh and Kari, 2013), além do que, esta
associada a um aumento de cinco vezes no risco de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e
duas vezes no risco de desenvolver doenca cardiovascular (DCV) (Kassi et al., 2011;
Kaur, 2014). Em razao disso, a Federacdo Internacional de Diabetes harmonizou fatores
metabdlicos, fisioldgicos, bioquimicos e clinicos, de modo a definir a SM como uma
reunido de pelo menos trés das seguintes disfuncdes: obesidade, particularmente a
obesidade central, resisténcia insulinica (RI); hipertensdo, hiperglicemia de jejum e

dislipidemia (Alberti et al., 2009).

O DM2 estd associado a elevacdo dos niveis sanguineos de glicose e
distarbios do metabolismo lipoprotéico e de carboidratos. Essas anormalidades podem
resultar tanto da deficiéncia de insulina, da superproduc¢ao de glicose a nivel hepético ou
da resisténcia insulinica, cerne da SM. Anormalidades no perfil glico-lipidico sdo as
complicagdes mais comuns nos pacientes diabéticos, sendo que aqueles com resisténcia
a insulina sdo mais propensos a hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia (Krauss,
2004). Embora interven¢des comportamentais, como dieta e exercicio fisico, possam
melhorar a dislipidemia diabética, para a maioria dos pacientes a terapia farmacoldgica
€ necessdria para alcancar os objetivos do tratamento (Kassi et al., 2011; Krauss, 2004),

0 que mantém em alta a busca por novos agentes terapéuticos.

A Organizacdo Mundial de Satde estima que 4 bilhdes de pessoas usa
alguma planta medicinal para cuidados primdrios da saide (Gossell-Williams et al.,
2006). Os fitoterapicos despertam interesse particular por possuirem grande diversidade
quimico-estrutural, baixa toxicidade e alta viabilidade econdmica, tornando-se assim
potenciais ferramentas terapéuticas (Auddy et al., 2003; Sharma et al., 2003). Syzygium
¢ um dos maiores géneros da familia Mytaceae, o qual abrange mais de 1100 espécies,
dentre as quais destaca-se o Syzygium cumini (L.) Skeels. Esta espécie € popularmente
conhecida como jamboldo, ameixa preta, jamun, amora preta indiana, ameixa roxa,
dentre outras denominacdes € possui como sinonimias: Eugenia jambolana Lam,
Syzygium jambolana DC., Calypranthes jambolana Willd (Ayyanar and Subash-Babu,
2012).



Diferentes partes do S. cumini sdo utilizadas como alternativa terapéutica
para o tratamento de diversas enfermidades, tendo potencial hipoglicemiante,
antihiperlipidémico, antioxidante, antiinflamatério, antibacteriano, etc (Chagas et al.,
2015; Srivastava and Chandra, 2013). Em particular, as folhas possuem flavondides
glicosilados, dcidos fendlicos e taninos, compostos propostos como os responsdveis pela
promissora atividade anti-hiperglicemiante demonstrada em estudos clinicos e
experimentais (Prince et al., 2004). Em trabalho recente, nosso grupo de pesquisa
demonstrou que o extrato hidroalcodlico bruto das folhas de S. cumini atenua a SM em
ratos MSG-obesos através de uma dupla acdo de melhoramento da RI e de modulacao
da secrecdo de insulina (Sanches et al., 2016). Desta forma, no presente trabalho,
buscamos avaliar a acdo de um extrato rico em polifenois das folhas de S. cumini sobre

a glicemia e outros parametros metabdlicos de ratos com diabetes induzido por aloxana.

2. Materiais e Métodos
2.1. Coleta do Material botinico

Folhas da espécie vegetal Syzygium cumini (L.) Skeels foram coletadas
diretamente de espécimes localizados no Campus da Universidade Federal do Maranhdo
(Sao Luis — MA) e autenticadas no Herbario MAR do Departamento de Biologia da

Universidade Federal do Maranhdo, sob numero de catalogacao 4573.
2.2. Preparacdo do extrato rico em polifendis das folhas

Folhas secas e pulverizadas de S. cumini foram maceradas com etanol 70%
e hidromdédulo 1:6 sob agitacdo continua por 24 horas a temperatura ambiente. O
macerado foi filtrado em papel filtro e o pd resultante da filtracio foi novamente
ressubmetido a dois outros ciclos de maceragdo — filtracdo. No total, foram realizados
03 ciclos conforme descrito. Os extratos foram agrupados e centrifugados a 3500 rpm
por 10 minutos. O sobrenadante foi concentrado em rotaevaporador para obter-se o
extrato hidroalcéolico bruto (EHB), o qual foi submetido a particdo com cloroférmio
(1:1 v/v, 3x). A fase aquosa foi lavada com acetato de etila (1:1 v/v, 3x), e a fracdo de

acetato de etila foi concentrada em rotaevaporador e liofilizada, produzindo-se o extrato

rico em polifendis (ERP), o qual foi utilizado neste estudo (Sharma, B. et al., 2008).



2.3. Determinacdo do perfil polifendlico por HPLC-MS

O cromatégrafo (LC-20A Prominence, Shimadzu) equipado com
autoinjetor e detector SPD-20A/UV-Vis foi usado para separacdo dos polifenois. As
andlises foram carreadas utilizando a coluna analitica Phenomenex Luna C-18 (250 x
4.6 mm — 5 um). Antes da corrida, os extratos foram filtrados (0,45 um, Milipore®) e
dissolvidos no mesmo solvente utilizado para a extragdo. Os solventes foram
desgaseificados usando banho de ultrassom. A fase moével consistia em dgua acidificada
com 4cido férmico 0,1% (A) e acetonitrila (B) de acordo com o seguinte gradiente de
eluicdo: 0-30 min, 5% B; 30-70 min, 5%-30% B; 70-60 min, 30%-70% B, 60-90 min,
70-100% B; taxa de fluxo 1 mL/min; volume injetado 25 pL; temperatura do forno 40
°C; detec¢ao em 254 nm. O mesmo programa de gradiente foi utilizado para o HPLC-

UV-ESI-MS/MS.

O cromatdgrafo (LC-10AD, Shimadzu) equipado com um detector UV-Vis
foi acoplado a um espectrometro de massas (Esquire 3000 Plus, Bruker Daltonics), com
analisador tipo {on trap quadrupolo em modo tandem, com ionizagdo por
eletronebulizacio (electrospray ionization, ESI). As condicdes de ionizagdo foram as
seguintes: voltagem de electrospray com fonte de fons a 40 V, um potencial de 4,0 kV e
temperatura a 320°C. Hélio ultrapuro (He) foi usado como gas de colisdo e nitrogénio
(N2) como gas de nebulizagdo. A dessolvatacdo foi facilitada utilizando uma corrente de
fluxo de 7,0 L/min. As andlises foram realizadas no modo full scan, com ionizagdo
negativa, na faixa de 100 a 3000 m/z. Os dados de tempo de retencdo, a massa do fon
molecular e seus fragmentos foram utilizados para identificagdo dos compostos por

andlise comparativa com a literatura.
2.4. Animais e desenho experimental

Foram utilizados ratos machos da espécia Rattus novergicus, var. Wistar
Hannover, com idade de 60 dias. Os animais foram alojados em gaiolas de
polipropileno, com até cinco animais cada, mantidos temperatura de 21 + 2 °C, ciclo
claro-escuro de 12 horas, além de dgua e racdo ad libitum. Apds aclimatacdo de uma
semana, os animais foram divididos aleatoriamente em 03 grupos, os quais foram
acompanhados por 14 dias. No 7° dia de acompanhamento, apés jejum de 12 horas, os
animais de todos os grupos receberam injecoes de aloxana monohidratada (150 mg/kg;

i.p.; Sigma Chem. CO., St Louis, USA) para inducdo do diabetes (Lenzen, 2008). Para



prevenir hipoglicemia fatal resultante da liberacao rebote de insulina, foi fornecida dgua
glicosada a 10% imediatamente ap6s a indu¢@o e mantida por um periodo de 12 horas.

A alimentacdo foi reintroduzida uma hora apds a indugao.

Tendo como base a inducdo do diabetes no 7° dia de acompanhamento, os

grupos experimentais foram os seguintes:

ALX: Ratos diabéticos tratados com NaCl 0,9% (1 mL/Kg/dia, v.o., n=9)

durante 14 dias;

ALX-P: Ratos diabéticos tratados com ERP (50 mg/kg/dia, v.o., n=14)

durante os 07 dias posteriores a indugdo;

ALX-PP: Ratos diabéticos tratados com ERP (50 mg/kg/dia, v.o., n=14)

durante 14 dias, ou seja, os 07 dias anteriores e posteriores a inducao.

Durante todo o periodo experimental, o peso dos animais foi aferido todos
os dias. Nos dias 1, 4, 7, 10 e 14, ap6s jejum de 12 h, foram coletadas amostras de
sangue periférico por pun¢do da veia caudal para aferi¢do da glicemia com fita reagente
(Accu-Check Active, Roche Diagnostics, Mannheim , Alemanha). Ao final do
experimento, os animais foram postos em jejum de 12 h, anestesiados e eutanasiados
por exsanguinagdo. Amostras de sangue foram coletadas por puncdo da artéria aorta e o
soro foi utilizado para determinacdo das concentragdes de triglicerideos, colesterol total
e colesterol - HDL. Os pancreas foram coletados, pesados e apropriadamente
armazenados para posterior avaliagdo histoldgica. Todos os protocolos foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA-UFMA), sob

nimero de protocolo 16/13.
2.5. Avaliagdo do perfil lipidico e cdlculo do Indice TyG

Os niveis séricos de triglicerideos (TG), colesterol total (CT) e colesterol
HDL foram mensurados por métodos enzimadticos através de kits comerciais (Guo et al.,
2006). Para estimacdo da resisténcia a insulina, foi calculado o indice TyG pela
formula: TyG = Ln ([TG (mg/dL)] x [glicose (mg/dL)] / 2) (Simental-Mendia et al.,
2008).

2.6. Avaliacao histopatolégica do pdncreas



Apds pesagem, amostras do pancreas de cada animal foi fixada em
paraformaldeido 10% por 24h e posteriormente embebidos em parafina para serem
seccionados em cortes sOlidos de Smm de espessura. As secdes foram em seguida
coradas com hematoxilina e eosina e analisadas qualitativamente sob microscopio

optico (Sun et al., 2008).
2.7.Andlise estatistica

Os dados foram expressos como médias + EPM. As comparagdes
estatisticas foram feitas por andlise de variancia unidirecional (ANOVA). Os resultados

com valores de p menores ou iguais a 0,05 foram considerados significativos.

3. Resultados
3.1. Caracterizacdo do perfil polifendlico do ERP por HPLC-MS

A caracterizacdo por HPLC-MS do perfil polifen6lico do ERP permitiu a
identificacdo de nove compostos pertencentes as subclasses dos taninos hidrolisdveis
(galotaninos e elagitaninos) e flavonoides (flavonois). A Figura 1 apresenta o perfil
cromatogriafico onde estdo identificados nove picos cujos dados espectrais foram
utilizados para identificacdo por tentativa dos compostos fendlicos apresentados na
Tabela 1. Os picos 1-3 s@o pertencentes a classe dos taninos hidrolisaveis, enquanto os
picos 4-9 foram caracterizados como flavonois glicosilados derivados da miricetina

(Tabela 1).

O pico 1 de [M-H] em m/z 783 produziu ions fragmentos com m/z 481, 301,
275 em MS? que permitiram identificd-lo como sendo o di-hexahidroxidifenoil-glicose
(di-HHDP glicose), polifenol j4 identificado nos frutos do Araca (Psidium guineense)
(Gordon et al., 2011), no caule de Quercus suber (Fernandes et al., 2011), além de
blackberries (Hager et al., 2008) e strawberries (Seeram et al., 2006). O composto 2
apresentou [M-H]" com m/z 611 e fon fragmento de m/z 305 (MS?) compativel com a
ocorréncia de (-)-epigalocatequina (Backoma et al., 2015). O pico 3 corresponde a
molécula de HHDP-digaloilglicose com [M-H]'em m/z 785 e fons filhos com m/z 615,
483, 301 em MS?, cujos isdmeros ja foram identificados no género Eucalyptus (Santos

et al., 2013). O [M-H] com m/z 631, gerado a partir do pico 4, apresentou ions



fragmentos com m/z 479, 317 em MS? caracteristicos da molécula de miricetina-3-O-(6"

galoil) galactose, segundo caracterizacdo anterior (Simirgiotis, 2013).

O pico 5 produzido a partir do fon pai com m/z 463 gerou ion filho com m/z
305 (MS?) indicando a ocorréncia de miricetina-3-O-raminose (Hayder et al., 2008). Os
picos 6-8 também foram identificados como isdmeros da miricetina desoxihexosideo
acilada porque apresentaram fon pai com m/z 505 e fons fragmentos com m/z 316
(MS?). Estes compostos foram previamente reportados para os frutos e folhas de
Syzygium cumini (Gordon et al., 2011). O pico 9 apresentou ion pai com m/z 519
gerando fons fragments com m/z 331, 315 (MS?) indicando a presenca de

metilmiricetina desoxihexosideo acilada (Gordon et al., 2011).
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Figura. 1. Separacdo de compostos fendlicos do Extrato Rico em Polifenois (ERP) das folhas de
Syzygium cumini por HPLC em 254 nm. Os picos numerados correspondem aos compostos
submetidos a tentativa de identificacdo descritos na Tabela 1.



Tabela 1. Caracterizacdo de compostos fendlicos do Extrato Rico em Polifenois (ERP) das folhas de Syzygium cumini por HPLC-MS

2 [M-HJ MS2

Pico tr(min) Composto [M-H] (m/z) (m/z) (m/z) Referéncias
1 34 di-HHDP glicose 783 481,301,275 (1,2,3,4)
2 8.9 (-)-epigalocatequina 611 305 &)

3 15.7 HHDP digaloilglicose 785 615, 483, 301 (1,7,8)
4 18.4 miricetina-3-0-(6"galoil) galactose 631 479, 317 6)
5 22.9 miricetina 3-O-raminose 463 927 317,178 (6)
6 27.6 miricetina desoxihexosideo acilada 505 316 (H
7 28.3 miricetina desoxihexosideo acilada 505 316 (D)
8 28.4 miricetina desoxihexosideo acilada 505 316 (D)
9 32.2 metilmiricetina desoxihexosideo acilada 519 331, 315 (D)

(1) (Gordon et al., 2011); (2) (Fernandes et al., 2011) (3) (Hager et al., 2008); (4) (Seeram et al., 2006); (5) (Backoma et al., 2015);
(6) (Simirgiotis, 2013) (7) (Wu et al., 2012) (8) (Boulekbache-Makhlouf et al., 2010)



3.2. ERP reduz a hiperglicemia induzida por aloxana

O ERP (50 mg/kg/dia) promoveu perda de peso no grupo ALX—PP de 350,1
+ 7,48g para 325 *+ 7,69g quando administrado previamente a indu¢do do diabetes com
aloxana (Figura 2A e B). Porém, ndo preveniu nem potencializou a perda de peso
resultante da indug¢do do diabetes, a qual reduziu o peso de todos os grupos
experimentais. A administracdo de aloxana elevou a glicemia de jejum dos animais
ALX em 291,74%, variando de 98,22 + 4,66 mg/dL para 384,77 + 29,15 mg/dL 72
horas ap6s a mesma (Figura 2C). Nos grupos tratados com ERP, este aumento foi
atenuado em 32,48% nos animais ALX-P, e 41,33% nos animais ALX—PP, p<0,05. Ao
final do periodo de tratamento, os animais ALX tiveram glicemia média final de 346,33
+ 27,89 mg/dL, enquanto nos ALX-P era 221,64 + 38,3 mg/dL e nos ALX-PP 197,92 +
38,54 mg/dL. Esses resultados demonstram que o tratamento com ERP, tanto
previamente quanto posteriormente a administracdo da aloxana, atenuam seu efeito

hiperglicemiante, possivelmente por reduzir os danos oxidativos da mesma.
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Figura 2. Efeitos do extrato rico em polifendis de folhas de S. cumini sobre o peso corporal e
glicemia de jejum de ratos com diabetes induzido por aloxana. A glicemia capilar em jejum foi
verificada nos dias 01, 04, 07, 10 e 14. No 7° dia houve a indu¢do do diabetes com Aloxana (150 mg/kg,
i.p). Os animais que apresentaram perda de peso e elevacdo da glicemia foram considerados induzidos.
ALX: Controle diabético, n=09; ALX-P: Tratamento com ERP (50 mg/kg/dia) ap6s indugdo do diabetes,
n=14; ALX — PP: Tratamento com ERP (50 mg/kg/dia) antes e apds inducdo do diabetes, n=14:. Os
dados s@o expressos como média + EPM e foram submetidos a andlise de variancia, one-way ANOVA,
para um nivel de significancia de 5%, p<0,05. ® p<0,05 vs ALX; ® p<0,05 vs ALX-P.



3.3. ERP previne o desenvolvimento de dislipidemia induzida por aloxana

A administracio do ERP preveniu a elevacao do TG sérico dos animais
ALX-P e ALX-PP, cujos niveis foram 49,3% e 62,61% menores que os detectados nos
animais ALX (39,67 + 6,33 mg/dL; 29,26 + 6,76 mg/dL e 78,24 + 21,18 mg/dL,
respectivamente, Figura 3A). Efeito semelhante foi observado sobre os niveis séricos de
CT, os quais foram reduzidos de 47,18 + 7,97 mg/dL nos animais ALX, para 29,11 +
3,09 mg/dL e 29,96 + 3,53 mg/dL, nos animais ALX-P e ALX — PP, respectivamente
(Figura 3B). Por outro lado, os dados da Figura 3C mostram que o tratamento prévio
com o ERP duplicou os niveis séricos de colesterol HDL dos animais ALX-PP (31,17 £+
5,42 mg/dL) quando comparados ao grupo ALX (15,28 + 1,91 mg/dL), efeito ndo
observado naqueles animais tratados apenas apds a inducdo do diabetes (ALX-P: 16,61

+ 1,87 mg/dL).

Considerando que os niveis séricos em jejum de glicose e TG tém sido
associados ao desenvolvimento de resisténcia hepdtica a insulina, foi calculado o Indice
TyG para verificacdo desse parametro. Os dados da Figura 3D mostram que o TyG foi
reduzido em 17,7% no grupo ALX — P e em 23,1% no grupo ALX — PP quando
comparado ao grupo ALX, p<0,05. Estes dados corroboram os dados de reducdo da
glicemia nos animais ALX — P e animais ALX — PP quando comparados aos animais
ALX, pois podem estar relacionados a uma melhora da sensibilidade periférica

insulinica, especialmente hepética como sugerido por esses dados do TyG.
3.4.  ERP atenua os danos teciduais pancredticos induzidos pela aloxana

Nao foram observadas diferencas significativas nos pesos dos pancreas entre
os grupos (dados ndo mostrados). A andlise histoldgica qualitativa dos pancreas dos
animais ALX apresentaram dreas degeneradas com diminui¢do importante do nlimero e
diametro das ilhotas pancredticas (Figura 4A e B). Nestas laminas, destacam-se
especialmente a perda da arquitetura da ilhota, com presenca de infiltrado leucocitario
(setas pretas), picnocitos nucleares em dareas periféricas (setas vermelhas), além de
acidificacdo citoplasmdtica indicando dano e fibrose celular (setas verdes). Nos
pancreas do grupo ALX-P foram observadas ilhotas com arquitetura relativamente
preservada, porém ainda com presenca de células anucleadas e infiltrado leucocitdrio

(setas pretas) (Figura 4C e D). Por outro lado, os pancreas do grupo ALX-PP ndo



possuiam fibrose nem atrofia, com didmetro e nimero regulares (Figura 4E e F). Além
disso, foram identificadas células com nicleos proeminentes (seta verde), as quais sao
consideradas possiveis dreas de regeneracdo (Sharma and Singh, 2014). Ainda assim,

algumas ilhotas apresentaram infiltrado leucocitério (Figura 4E e F).
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Figura 3. Efeitos do extrato rico em polifendis das folhas de S. cumini sobre o perfil lipidico e
resisténcia a insulina de ratos com diabetes induzido por aloxana. As concentracdes séricas de
triglicerideos (TG), colesterol total (CT) e colesterol HDL foram aferidas no 8° dia apds a induc¢do do
diabetes com Aloxana (150 mg/kg, i.p). Além disso, os valores de glicemia e trigliceridemia de jejum
foram utilizados para cdlculo do Indice TyG, o qual prediz a resisténcia insulinica dos animais. ALX:
Controle diabético, n=09; ALX-P: Tratamento com ERP (50 mg/kg/dia) apds inducdo do diabetes, n=14;
ALX — PP: Tratamento com ERP (50 mg/kg/dia) antes e apds indugdo do diabetes, n=14. Os dados sdo
expressos como média + EPM e foram submetidos a andlise de varidncia, one-way ANOVA, para um
nivel de significancia de 5%, p<0,05. * p<0,05 vs ALX; ® p<0,05 vs ALX-P.
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Figura 4: Analise qualitativa dos efeitos do extrato rico em polifenéis das folhas de S. cumini sobre
a histologia pancreatica de ratos com diabetes induzido por aloxana. Andlise qualitativa das 1aminas
com especial atengdo a arquitetura das ilhotas (painéis A, C e E, aumento 20x), presenca de infiltrado
leucocitdrio (setas pretas), picndcitos nucleares em dreas periféricas (setas vermelhas), acidificag@o
citoplasmdtica indicativa de dano e fibrose celular (seta verde) e células com niicleo proeminente (seta
azul). As imagens sdo representativas da andlise de laminas de, pelo menos, 3 animais por grupo. ALX:
Controle diabético; ALX-P: Tratamento com ERP (50 mg/kg/dia) apds indugdo do diabetes; ALX — PP:
Tratamento com ERP (50 mg/kg/dia) antes e apds indug@o do diabetes.



4. Discussdo

O DM2 ¢ uma doenga cronico-degenerativa de acometimento global, sendo
que a reducdo da hiperglicemia diminui o risco de desenvolvimento de doencas
microvasculares assim como suas complica¢des (Gaster and Hirsch, 1998). Terapias
convencionais possuem limitagdes baseadas em alto custo, efeitos colaterais e faléncia
secundéria. Por outro lado, espera-se de produtos derivados de plantas medicinais uma
eficicia similar sem as limitacGes encontradas em tratamentos farmacolégicos
antidiabetogénicos (Kim et al., 2006). Sendo assim, no presente estudo mostramos que
o ERP melhora os quadros de hiperglicemia e hiperlipidemia induzidos pela aloxana,
provavelmente por atenuar as agdes citotoxicas deste composto sobre a estrutura e

funcdo pancredticas.

A administracdo do ERP, seja anterior ou imediatamente posterior a inducdo
do DM com aloxana, reduziu significativamente a magnitude do efeito hiperglicemiante
deste composto. Neste caso, pareceu haver uma vantagem terapéutica no uso preventivo
do extrato, pois houve diferenca entre os dois grupos tratados, ALX-P e ALX-PP.
Varios estudos tem investigado as agdes anti-hiperglicemiantes do S. cumini em animais
com DM induzido por aloxana, com relatos que remetem a década de 1940 (Wastl et al.,
1947). No entanto, estes trabalhos relatam o uso das sementes (Pandey and Khan, 2002;
Sharma et al., 2003), pele das sementes (Nair and Santhakumari, 1986) ou polpa do
fruto (Sharma et al., 2006) da planta como matéria prima para tais estudos. Ao que nos
parece, este € o primeiro relato da acdo anti-hiperglicemiante de extrato das folhas de S.
cumini neste modelo animal. Esta acdo pode ser mediada pelos isdbmeros de miricetina
identificados nos picos 6 — 9 do ERP, cuja agcdo hipoglicemiante tem sido atribuida ao
aumento da expressdo de GLUT-4 no tecido adiposo e musculo esquelético (Liu et al.,

2007).

Existe uma relacdo bem estabelecida entre RI e dislipidemia. A RI leva a
dislipidemia através de uma maior mobilizacdo de acidos graxos livres a partir de
depositos de gordura, aumentando a atividade da 3—hidroxi—3—metilglutaril-coenzima A
(HMG — CoA) redutase e diminuindo a atividade da lipoproteina lipase (LPL) (De Silva
and Frayling, 2010). A administracdo do ERP diminuiu significativamente os niveis de
TG e CT séricos nos animais ALX-P e ALX-PP, sendo estes resultados semelhantes

aos observados em outros trabalhos (Sanches et al., 2016; Sharma et al., 2012). Além



disso, ja foi demonstrado que extratos de S. cumini sdo capazes tanto de estimular a
atividade da LPL (Sharma et al., 2012), quanto inibir a atividade da HMG-CoA redutase
(Ravi et al., 2005; Sharma, Bhavna et al., 2008). Nao menos importante, essas
propriedades redutoras de colesterol e triglicerideos também podem ser atribuidas a
atividade antioxidante dos compostos polifendlicos identificados no ERP (Eshwarappa
et al., 2014; Guo et al., 2006). Outro dado relevante, ¢ que os animais ALX-PP
apresentaram aumento significativo dos niveis de colesterol HDL, dado corroborado

pelos achados de Sharma, Bhavna et al. (2008).

Apesar das evidéncias citadas acima, é necessario considerar o fato de que a
acdo diabetogénica da aloxana decorre principalmente do fato deste composto
acumular-se rapidamente no citoplasma das células B pancredticas, onde é reduzido ao
seu andlogo 4cido dialtdrico, iniciando ciclos de re-oxidacdo que amplificam o dano
oxidativo celular causado pela mesma (Malaisse, 1982). Além disso, as células B
apresentam naturalmente baixas taxas de expressdo de enzimas antioxidantes como
superoxido dismutase Cu-Zn (SODI1), catalase e glutationa peroxidase (Lei and
Vatamaniuk, 2011). Sendo assim, € possivel especular que a composi¢do polifendlica
do ERP aqui descrita, tenha efeito estimulador das defesas antioxidantes das células 3
dos animais dos grupos ALX-P e ALX-PP, os quais apresentaram significativa melhora
das caracteristicas histolégicas examinadas, especialmente com preservacdo da
arquitetura e didmetro das ilhotas de Langerhans. Efeito semelhante fora descrito
anteriormente, porém para o extrato etandlico do po das sementes de S. cumini (Singh
and Gupta, 2007). Alguns derivados de miricetina, semelhantes aos descritos no ERP,
foram descritos como importantes moduladores da expressdo de genes envolvidos na
defesa celular antioxidante, na apoptose e no reparo de danos ao DNA, além de
demonstrar atividade antioxidante pela inibi¢do da atividade da xantina oxidase,

peroxidacdo lipidica e captura do radical DPPH' (Hayder et al., 2008).

Em conclusao, os dados obtidos neste estudo expandem os nossos achados
sobre as acgdes anti-hiperglicemiantes e anti-hiperlipemiantes do extrato rico em
polifendis das folhas de S. cumini, uma vez que, suportam a hipétese de que os
compostos bioativos presentes no ERP além de melhorar a resisténcia periférica a acdo
da insulina e modular a sua secrecdo pancredtica (Sanches et al., 2016), também
auxiliam na preservacdo da estrutura tecidual pancredtica. No entanto, sdo ainda

necessarios estudos que busquem desvendar os mecanismos destes efeitos,



especialmente no sentido de identificar os compostos responsaveis por tais acoes.
Finalmente, a validacdo dos efeitos terapéuticos das folhas desta espécie sio um
importante passo para o manejo sustentivel da mesma, posto ser esta uma fonte mais

abundante que as sementes comumente usadas.
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