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"A histéria da ciéncia, como a de todas as ideias
humanas, é uma histoéria de sonhos irresponsaveis, obstaculos
e erros. No entanto, a ciéncia € uma das poucas atividades
humanas — talvez a Unica — em que 0s erros sao criticados de
forma sistematica e muitas vezes, ao longo do tempo,
corrigidos.”

(POPPER, 1972, p. 242).



RESUMO

No Brasil, uma grande variedade de espécies vegetais tem sido estudada ou
utilizada pela medicina popular como terapia alternativa ou complementar para
controlar as alteracdes verificadas na diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Parkinsonia
aculeata € uma espécie vegetal do bioma da Caatinga, tradicionalmente utilizada para
melhorar a homeostase da glicose. O presente estudo descreve o efeito da fracao
polar do extrato de partes aéreas de Parkinsonia aculeata L. sobre a absorcéo de
glicose em modelo in vitro de resisténcia. O extrato hidroetandlico (1:1) de P. aculeata,
sem solvente, foi submetido a particio com acetato de etila (1:1). Essa mistura foi
colocada em funil de decantacdo para obtencdo da fracdo polar. Posteriormente,
colocou-se a fracdo polar em evaporador rotativo para remocao de solvente residual,
seguida de congelamento e liofilizagdo. O material obtido foi identificado como
FpHEPA. Para os testes de citotoxicidade, necrose e apoptose, adipogénese e
absorcao da glicose, foi utilizada a linhagem celular pré-adipécitos 3T3-L1. As células
foram mantidas em cultura em meio DMEM, soro fetal bovino, e antibioticos, 5% de
gas carbonico a 37 °C. As células foram diferenciadas em adipdcitos com 0.5 mM de
1-metil-3-isobutil-xantina (IBMX), 1 puM de dexametasona e 1 pg/mL de insulina. A
avaliacdo da citotoxicidade da FpHEPA foi realizada pelo ensaio colorimétrico do MTT
nas concentracoes de 5, 10, 25, 50, 75 ou 100 pg/mL. A influéncia da FpHEPA
adipogénese foi realizada nas concentracfes de 25, 50, 75 ou 100 pg/mL Necrose e
apoptose celular foram quantificadas através da citometria de fluxo. A resisténcia
insulinica nos adipécitos foi realizada através da exposicao a dexametasona (1 uM) e
insulina (10 pg/ml) e a diferentes concentracdes de FpHEPA (25, 50, 75 ou 100 pg/mL)
durante 96 horas. Os sobrenadantes referentes a cada concentracéo foram coletados
e as concentracdes de glicose determinadas pelo método da glicose oxidase. Utilizou-
se analise de variancia (ANOVA) e poés-teste de Tukey para diferenciacdo entre
grupos. O valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Nas
concentracdes testadas a FpHEPA né&o exibiu reducéo na viabilidade dos adipdcitos
em relacdo ao grupo controle. A FpHEPA aumentou a adipogénese, porém induziu
aumento significativo (p<0,05) na captacdo de glicose em todas as concentracdes
testadas, com destaque para a concentracdo de 50 pg/mL, quando comparadas ao

grupo com resisténcia insulinica sem tratamento. Desse modo, a FpHEPA néo induziu



morte celular, aumentou a adipogénese e absorcao de de glicose em adipocitos 3T3-
L1.

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 2. Resisténcia a insulina. Plantas Medicinais.

Parkinsonia aculeata. Adipocitos 3T3-L1.



ABSTRACT

In Brazil, a wide variety of plant species has been studied or used by popular
medicine as an alternative or complementary therapy to control changes in type 2
diabetes mellitus (DM2). Parkinsonia aculeata is a plant species from the Caatinga
biome, traditionally used to improve glucose homeostasis. The present study describes
the effect of the polar fraction of Parkinsonia aculeata L. aerial part extract on glucose
absorption in an in vitro resistance model. The hydroethanolic extract (1:1) of P.
aculeata, without solvent, was subjected to partition with ethyl acetate (1:1). This
mixture was placed in a separating funnel to obtain the polar fraction. Subsequently,
the polar fraction was placed on a rotary evaporator to remove residual solvent,
followed by freezing and lyophilization. The material obtained was identified as
FpHEPA. For the cytotoxicity, necrosis and apoptosis, adipogenesis and glucose
absorption tests, the pre-adipocyte cell line 3T3-L1 was used. The cells were
maintained in culture in DMEM medium, fetal bovine serum, and antibiotics, 5% carbon
dioxide at 37 ° C. The cells were differentiated into adipocytes with 0.5 mM 1-methyl-
3-isobutyl-xanthine (IBMX), 1 uM dexamethasone and 1 pg/mL insulin. The evaluation
of FpHEPA cytotoxicity was performed by the MTT colorimetric assay at
concentrations of 5, 10, 25, 50, 75 or 100 pg/mL. The influence of adipogenesis
FpHEPA was performed at concentrations of 25, 50, 75 or 100 pg / mL Necrosis and
cell apoptosis were quantified by flow cytometry. Insulin resistance in adipocytes was
achieved through exposure to dexamethasone (1 puM) and insulin (10 pg/mL) and to
different concentrations of FpHEPA (25, 50, 75 or 100 pg/mL) for 96 hours. The
supernatants for each concentration were collected and the glucose concentrations
were determined by the glucose oxidase method. Analysis of variance (ANOVA) and
Tukey's post-test was used to differentiate between groups. The value of p<0.05 was
considered statistically significant. At the concentrations tested, FpHEPA did not show
a reduction in the viability of adipocytes in relation to the control group. FpHEPA
increased adipogenesis, however, it induced a significant increase (p <0.05) in glucose
uptake in all tested concentrations, with emphasis on the concentration of 50 pg/mL,
when compared to the group with insulin resistance without treatment. In this way,
FpHEPA did not induce cell death, increased adipogenesis and glucose uptake in 3T3-
L1 adipocytes.



Keywords: Type 2 Diabetes Mellitus. Insulin resistance. Medicinal Plants. Parkinsonia

aculeata. 3T3-L1 adipocytes.
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1 INTRODUCAO

Para 2025 estima-se que o Brasil esteja entre os 10 paises do mundo com
maior numero de casos de Diabetes mellitus (DM). A resisténcia a insulina caracteriza-
se pelo atraso na eliminacéo da glicemia devido ao prejuizo na absor¢cédo de glicose
por tecidos sensiveis a insulina, levando ao distirbio da homeostase da glicose,
responsavel pelas complica¢des na Diabetes mellitus tipo dois (DM2) (SHOELSON et
al., 2006). A regulacdo do transporte de glicose para o tecido adiposo, musculo
esquelético e figado é fundamental para a manutencdo da homeostase da glicose no
organismo (KAHN et al., 2006). Portanto, a promocéo da absorcéo de glicose nesses
tecidos € essencial para a manutencdo da homeostase da glicose no manejo da
resisténcia a insulina e diabetes (LE et al, 2017).

Produtos derivados de plantas medicinais contém multicomponentes e podem
produzir efeitos através de um modo aditivo, sinérgico e/ou competitivo multialvo
(ULRICH-MERZENICH et al, 2010). Os medicamentos multialvos que afetam
diferentes vias de sinalizac&o simultaneamente sdo melhores para combater doencas
complexas e multigenéticas e sdo menos propensos a mecanismos de resisténcia a
drogas (EFFERTH; KOCH, 2011). Pesquisas que oportunizem inovacoes terapéuticas
a partir de plantas medicinais para o tratamento/controle de disturbios metabdlicos
provocados pela DM devam ser incentivadas. Nesse contexto, a pesquisa de produtos
naturais que minimizem transtornos associados a diabetes, como a hiperglicemia e
dislipidemia, vem recebendo atencao especial.

Parkinsonia aculeata € um vegetal do bioma da caatinga tradicionalmente
utilizada para melhorar a homeostase da glicose. Estudos in vivo demonstram que o
extrato hidroetandlico das partes areas da P. aculeata particionado com acetato de
etila (EHPAc) promoveu significante melhora da resisténcia a insulina induzida por
dieta em um modelo murino de obesidade. (ARAUJO et al., 2016a). Nossos estudos
de bioprospeccao, utilizando métodos fisiologicos, bioquimicos e moleculares,
mostraram que a FpHEPA melhora a resisténcia a insulina em camundongos e ratos
obesos (reducgéo na glicemia, insulinemia e leptinemia de jejum e no indice de HOMA-
IR) (ARAUJO el al., 2016a).

Estudos de bioprospecc¢ao também evidenciaram que o extrato aquoso (LEITE
et al., 2007) e hidroetandlico (LEITE el al., 2011) de P. aculeata desencadeia varios

efeitos benéficos em parametros bioquimicos e fisiolégicos relacionados ao



16

metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios, em modelo experimental de
diabetes induzido quimicamente.

Diante desse contexto, objetivou-se avaliar o efeito da fracdo polar do extrato
de partes aéreas de Parkinsonia aculeata L. (FpHEPA) sobre a viabilidade celular,
adipogénese e consumo de glicose por adipocitos com resisténcia insulinica induzida

pela dexametasona.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da fracdo polar do extrato de partes aéreas de Parkinsonia aculeata

sobre a absorcéo de glicose em modelo in vitro de resisténcia insulinica.
2.2 Objetivos especificos

e Obter o extrato hidroetandlico (HEPA) das partes aéreas de Parkinsonia aculeata

e de sua fracao polar (FpHEPA)

e Cultivar e induzir a diferenciacdo de pré-adipécitos da linhagem 3T3-L1 em

adipécitos;
¢ Determina a citotoxicidade da FpHEPA nos adipdcitos;
e Avaliar o efeito da FpHEPA sobre a necrose e apoptose nos adipdcitos;
e Avaliar o efeito da FpHEPA sobre a adipogénese;
e Induzir resisténcia a insulina nos adipdcitos;

e Determinar o efeito da FpHEPA sobre a absor¢éo de glicose por adipécitos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Diabetes mellitus

A DM faz parte de um grupo de doencas metabdlicas caracterizadas por
hiperglicemia cronica, resultante de defeitos na secrecéo de insulina, acdo da insulina
ou ambos (KHARROUBI; DARWISH, 2015). Anormalidades metabdlicas em
carboidratos, lipidios e proteinas demostram a importancia da insulina como um
horménio anabodlico (NZARO; NJAGI, 2014). Baixos niveis de insulina para alcancar
resposta adequada e/ou resisténcia a insulina dos tecidos-alvo, principalmente
musculos esqueléticos, adiposo tecido e, em menor grau, figado, ao nivel da
receptores de insulina, sdo responsaveis por essas anormalidades metabdlicas
(HONKA et al., 2018).

A DM nao é mais um termo estranho para a populacao global, pois é cada vez
mais prevalente em todos o0s paises independentemente do nivel de renda
(FOROUHI; WAREHAM, 2014). Por outro lado, aproximadamente uma em cada duas
pessoas com diabetes ndo sabe que tem a doenca (ENGLISH; LENTERS-WESTRA,
2018).

A Federacéo Internacional de Diabetes (FID) estimou que o nimero de casos
de diabetes aumente de 285 milhdes de pessoas em 2009 para 438 milhées em todo
o mundo em 2030 (BENNETT, 2018; CAO et al., 2018; ZHAO et al., 2018). Segundo
a Organizacao Mundial da Saude (OMS) foram diagnosticadas cerca de 422 milhdes
de pessoas em todo o mundo com diabetes em 2014 (VINAYAGAM; XIAO; XU, 2017).
Outros dados recentes estimaram que 629 milhdes de pessoas sofrerdo de DM até o
ano 2045 (ENGLISH; LENTERS-WESTRA, 2018) (Figura 1). O Brasil € o quarto pais
com mais casos de diabetes no mundo, segundo a FID. Dados do Ministério da Saude
informam que sédo 12,2 milhdes de pessoas, cerca de 7% da populacdo nacional
acometidas com a doenca.

E importante que todas as formas de diabetes sejam diagnosticadas na fase
inicial para prevenir ou retardar complicagbes em alguns 6rgdos e causar, por
exemplo, nefropatia diabética, retinopatia, neuropatia, doencas cardiovasculares e
Ulcera diabética (Forouhi; Wareham, 2014). Outras complicagdes graves, como
cegueira, atraso na cicatrizacao de feridas, disfuncéo erétil, cardiopatia isquémica e

complicagbes micro e macrovasculares (KAHN et al., 2014).
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A DM é um fardo socioecondémico consideravel para muitos paises. Inovacdes
cientificas desempenham um papel vital na descoberta de novas alternativas
terapéuticas (WU et al., 2014).

Figura 1 — Evolucao da Diabetes mellitus no Mundo (2019-2045).
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Fonte: Adaptado da Federacéo Internacional de Diabetes

3.2 Diabetes mellitus tipo 1 (DM1)

Esse tipo de diabetes constitui 5% a 10% dos individuos diagnosticados com
DM. A DM1 é responsavel por 80% a 90% do diabetes em criangas e adolescentes
(DABELEA et al., 2009). De com a FID, o numero de jovens diagnosticados com
DM1com idade entre zero e quatorze em todo o mundo em 2013 foi de 497.100 e 0
namero de casos registrados foi de 789.000. Esses nimeros ndo representam o
namero total de pacientes com DM1 devido a alta prevaléncia na adolescéncia e em
adultos acima de 14 anos de idade. Uma estimativa feita nos Estados Unidos em 2010
foi de 3 milhdes de pessoas com DM1 (CHIANG et al., 2014). A prevaléncia da DM1

no mundo ndo é conhecida.
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A principal causa da DM1 é a destruicdo auto-imune das células- pancreaticas
através da resposta inflamatéria mediada por células T bem como uma resposta
humoral (célula B). Esse processo é chamado de insulite (PIROT et al., 2008). A
presenca de autoanticorpos contra as células das ilhotas pancreaticas é a marca
registrada da DM1, embora o papel desses anticorpos na patogénese da doenca nao
seja claro (BURRACK; MARTINOV; FIFE, 2017). Esses autoanticorpos incluem auto-
anticorpos para células de ilhotas e auto-anticorpos para insulina (IAA),
descarboxilase do &cido glutdmico (GAD, GADG65), proteina tirosina fosfatase (IA2 e
IA2B) e proteina transportadora de zinco (ZnT8A) (WENZLAU; HUTTON, 2014).
Esses autoanticorpos pancreaticos sao caracteristicas da DM1 e podem ser
detectados no soro desses pacientes meses ou anos antes do inicio da doenca
(SHIVAPRASAD et al., 2014).

De acordo com a Associacdo Americana de Diabetes (AAD), este tipo de
diabetes é caracterizado principalmente pela auséncia da secrecao de insulina. Além
da importancia da predisposicdo genética na DM1, varios fatores ambientais foram
implicados na etiologia da doenca (CORREA-GIANNELLA; VIEIRA; 2008). Estudos
recentes reforcam o efeito causador de infec¢des virais na DM1 (TONIOLO et al.,
2019). Os fatores virais incluem: infec¢des por rubéola, infeccao viral por enterovirus,
rotavirus, virus do herpes, citomegalovirus, retrovirus enddégeno e virus Ljungan
(BOLIS et al., 2016). Baixos niveis de vitamina D podem desenvolver mecanismos
que predispdoem a DM1 (GRAMMATIKI et al., 2017).

A DM1 geralmente se desenvolve repentinamente e pode produzir sintomas
como: polidipsia, politria, enurese, falta de energia, cansaco extremo, polifagia, perda
subita de peso, feridas de cicatrizacdo lenta, infec¢des recorrentes, visdo turva com
desidratacdo grave e cetoacidose diabética em criancas e adolescentes
(KHARROUBI; DARWISH, 2015). Os sintomas sdo mais graves em criancas em
comparacdo ao adulto. Esses pacientes com DM1 também sdo propensos a outros
distarbios auto-imunes, como: tireoidite de Hashimoto, doenca de Addison, vitiligo,
canal celiaco, hepatite auto-imune, miastenia grave e anemia perniciosa
(COJOCARU; COJOCARU; SILOSI; 2010).
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3. 3 Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

A diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) é classificada como uma Doenga Crbnica nédo
Transmissivel (DCNT), caracterizada por distlirbios metabdlicos e bioquimicos,
marcado por uma condicdo hiperglicémica cronica, causada por uma deficiéncia da
sinalizacao da insulina e de etiologia ndo autoimune (HAMEED et al., 2015).

A resisténcia a insulina € uma caracteristica importante no desenvolvimento e
fisiopatologia da DM2 (CERSOSIMO et al., 2018). Em individuos saudéaveis, o
musculo esquelético é responsavel pela maior parte da captacéo da glicose durante a
hiperinsulinemia (cerca de 75-80%), considerando que a propor¢ao de captacao nos
tecidos adiposo hepatico € menor (ALVIM et al., 2015; HONKA et al., 2018). Individuos
com peso normal e tolerdncia normal a glicose sao altamente sensiveis a insulina no
musculo esquelético, tecido adiposo e figado, em comparacdo com individuos obesos
e com DM2 (CASTRO et al, 2014). A sensibilidade a insulina varia com a ingestéo de
alimentos ricos em carboidratos e gorduras, realizacdo de atividade fisica e sinais de
estresse (BIRD; HAWLEY, 2015). A DM, a hipertensao e a dislipidemia associada a
obesidade constituem o conjunto de anormalidades que formam o quadro conhecido
por sindrome metabdlica (SM) (CORNIER et al., 2008). Individuos obesos tém mais
tecido adiposo, que liberam hormdnios e outras substancias que podem aumentar a
flutuagdo da sensibilidade a insulina (HUANG, 2009).

Em condig6es fisioldgicas normais, a insulina controla a homeostase da glicose no
sangue dentro de um intervalo estreito através da estimulacdo da captacéo de glicose
nos tecidos periféricos, suprimindo a liberacdo de lipidios armazenados no tecido
adiposo e hepatico (SHARABI et al., 2015). Na DM2 esse mecanismo € interrompido
quando a secrecdo de insulina é prejudicada pela disfuncdo das células -
pancreaticas e comprometida a acdo da insulina através da resisténcia a insulina.

A circulacdo de acidos graxos ndo esterificados (AGNE) em individuos obesos
também esté associada a resisténcia a insulina. Um ambiente rico em &cidos graxos
com condi¢cdes hiperglicémicas pode levar a reducdo da expressdo do gene da
insulina (MUKHERJEE et al., 2013). Além disso, o0s acidos graxos podem potencializar
a toxicidade, ativando diretamente vias inflamatdrias, pois o tecido adiposo € crucial
na producdo de mediadores inflamatérios como TNF-a, MCP-1, IL-6, IL-1 e PAI-1
(ROCHA et al., 2017). Por exemplo, TNF-a atua como citocina pro-inflamatoria que

medeia a resisténcia a insulina através do aumento da fosforilacdo na regido serina
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do substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1). Além disso, o TNF-a inicia as vias de
sinalizacdo c-Jun NH2-cinase terminal (JNK) e fator nuclear-kB (NF-kB). Ambas as
vias induzirdo a fosforilagcdo do residuo de serina Ser 307 do IRS-1, causando
resisténcia a insulina. Eles aumentam citocinas inflamatérias e células imunes, que
consequentemente resultam em inflamacéo das ilhotas no pancreas da DM2 em
modelo in vivo (BOUCHER; KLEINRIDDERS; KAHN; 2014).

Os lipidios também afetam a sensibilidade a insulina, aumentando o acumulo
de diacilglicerdis intracelulares, um produto de triacilglicerol que tem um impacto
negativo na sinalizacéo da insulina. Além disso, os lipidios aumentam a quantidade
da proteina quinase C, que desempenham um papel principal na inibicdo da
transducdo da sinalizagdo de insulina (KOJTA; CHACINSKA; BLACHNIO-
ZABIELSKA; 2020). Os &cidos graxos saturados (SFAs) ativam o receptor Toll-like 4
(TLR4), que por sua vez media a inflamacéo associada a resisténcia a insulina,
regulando positivamente a expressao da IkB quinase (IKK), fatores de transcricdo NF-
kB e mediadores pré-inflamatérios nos macréfagos do tecido adiposo (ROGERO;
CALDER; 2018).

3.4 Diabetes gestacional e outros tipos

A Diabetes mellitus Gestacional (DMG) é definida como hiperglicemia de
gravidade variavel no inicio ou diagndstico durante a gravidez, resultante de qualquer
nivel de intolerancia aos carboidratos. Sua incidéncia pode variar entre 3% a 7%,
dependendo da populacdo estudada e dos critérios de diagnosticos adotados
(MIRANDA; REIS; 2006). Fatores de risco para DMG inclui obesidade, historia
pessoal de gestacdo diabetes, historia familiar de diabetes, idade materna, sindrome
do ovério policistico, vida sedentéaria e exposi¢ao a fatores toxicos (GALTIER, 2010).

Os outros tipos especificos de DM sédo formas mais incomuns de DM que
possuem apresentacao clinica bastante variada e dependente da alteracédo de base
associada. Dentre as alteracdes possiveis, pode haver defeito genético na funcéo das
células beta, doencas do pancreas exocrino, defeitos genéticos na agédo da insulina,
efeito adverso de medicamentos (BAYNEST, 2015).
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3.5 Diagndéstico e Tratamentos da Diabetes mellitus

Segunda a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), o diagndstico da DM acaba
se tornando dificil quando se considera que os sintomas classicos da doencga (polilria,
polidipsia e polifagia) ndo estdo presentes na maioria dos casos de DM2. Portanto, o
diagnéstico da DM2 e do pré-diabetes s6 podera ser confirmado através de testes
laboratoriais de glicemia e de hemoglobina glicada (A1C). Os critérios para
diagnostico da DM e pré-diabetes estéo listados abaixo:

Critérios para o diagnostico de diabetes

e A1C 26,5%;

e Glicemia de jejum 2126 mg/dL;

e Glicemia pés-prandial de duas horas = 200 mg/dL no teste de tolerancia a
glicose;

e Glicemia ao acaso (em qualquer horario) = 200 mg/dL em pacientes
sintomaticos (polidria, polidipsia e perda de peso);

Critérios para o diagnostico de pré-diabetes

e AIlC entre 5,7% e 6,4%;

e Glicemia de jejum entre 100-125 mg/dL;

e Glicemia pés-prandial de 2 horas entre 140 e 199 mg/dL, no teste oral de
sobrecarga a glicose;

Em pacientes com DM1, a administracdo de insulina exégena é a terapia
principal. A insulina € o mais potente redutor da glicemia disponivel, e isto explica o
alto risco de hipoglicemia associado ao tratamento com a mesma (BASTAKI, 2005).
Neste tipo de tratamento, a administracdo de insulina pode ser feita em mudltiplas
doses, com o uso de seringas, canetas ou sistema de infusdo continua. Em pacientes
com DM2, devem ser consideradas, além do controle glicémico, outras medidas nao
farmacoldgicas, como: a adocdo de pratica regular de atividade fisica, alimentacéo
balanceada, habitos de vida saudaveis, cessacdo do tabagismo e moderagcdo no uso
de alcool (MARIN-PENALVER et al., 2016). Esses quesitos sdo fundamentais ndo s6
para o controle da glicemia, mas também para o controle de possiveis fatores de risco
para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares. O tratamento farmacologico do
DM2 inclui anti-hiperglicemiantes (orais ou injetaveis) e insulina. Os antidiabéticos néo
insulina administrados por via oral incluem farmacos das seguintes classes:
biguanidas, sulfoniluréias, glitazonas, inibidores da alfa-glicosidase, analogos de GLP-
1, inibidores de SGLT-2 e inibidores da DPP-IV (CHAUDHURY et al., 2017).
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3.6 Captacao de glicose e sinalizagdo da insulina

Todos os tecidos sdo capazes de captar e utilizar a glicose como fonte de
energia de acordo com a demanda metabdlica local (SMITH et al., 2018). Durante o
periodo pds-prandial, o principal hormdnio responsavel por aumentar a captacao de
glicose em tecidos do organismo €& a insulina. Esse horménio promove o
armazenamento da glicose, sob a forma de glicogénio e de triglicérides, pelo figado,
musculo estriado e tecido adiposo (WILCOX, 2005). Para que a glicose seja captada
pela célula, € necessario que transportadores estejam presentes em sua membrana
plasmatica (MP) (HUANG; CZECH; 2007). Uma familia de transportadores de glicose
(GLUT), tém sido alvo de muitos estudos nas Ultimas décadas. Dentre os 14 GLUTs
descritos na literatura (GOVERS et al.,, 2014), tem-se dado atencdo especial ao
GLUTA4. Esse transportador € expresso principalmente no musculo estriado e tecido
adiposo, onde sua translocacao e insercdo na MP sdo reguladas principalmente pela
insulina. Sabe-se que defeito nas vias de sinalizacdo desse hormonio pode causar
resisténcia insulinica e levar ao DM2 (CHADT; AL-HASANI; 2020). O transporte de
glicose através dos GLUTs ocontece por difuséo facilitada, em funcéo do gradiente de
concentracdo e sem gasto de energia. Apds a glicose entrar na célula, ela é fosforilada
pela enzima hexocinase, o que impede sua saida pelos GLUTs e permite que ela seja
metabolizada pela via glicolitica, bem como armazenada sob a forma de glicogénio ou
triglicerideos (JENSEN et al., 2011)

A insulina inicia sua acdo pela interacdo com seu receptor de membrana, o
receptor de insulina (IR) (Figura 2). Este € um heterotetramero formado por duas
subunidades a e duas B, sendo que as a se localizam na parte extracelular e as 3,
ligadas as q, estao inseridas na MP e apresentam uma terminacao citoplasmatica com
atividade tirosina cinase (FONTENELLE et al., 2018). Quando a insulina se liga as
subunidades a, ocorre ativacédo da tirosina cinase e autofosforilagdo nos residuos de
tirosina das caudas citoplasmaticas das subunidades 3, o que aumenta ainda mais a
atividade cinase do IR (VIRKAMAKI; UEKI; KAHN; 1999). Em seguida ocorre
fosforilacdo de substratos do receptor de insulina (IRS) com consequente ativacéo da
subunidade regulatoria p85 da enzima fosfatidilinositol-3’-cinase (PI3K). A p85 recruta
e ativa sua subunidade catalitica p110 proxima a MP, onde ocorre a produgéo de 18
fosfatidilinositol-(3,4,5)-trifosfato (PIP3) a partir de fosfatidilinositol-(3,4)-bifosfato

(PIP2), que, por sua vez, ativa a proteina cinase dependente de fosfoinositideo
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(PDK1) e a Akt (também chamada PKB). A PDK-1 juntamente com a complexo
protéico mTORC2 ativam completamente a Akt, que fosforila e inativa seu substrato
de 160 KDa (AS160 ou TBC1D4), gerando acumulo de Rab-GTP e essa cascata de
sinalizacao direciona a translocac¢ao do GLUT4 para a MP com aumento na absorcgéo
de glicose (STOCKLI et al., 2008).

Figura 2 — Captacéo de glicose por GLUT4 via IRS/PI3K/Akt.

a a 0 0 0

Glicose

Membrana Plasmatica PI(4,5)P2 I .[ PI(3,4,5)P3 ]
i C0eEPeTRe®®

Citoplasma

Fonte: Salles et al., 2019.

3.7 Parkinsonia aculeata L.

Diversas espécies vegetais vém sendo citadas na literatura como adjuvantes no
tratamento da Diabetes mellitus atuando, tanto no tratamento da doenga em si como
atenuando seus sintomas e possiveis consequéncias. Inimeros estudos vém sendo
desenvolvidos com o objetivo de comprovar o efeito de espécies vegetais, muitas
vezes utilizadas apenas com base em dados empiricos. A DM por ser uma doenca
cronica, de tratamento continuo, € alvo interessante para a busca de novos métodos
de tratamento com a possibilidade de uso de varias espécies de plantas medicinais

para o tratamento, contribuindo para triagens etnofarmacoldgicas e direcionamento
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de pesquisas que relacionem o potencial de espécies brasileiras para o tratamento
desta condic&o patolégica (CECILIO et al., 2008).

Parkinsonia aculeata L. € uma espécie vegetal pertencente a familia Fabaceae,
subfamilia Caesalpinioideae. As espécies da subfamilia Caesalpinioideae séao
arbustos, arvores e raramente ervas, encontrados em regides tropicais e inclui 56
géneros e aproximadamente 650 espécies (SHARMA et al, 2018). Parkinsonia
aculeata, popularmente conhecida como espinho de Jerusalém, talo verde mexicano
ou turco, € uma arvore perene, de florescéncia, nativa da América do Norte e do Sul,
usada como uma planta ornamental em climas tropicais e subtropicais e tem sido
utilizada para revegetar regioes desertificadas em toda a regido pantrépica (KLINKEN
et al. 2008).

Essa espécie varia de tamanho, entre 4 e 10 metros de altura e de 1 a 2 metros
de altura do fuste (Figura 3). Pode ser arbusto, arvoreta ou arvore com caule castanho
escuro a esverdeado nos ramos mais altos e com espinhos rigidos. Folhas alternas,
uni a bijulgadas, com rague muito encurtada. Cada pina é formada por raque
aplanada, com foliolos pequenos, afastados entre si. Corola com 4 pétalas amarelas,
iguais, e uma superior, amarela, com manchas vermelhas na base, passando no
amadurecimento a vermelho alaranjado, estames com anteras de cor castanho. Fruto
legume ou sublegume, ndo deiscente, com apice bem agudo, com constricdes entre
as sementes (FABRICANTE, 2010).

Extratos organicos dos frutos, caule e folhas dessa planta sdo usados na
medicina popular para tratar varias doencas. Folhas e flores sdo usadas para tratar
reumatismo (DIVYA et al., 2011). Foi relatado também o0 seu uso como antipirético
(MRIDHA et al., 2010; GUPTA et al., 2011; MARZOUK et al., 2013), analgésico ou
anti-inflamatério (HUNDEKARI et al., 2012), atividade hepatoprotetora (SHAH;
DEVAL, 2011), antimicrobiano e antibacteriana (Kamba e Hassan, 2010; Al-Youssef
e Hassan, 2015), amebicida (KAMAL; MATHUR, 2007), tripanocida e atividades
antidiabéticas (LEITE et al., 2007, 2011; HUNDEKARI et al.,, 2013). O extrato
hidroalcoolico da Parkinsonia aculeata também possui acdo antioxidante
(MRUTHUNJAYA; HUKKERI, 2008), antiparkinson (PATEL et al., 2014).

No Brasil, Parkinsonia aculeata € encontrada na regido do Xingo, regido do
semiarido Nordestino entre os estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco e Sergipe,
reconhecida pela populacdo local como uma planta antidiabética (ALMEIDA et al.,

2005). De acordo com informacbes de comunidades locais, tradicionalmente é
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preparada como infusdo das partes aéreas da planta, aproximadamente 15 gramas
por litro, e consumida durante o dia para tratar complicacfes relacionadas ao diabetes
(LEITE et al, 2011).

Foi relatado que as folhas de Parkinsonia aculeata L. contém C-glicosilflavonas
como isoorientina, vitexina e isovitexina (HASSAN et al., 2019; ABDELAZIZ et al.,
2020). Outros constituintes relatados nas folhas sdo C-glicosideos, Epi-orientina, C-
glicosideo de luteolina, Parkinsonin-A (BHATIA et al., 1961). Alguns outros compostos
fitoquimicos como a leucina-Il, vicenina-Il, diosmetina 6-C-B-glucosido, apigenina,
luteolina, kaempferol e crisosseriol do extrato da folha desta planta formam também
relatados (EI-SAYED et al, 1991). Ali et al.,, 2005 isolaram uma nova flavanona

chamada Parkintin do extrato hidrometanolélico das folhas da P. aculeata.

FIGURA 3 — Partes aéreas de Parkinsonia aculeata L.

Fonte: https://br.pinterest.com/pin/206602701628031070/. Acesso em 20 de
setembro de 2020.
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4 METODOLOGIA

4.1 Material botanico

O material botanico (partes aéreas de Parkinsonia aculeata) foi coletado na
regido de Xingo6, (semiarido nordestino entre os estados de Alagoas, Bahia,
Pernambuco e Sergipe). A espécie vegetal foi devidamente identificada e um
espécime voucher se encontra depositado (n° 500) no Herbario do Xingo (Canindé do

Séo Francisco, Sergipe, regido Nordeste, Brasil).

4.2 Obtencao do extrato hidroetandlico de Parkinsonia aculeata e de sua fracéo

polar

As partes aéreas da Parkinsonia aculeata foram secas em estufa de circulacéo
forcada a 50°C e pulverizadas em moinho de facas. O extrato hidroetandlico de P.
aculeata (HEPA) foi obtido a partir da maceracao das partes aéreas (500 g) do vegetal
em EtOH:H20 (1:1, v/v) sob agitagdo mecénica por 48 h a 23 °C e, em seguida, filtrado
em papel de filtro qualitativo. O material filtrado foi submetido ao processo de extragéao
do solvente em evaporador rotativo (TECNAL, modelo TE-211). Em seguida, o
material foi particionado em funil de separacédo adicionando acetato de etila (1:1) para
a obtencdo da fracdo polar. A fracdo polar obtida foi submetida ao processo de
evaporagao rotativa para remogdo de solvente residual, congelada (-20-C) e
posteriormente submetida a liofilizacdo (LIOTOP, modelo L-101). O material liofilizado
foi reidratado em agua (100 mL) e subsequentemente submetido a decantacdo com
etanol PA (250 mL de etanol para cada 5 g de material) e deixado em repouso por 24
horas. Na sequéncia o sobrenadante foi coletado, evaporado, congelado e liofilizado.
O material obtido foi identificado como frac&o polar obtida do extrato hidroetandlico de
P. aculeata (FpHEPA). Para os ensaios in vitro, a FpHEPA foi diluida em &agua

deionizada (veiculo) no dia do experimento.

4.3 Cultura e diferenciacao de pré-adipocitos 3T3-L1

A linhagem celular 3T3-L1 foi adquirida do Banco de Células da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e Associacdo Tecnico-Cientifica Paul Ehrlich. As
células foram mantidas em cultura conforme descrito na literatura (ZEBISCH, et al.

2012) em garrafas de cultura estéreis (25 e 75 cm?2), com meio de cultura modificado
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por Dulbecco (DMEM; Gibco®) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB;
Gibco®), e os antibidticos penicilina e estreptomicina (100 U/mL e 100 pg/mL,
respectivamente; Gibco®), sob uma atmosfera de 5% de gas carbbnico (COz2) a uma
temperatura de 37°C. As células foram mantidas nessas condi¢des até atingirem a
confluéncia de aproximadamente 80%.

Para o processo de diferenciacao, as células permaneceram trés dias em meio
DMEM contendo 10% de SFB, 0.5 mM de 1-metil-3-isobutil-xantina (IBMX), 1 uM de
dexametasona e 1 pg/mL de insulina (Sigma Aldrich, USA). ApoOs esse periodo, as
células foram mantidas por mais sete dias em meio DMEM contendo 10% de SFB e
10 pg/mL de insulina. As etapas e comprovacao da diferenciacdo celular foram
observadas microscopicamente e as fotomicrografias foram aquisitadas por uma
camera (MOTICAN2000, MOTIC, BR) acoplada a um microscépio invertido (LEICA,
DM IL, USA).

4.4 Avaliacdo da citotoxicidade da FpHEPA nos adipdcitos

A analise da viabilidade celular foi baseada na atividade mitocondrial das
células através da técnica colorimétrica do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil
brometo de tetrazolina) (MOSMANN, 1983). Os adip6citos em meio de cultura foram
cultivados em placas de 96 pocos (1x1032 células/poco) e desafiados com a FpHEPA
(5, 10, 25, 50, 75 ou 100 pg/mL). Como controle negativo foi adicionado agua
deionizada (10 pL). Apds 96 h de incubacéo, 20 puL do corante MTT (5 mg/mL) foi
adicionado em cada poco e incubados por 4 h (37 °C, 5% CO2). Em seguida, 0 meio
de cultura foi completamente removido e adicionado 100 pL de dimetilsulfoxido
(DMSO) para solubilizar os cristais de formazan (sal de coloragéo azul resultante da
reacdo de reducdo do MTT pela desidrogenase mitocondrial). A densidade Optica da
solucdo resultante foi lida no leitor automético de placa (Varioskan Flash, Thermo
Scientific), no comprimento de onda de 595 nm. Todos o0s experimentos foram
realizados em triplicata. Os valores medios de densidade Optica obtidos a partir de
células expostas a agua deionizada foram usados como uma referéncia de controle

negativo (100% de viabilidade celular).



30

4.5. Aquisicao e andlise por citometria de fluxo de necrose e de apoptose nos

adipécios desafiados com FpHEPA

A apoptose celular foi quantificada usando o sistema comercial AnnV-FITC;
enquanto a necrose foi quantificada por lodeto de Propidio (PI) (Invitrogen). Os
adipocitos (1,0 x 10° células por poco) foram expostos a FpHEPA (50 ou 100 pug/mL)
por 96 horas. ApoOs esse periodo, as células foram tripsinizadas, lavadas trés vezes
com PBS gelado e ressuspendidas em tampéo de ligacdo. Em seguida, foi adicionada
uma solucao de anexina V-FITC (1: 500) e PI (20 pg/mL) para marcar as células antes
da andlise por citometria de fluxo (BD Accuri C6). Para cada amostra, 10.000 eventos
foram analisados e os resultados foram analisados no software BD Accuri C6. De
acordo com o fabricante, as células AnnV-/Pl+ apresentam caracteristicas necroticas
e as células AnnV+/PI- sdo consideradas no estagio inicial da apoptose. As células

duplas negativas sédo consideradas viaveis.

4.6 Analise da exposicao dos adipocitos a FpHEPA sobre a adipogénese

Para inducdo da adipogénese, os pré-adipocitos 3T3-L1 foram semeados em
placas de cultura de seis pocgos (5x10* células/poco) e mantidos por 48 horas até
atingir, aproximadamente, 80% de confluéncia. Em seguida, o meio de cultura foi
substituido pelo meio de inducéo a diferenciacdo (DMEM contendo 10% de FBS, 0,5
mM de IBMX, 0,25 uM de dexametasona e 10 ug/mL de insulina) e, em seguida foi
adicionado ao meio a FpHEPA (25, 50, 75 ou 100 pg/mL). Depois de dois dias, 0 meio
indutor foi substituido pelo meio DMEM suplementado com 10% de FBS e 10 pg/mL
de insulina, trocado a cada dois dias. Apds esse periodo, as células foram lavadas
com PBS, fixadas com PFA (paraformaldeido a 10%) e coradas com uma solugao
contendo Sudan Il (0,5 g/100 mL de isopropanol) durante 20 minutos. Apds remover
a solucéo de coloracéo, o corante retido nas células foi diluido com 100 pL isopropanol
e a densidade Optica foi medida no comprimento de onda 505 nm (espectrofotbmetro
Epoch™, Biotek). Os valores médios de densidade optica obtidos a partir de células
expostas a agua deionizada foram usados como uma referéncia de controle (100% de

acumulo de lipidio).



31

4.7 Modelo in vitro de resisténcia a insulina e avaliacédo do efeito da FpHEPA na

absorcao de glicose em adipécitos

Inicialmente, os adipdcitos foram lavados com PBS e incubados durante 12
horas com DMEM isento de SBF contendo 0,5% de albumina de soro bovino (BSA,
Sigma). Para inducdo da resisténcia insulinica, os adipdcitos foram expostos a
dexametasona (1.0 pmol/L) e insulina (10 pg/mL) por 96 h (SAKODA et al. 2000;
ANDREWS; WALKER 1999; NELSON et al. 2000; YANG et al. 2003). Em seguida, as
células cultivadas foram divididas em seis (06) grupos: 1) Controle positivo — cultura
de adipdcitos normais + insulina (ADN+Ins); 2) controle negativo — cultura de
adipdcitos com resisténcia a insulina + insulina (ADRI+Ins); 3) cultura de adipécitos
com resisténcia a insulina + insulina + FpHEPA (25 pg/mL) (ADRI+Ins+25); 4) cultura
de adipocitos com resisténcia a insulina + insulina + FpHEPA (50 pg/mL)
(ADRI+Ins+50); 5) cultura de adipdcitos com resisténcia a insulina + insulina +
FpHEPA (75 pg/mL) (ADRI+Ins+75) e 6) cultura de adipOcitos com resisténcia a
insulina + insulina + FpHEPA (100 pg/mL) (ADRI+Ins+100). Em seguida, os
sobrenadantes do meio de cultura foram coletados e as concentracfes de glicose
determinadas pelo teste enzimatico-colorimétrico da glicose oxidase utilizando um
sistema comercial (Labtest®), seguindo as orientacdes do fabricante. As leituras foram
realizadas em espectrofotdbmetro (Epoch™, Biotek) no comprimento de onda 505 nm.

Todos os ensaios foram realizados em triplicatas.

4.8 Analise estatistica

Os resultados foram expressos por média + desvio padrao da média e, para
fins estatisticos, sendo considerada a significancia minima de 0,05 (p<0,05). Os dados
paramétricos foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) com aplicacdo de
pos-teste de Turkey. Os dados foram analisados estatisticamente pelo programa
Origin (Pro), Version 2016. OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA.
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5 RESULTADOS

5.1 Diferenciacao de pré-adipécitos 3T3-L1 em adipocitos

Conforme pode ser observado na figura 4, os pré-adipocitos 3T3-L1 (células
com morfologia fibroblastoide, em forma de fuso — Fig. 4A e D) foram diferenciados
em adipécitos (células mais arredondas que acumulam gotas lipidicas no citoplasma
— Fig. 4B e E). Através do corante Sudan Ill foi evidenciado a ocorréncia de
diferenciacdo em mais de 90% dos pré-adipécitos, o que confirma a excelente

eficiéncia da metodologia usada (Fig. 4C e F).

Figura 4 — Fotomicrografia da diferenciacéo dos pré-adipdcitos 3T3-L1 em adipdcitos.

Fonte: Elaborada pelo autor. (A e D) pré-adipécitos 3T3-L1; (B e E) adipdcitos diferenciados
e (C e F) corados com Sudan lll. A, B e C (ampliagédo de 100x%); D, E e F (ampliagédo de 40x).
Barra 75 um.
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5.2 Citotoxicidade da FpHEPA nos adipocitos

Apéds 96h de incubacédo dos adipdécitos em cultura com FpHEPA (5, 10, 25, 50,
75 ou 100 pg/mL) nao foi registrada nenhuma reducao na viabilidade dos adipdécitos.
Em contraste, todas as concentracdes testadas provocaram um aumento discreto
(13%45,6), porém significativo (p<0,05) da viabilidade celular quando comparadas ao
grupo controle (100% - células incubadas somente com o meio de cultura + agua

deionizada) (Figura 5).

Figura 5 — Percentual da viabilidade dos adipécitos desafiados com FpHEPA (5, 10,
25, 50, 75 ou 100 pg/mL).
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Fonte: Elaborado pelo autor. Os dados representam experimentos em triplicada para cada
concentracao testada.
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5.3 Andlise de necrose e apoptose dos adipocitos

A analise do fluorocitograma (Figura 6), mostra os resultados referentes ao
efeito da FpHEPA sobre a apoptose e necrose. Conforme podemos observar, 0s
adipdcitos desafiados com FpHEPA (50 ou 100ug/mL) ndo apresentaram percentuais
de morte celular (Fig. 6B e C) ou de necrose consideraveis, quando comparados ao
controle (Fig. 6A). O percentual de apoptose nos adipdcitos controles ou desafiados
com FpHEPA (50 pg/mL ou 100 pg/mL) foi 0,0%, 0,3% e 0,3%; enquanto o de necrose
foi 0,0%, 0,7% e 0,1, respectivamente.

Figura 6 — Fluorocitograma dos adipocitos desafiados com FpHEPA (50 ou 100
pg/mL).

A o Controle B 50 pg/mL C .« 100 pg/mL

L3 AT 2 g
9 9 5

% % %
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Fonte: Elaborado pelo autor. Eixo Y (populacdo marcada com PI); eixo X (células positivas
para marcacdo com Anexina V/FITC). O quadrante inferior esquerda do fluorocitograma
representa as células sem marcacgéao, enquanto a porcao inferior direita representa as células
em estado de apoptose precoce. A por¢do superior direita do fluorocitograma mostra as
células apoptoticas tardias.
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5.4 Efeito da FpHEPA na diferenciacdo de pré-adipécitos 3T3-L1 em adipo6citos
(Adipogénese)

O efeito da FpHEPA (25, 50, 75 ou 100 pg/mL) sobre a diferenciacdo dos pré-
adipdcitos 3T3-L1 em adipdcitos estd apresentado na Figura 7. Nenhuma alteragéo
foi observada no processo de diferenciacao de pré-adipocitos 3T3-L1 desafiados com
FpHEPA (25 pg/mL). Entretanto, aqueles desafiados com FpHEPA (50, 75 ou 100
ug/ml) promoveu um aumento significativo (p<0,05) de gotas lipidicas no citoplasma,
indicando um maior grau de diferenciacdo celular. O aumento no acumulo de lipidios

nao foi concentracao-dependente.

Figura 7 — Efeito da FpHEPA sobre o acimulo de gotas lipidicas nos adipécitos.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Os dados sao expressos como meédia + DP (n = 9). * p <0,05,
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle.
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5.5 Efeito da FpHEPA na absorcéo de glicose em adip6sitos com resisténcia a

insulina

Os adipocitos expostos a dexametasona (1 pM) exibiram significante redugéo
na absorcao de glicose, demonstrando que o modelo in vitro de resisténcia a insulina
foi bem sucedido. A tabela 1 registra o consumo de glicose nos adipocitos com
resisténcia insulinica. Conforme se pode verificar, os adipocitos expostos a FpHEPA
(25, 50, 75 ou 100 pg/mL) exibiram significante (p<0,05) aumento no consumo de
glicose, quando comparados ao grupo com resisténcia insulinica sem tratamento
(ADR+Ins). O grupo sem resisténcia insulinica (ADN+Ins) obteve o maior consumo de
glicose (13 £ 0.3 mM) e o com resisténcia insulinica (ADRI+Ins) o menor consumo (2
+ 0.16). Observa-se que os adipdcitos expostos a FpHEPA (50 pg/mL) mostrou o
maior aumento do consumo de glicose (10.4 + 0.37) em comparagdo com O0S
adipéciotos dos grupos, (ADRI+Ins+25, 75 e 100), mas esse aumento nado foi

concentracdo-dependente.

Tabela 1 — Efeito da FpHEPA (25, 50, 75 ou 100 pug/mL) sobre a absorcéo de glicose
em adipdcitos.

Glicose (mM)
Grupos
ADN+Ins 13+0,3*
ADRI+Ins 2+0,16
ADRI+Ins+25 9,44+0,31*
ADRI+Ins+50 10,4+0,37*
ADRI+Ins+75 8+0,27*
ADRI+Ins+100 7,6+0,25*

Fonte: Elaborado pelo autor. *p<0,05 em comparacdo com o grupo ADRI+Ins. #p<0,05 em
comparagédo com os grupos ADRI+Ins+25, ADRI+Ins+75 e ADRI+Ins+100.
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6 DISCUSSAO

Na incessante busca pela inovacao terapéutica, a bioprospeccao de plantas
medicinais e de seus compostos bioativos € uma estratégia importante na descoberta
e desenvolvimento de novos medicamentos. A identificacdo de novas entidades
quimicas (NEQ), candidatas a novos farmacos eficazes, com especificidade de alvo e
minimos efeitos colaterais é, sem duavida, de grande interesse para o
tratamento/controle de doencas. Nesse contexto, tem havido muito interesse da
comunidade cientifica na busca de compostos farmacologicamente ativo, derivados
de plantas medicinais utilizadas tradicionalmente no controle da sindrome metabdlica
(resisténcia insulinica, dislipidemias, DM2).

Parkinsonia aculeata L. (Caesalpiniaceae) € uma planta utilizada
empiricamente para controlar as complicagbes relacionadas ao diabetes e
dislipidemias (ALMEIDA 2007). Estudo realizado por LEITE et al. (2011), mostrou que
0s extrato hidroetanolico ou metanélico de P. aculeata reduziu os niveis de glicose no
sangue e na urina, e melhorou os parametros bioquimicos e fisiolégicos relacionados
ao metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas em animais diabéticos tipo 1
ou 2. Os resultados anteriormente obtidos em modelos animais (LEITE et al, 2011,
ARAUJO et al, 2016a; ARAUJO et al., 2016b) reforcam as propriedades
antidiabéticas de P. aculeata. Porém os mecanismos que medeiam suas propriedades
sobre o consumo de glicose, citotoxicidade e adipogénese ainda ndo foram
explorados. Neste estudo, investigamos o efeito in vitro da fracdo polar obtida do
extrato hidroetandlico das partes aéreas de P. aculeata (FpHEPA) na citotoxicidade,
necrose e apoptose, adipogénese e em modelo de resisténcia insulinica. Para tal,
fizemos uso de uma linhagem celular bem caracterizada, conhecida como pré-
adipdcito 3T3-L1.

Nossos resultados mostraram que a diferenciacdo dos pré-adipocitos em
adipécitos maduros foi bem sucedida, com mais de 90% das células com
caracteristicas fenotipicas (presenca de gotas lipidicas, forma globular e aumento do
volume celular) de adipdcitos maduros. Essa etapa foi decisiva para 0s ensaios
subsequentes (citotoxicidade, necrose e apoptose, adipogénse e absorcéo de glicose)
uma vez que pré-adipécitos apresentam pouco GLUT4 na membrana plasmatica.
Apés a diferenciacdo em adipécitos, a quantidade de GLUT4 nessas células aumenta

devido a translocagao dessa proteina para a membrana plasmatica apés estimulacao
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com insulina (HUANG et al, 2013). Portanto, o modelo celular utilizado no estudo foi
considerado adequado.

Nossos resultados em relacao ao potencial citotéxico da FpHEPA (5 pg/mL até
100 pg/mL) ndo causaram morte celular. Os ensaios de toxicidade (in vivo e/ou in
vitro) sdo essenciais nas fases iniciais de estudos pré-clinicos para a descoberta e
desenvolvimento de novos medicamentos. Dentre os testes in vitro para avaliar
evidéncias de citotoxicidade, um dos métodos mais utilizados é o teste de viabilidade
celular MTT (tetrazélio sal [brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difenil-tetrazolio]
(MOSMANN, 1983). Em funcdo de sua facilidade de execucdo e rapidez no
fornecimento de resultados, o ensaio do MTT € bastante Util para orientar ensaios nao
clinicos subsequentes de seguranca e eficacia farmacoldgica.

A linhagem celular 3T3-L1 tem sido amplamente utilizada em ensaios in vitro
para verificar a citotoxicidade de extratos vegetais (ZHANG et al., 2019; KWAK; KIM,
2019; YUN; PARK; KIM, 2019; MENEZES et al., 2020). Atividade citotéxica da fracéo
aquosa de P. aculeata ja foi investigada contra as linhagens celulares HepG-
2 (carcinoma hepatocelular) e MCF-7 (carcinoma da mama) e n&o exibiu atividade
citotoxica contra essas linhagens (HASSAN; ABDELAZIZ; YOUSEF, 2018). Segundo
o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos, os extratos vegetais e 0s
compostos isolados sdo citotéxicos com valores inferiores de ICso de 20 pg/mL e 4
png/mL, respectivamente (BOIK, 2001). Considerando e comparando os valores de
referéncia do Instituto do Céancer com 0s nossos resultados, observamos que a
FpHEPA néo apresenta citotoxicidade, frente a adipocitos. O fato de termos utilizado
a FpHEPA em adipédcitos torna esse trabalho inédito, pois é o primeiro estudo a
mostrar os possiveis efeitos citotdxicos de P. aculeata em uma linhagem ndo tumoral.

Neste estudo, a FpHEPA ndo induziu apoptose nos adipOcitos durante o
periodo de 96 horas de exposicao. Portanto, os resultados da atividade citotéxica com
o teste de MTT corroboram com a analise da aquisicdo dos dados por citometria de
fluxo. A maioria dos farmacos com citotoxicidade alta sdo capazes de induzir apoptose
dentro de 3-24 horas (NORDIN et al, 2017). O percentual de apoptose provocado por
um agente téxico € um critério importante para definir seu potencial citotoxico. A
anexina V-FITC é um tipo de corante com alta afinidade para fosfatidilserina (PS) na
membrana plasmatica da célula. Durante o evento de apoptose, a membrana
plasmatica das células torna-se assimétrica e perde sua integridade, resultando na

translocacdo do PS para a membrana plasmatica externa (NEGATA, 2018). Essa
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condicao pode ser detectada com a anexina V-FITC, que é um tipo de proteinas que
se liga a fosfolipidios dependentes de calcio. Como a anexina V € tipicamente usada
para eventos de apoptose precoce, usa-la em conjunto com iodeto de propidio (PI) é
recomendado para identificacdo de apoptose precoce e tardia das células. Células
mortas sdo permeaveis ao Pl (ABE; MORRELL, 2016). Portanto, a FpHEPA néo
influenciou em nenhum mecanismo molecular para induzir necrose e/ou apoptose nos
adipdcitos.

Paralelamente, avaliamos o efeito da FpHEPA na diferenciacdo de pré-
adipécitos 3T3-L1 em adipdcitos (adipogénese). Os resultados obtidos para acumulo
de lipidios em adipdcitos usando coloracdo com Sudan Il indicaram que a FpHEPA
ndo apresenta reducdo no acumulo de lipidios nos adipécitos 3T3-L1. Nossos
resultados demonstraram um pequeno aumento no acumulo de lipidios das culturas
tratadas nas concentracdes de 50, 75 ou 100 pg/mL da FpHEPA. Sabe-se que o
Sudan lll cora especificamente os triglicerideos e lipidios neutros. Esta técnica € uma
ferramenta valiosa para analisar muitas culturas celulares ou amostras nas quais a
diferenciacéo adipogénica ou acumulo de lipidios podem ser quantificados (MELO et
al, 2017; PARK; KIM, 2020). Segundo SAGBO et al. (2018), quando um agente
terapéutico ndo diminiu o acumulo de lipidios in vitro pode ndo ser um bom agente na
reducdo de perfis lipidicos in vivo. Por outro lado, os efeitos benéficos do extrato
hidroetandlico de P. aculeata particionado com acetato de etila no peso corporal em
ratos wistar (FRANCO, 2016), da fracdo aquosa no perfil lipidico sérico (LEITE et al.,
2007) e no peso do tecido adiposo branco em camundongos C57BL/6J (ARAUJO et
al., 2016) ja foram elucidados. Nossos resultados mostraram que a FpHEPA néo
apresentou efeitos anti-adipogénicos nas células em cultura, pois ndo diminuiu o
acumulo de triglicerideos em nenhuma das concentracdes testadas. Uma vez que 0s
adipécitos 3T3-L1 sédo altamente sensiveis a insulina, 0 aumento do acumulo de
lipidios na presenca da FpHEPA sugere uma atividades semelhantes a insulina nessa
fracdo. Resultados semelhantes foram relatados por ALONSO-CASTRO et al. (2008),
gue a partir da concentracao de 50 pg/mL do extrato aquoso de Guazuma ulmifolia
também houve aumento do acumulo de lipidios em adipécitos 3T3-L1.

O presente estudo demostrou que a absor¢cdo de glicose reduziu
significativamente com a dexametasona e a insulina adicionadas ao meio durante o
periodo de 96 horas, corroborando que o modelo de resisténcia a insulina in vitro foi

bem sucedido, conforme descrito na literatura (ZHANG et al., 2012). Os experimentos
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realizados com a FpHEPA promoveram o aumento, em todas as concentracdes
testadas, do consumo de glicose das células nos adipécitos com resisténcia a insulina.
Observa-se uma concentracéo dependéncia entre os valores de 25 e 50 pg/mL, porém
entre 75 e 100 pg/mL houve diminuicdo do consumo de glicose quando comparada
as demais concentracdes. Portanto, ndo se caracteriza uma relacdo diretamente
proporcional entre concentracdo e consumo de glicose. Segundo CARMONA et al.
(2013) proponentes do uso medicinal de produtos naturais frequentemente afirmam
que eles sdo mais eficazes do que os compostos purificados devido as interacdes
sinérgicas dos metabolitos secundarios em sitios de ligacdo especificos e nao
especificos. Por outro lado, essa diversidade de substancias quimicas em diferentes
concentracdes pode atuar de forma antagbnica, de acordo com CAESAR et al. (2019).
Semelhantemente ao nosso trabalho, EL-HOURI et al. (2014) também observou que
em concentracdes acima de 70 pug/mL de extratos hidrometandlicos de Rhodiola rosea
(Crassulaceae) e Thymus vulgaris (Lamiaceae) ndo exibiu uma relacdo concentracao
dependente no aumento da absorcao de glicose nos adipécitos 3T3-L1.

De acordo com os resultados de SHI et al. (2019), os adipécitos acumulam
lipidios, secretam uma grande variedade de hormoénios e citocinas e adquirem
mecanismo metabdlico para facilitar a captacao de glicose em resposta a insulina.

A linhagem de pré-adipocitos 3T3-L1 tem sido amplamente utilizada para
estudar resisténcia a insulina (ALONSO-CASTRO et al., 2012; TIAN et al., 2016;
HASAN et al.,, 2018), que €& uma anormalidade metabdlica comum e & uma
caracteristica fisiopatologica central da DM2, principalmente dos tecidos periféricos,
particularmente no musculo, tecido adiposo e figado (KAHN et al., 2014). Utilizamos
no trabalho a dexametasona para induzir resisténcia insulinica. Muitos agentes séo
usados para induzir resisténcia a insulina in vitro em adipdcitos 3T3-L1, estes incluem:
TNFa, IL-1 e IL-6 (ROTTER; NAGAEV; SMITH, 2003; ALONSO-CASTRO et al.,
2012), acidos graxos livres (EPPS-FUNG et al., 1997; MAZIBUKO-MBEJE et al.,
2020), ZHANG et al., 2013), horménio do crescimento (TAKANO et al., 2001; KIM;
PARK, 2017), hipoxia (PRIYANKA et al., 2016), dexametasona (SAKODA et al., 2000).
Segundo WANG et al., (2009); ZHANG et al., (2019).

A dexametasona, um glicocorticoide sintético frequentemente prescrito como
agente anti-inflamatorio e imunossupressor, pode induzir resisténcia a insulina
(TAPPY etal., 1994; SAKODA et al., 2000). O uso excessivo de dexametasona resulta

na sindrome de Cushing, caracterizada por obesidade central, resisténcia a insulina e
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outras anormalidades metabdlicas. Ja € bem conhecido que nos adipdcitos tratados
com dexametasona diminui em 30% o nivel de expressao da proteina GLUT1, o que
causa diminuicdo da captacdo basal de glicose (SAKODA et al., 2000). Além disso,
tratamento com dexametasona ndo altera a quantidade de proteina GLUT4 dos
adipécitos, mas diminuiu a translocacédo de GLUT4 estimulada pela insulina para a
membrana plasmatica, o que influencia a diminuicao da captacao de glicose e diminui
significativamente a fosforilacéo da tirosina do substrato do receptor de insulina (IRS-
1). Portanto, podemos sugerir que a FpHEPA melhora a sinalizagao da insulina em
adipdcitos com resisténcia insulinica in vitro.

Na familia Fabaceae foi relatado na literatura atividades antidiabéticas em pelo
menos 54 espécies vegetais (PERMENDER et al., 2010). Extrato hidrometandlico das
folhas e sementes de Abrus precatorius L. reduzir os niveis séricos de glicose em
ratos induzidos a diabetes por estreptozotocina (REDDY et al., 2010). Flavonoides e
acidos fendlicos de Cassia auriculata tém atividade anti-hiperglicémica em ratos
induzidos a diabetes por aloxana e estreptozotocina (NAMBIRAJAN et al., 2018).
Algumas outras plantas com atividade antidiabética também tém sido sugeridas para
aumentar a captacao de glicose em adipécitos 3T3-L1. Um polissacarideo derivado
de Astragalus membranaceus melhorou a sensibilidade a insulina ao aumentar a
captacao de glicose por meio da ativacdo da AMPK em adipécitos 3T3-L1 (ZHANG et
al., 2018). Estudos com extrato aquoso e hidroetandlico de Psoralea corylifolia L. tém
efeito anti-hiperglicémico aumentando os niveis de insulina no plasma e diminuindo
os niveis de glicose no sangue e colesterol total no plasma em ratos diabéticos tipo 2,
além de aumentar a captacdo de glicose em adipdcitos e mioblastos através da
translocacdo do GLUT4 (LEE et al., 2016).

Estudos com espécies vegetais pertencentes a outras familias botanicas
também utilizaram adipdcitos para avaliar atividades antidiabéticas in vitro. Gorelick et
al. (2011) verificaram que o tratamento com extrato hidroetandlico das partes aéreas
de Chiliadenus iphionoides (Asteraceae) aumentou a captacdo de glicose em
adipécitos e miocitos in vitro a partir da concentracdo de 50 pg/mL. Extrato semi-
purificado das folhas de Rhinacanthus nasutus L. (Acanthaceae) ndo apresentou
citotoxicidade nas concentracdes de 5, 10 ou 20 pg/mL e aumentou a captagcao de

glicose em adipécitos (SHAH et al., 2018).
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Até o momento, ndo sabemos com precisdo qual ou quais metabdlitos
secundarios sado responsaveis pelos efeitos benéficos da P. aculeata. Contudo,
estudos fitoquimicos da P. aculeata revelaram a presenca de compostos fendlicos,
antocianinas, flavonoides poli-hidroxilados como: isoorientina, orientina, vitexina,
hexosideo de quercetina, para o qual os efeitos hipoglicemiantes podem ser atribuidos
(LIU et al., 2016; HE et al., 2016; HASSAN et al., 2019; ABDELAZIZ et al., 2020).

Os resultados obtidos deste aos ensaios in vitro deste trabalho, associados
aqueles ja existentes utilizando modelos animais (LEITE et al., 2007; LEITE et al.,
2011; ARAUJO et al., 2016a; ARAUJO et al., 2016b), poderdo contribuir para um
melhor entendimento do efeito antidiabético atribuido a P. aculeata.

De modo geral, nossos resultados obtidos em modelos in vitro mostraram que
a FpHEPA aumenta a absor¢éo de glicose em adipdcitos resistentes a insulina, sem
afetar a viabilidade celular nem o processo de adipogénese, sugerindo sua futura

utilidade no controle de distlrbios metabolitos relacionados a DM2.
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7 CONCLUSAO

e A FpHEPA (50, 75 ou 100 pg/ml) induziu um maior grau de diferenciacdo de pré-

adipécitos em adipdcitos (adipogénese);
e A FpHEPA (50 ou 100 pg/ml) ndo induziu morte celular por necrose ou apoptose;

e A FpHEPA (5, 10, 25, 50, 75 ou 100 pg/mL) ndo apresentou potencial citotoxico
em nenhuma das concentragdes testadas. Entretanto, nessas mesmas concentracoes

provocaram um aumento na viabilidade celular;

e A FpHEPA (25, 50, 75 ou 100 pg/mL) reduziu a resisténcia a insulinica induzida

por dexamentasona em adipocitos;

e Nossos resultados sugerem que a FpHEPA tem potencial de aplicagdo em
futuras terapias para o controle de distlrbios metabdlicos associados a resisténcia

insulinica.
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7.1 PERSPECTIVAS

e Realizar a prospeccéo fitoquimica da FpHEPA;

e Determinar o efeito da FpHEPA e de seus compostos isolados sobre a captacéao
de glicose em outras linhagens celulares (hepatécitos, midcitos) e outros modelos de

resisténcia insulinica in vitro;

¢ Identificar os possiveis alvos moleculares envolvidos no efeito da FpHEPA.
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Abstract

Ethnopharmacobotanical information reports that Parkinsonia aculeata infusion is used to control diabetes-related
complications and dyslipidemia. However, few studies are reported on the safe use of this species. The aim of this study is to
evaluate the acute toxicity, embryotoxicity and cytotoxicity of a polar fraction obtained from hydroethanolic extract of P.
aculeata (PfrHEPA). For the acute toxicity test, we considered the Up and Down method which the guidelines are described by
the Organization for Economic Cooperation and Development (OECD N°425). The animals were treated with PfrHEPA

(2000 mg/kg) or with distilled water (10 ml/kg) by gavage and observed from Day 1 to14. For embryotoxicity assay, zebrafish
embryos were exposed to PfrHEPA (100 mg/L) and toxicity parameters were observed during four consecutive days. The
cytotoxicity of PfTHEPA (5, 10, 25, 50, 75 and 100 pg/ml, respectively) was performed on normal cell lines (mesenchymal stem
cells, African green monkey renal cells and mouse pre-adipocytes 3 T3-L1 using the MTT salt reduction assay. In the acute
toxicity test, no mortality was observed in mice treated with PfrHEPA (2000 mg/kg), as well as behavioral changes,
histopathological abnormalities and hematological and biochemical variables. In the embryotoxicity test, no abnormal
changes related to the toxicological parameters were observed in the period of 96 h. Regarding the cytotoxicity assay,
PfrHEPA showed no cytotoxic effect on the normal cell lines tested, with an ICg value > 100 pg/ml. These results suggest the
safe use of P. aculeata, however, more trials are needed for PfrTHEPA to be presented as new safe therapeutic proposal for the
control of metabolic disorders.
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Introduction

Globally, a wide variety of plant species have been studied or
used by folk medicine as alternative or complementary therapy
to control metabolic disorders (e.g. diabetes, dyslipidemia and
metabolic syndrome). In this context, several authors report the
use of plant species, many of which have been used ethnophar-
macologically or experimentally, to treat symptoms arising from
metabolic disorders [1-12]. Among these species, we highlight
Parkinsonia aculeata originating from arid, semi-arid and subhu-
mid zones between the southern USA and northern Uruguay [13].
Its occurrence was recorded in the region of Xingé, Northeast
Brazil, where it is used by the local community as an antidiabetic
plant through infusion and decoction of leaves, twigs and flowers
and ingested during the day [14]. However, the empirical and
indiscriminate use by traditional communities of substances
extracted from plant species may have beneficial effects, inher-
ent to their therapeutic potential, but also side effect due to
their toxicity. The phytochemistry of aerial parts of P. aculeata has
revealed the presence the presence of several compounds (glyco-
sylated tannins, steroids and flavonoids) with pharmacological
potential [11] known to improve glucose tolerance [15,16].

P. aculeata has been intensively investigated by our research
group on experimental models of diabetes and metabolic
syndrome. Initially, our team has demonstrated that the water-
soluble fraction of P. aculeata hydroethanolic or methanolic
extract reduced blood and urine glucose levels and improved
biochemical and physiological parameters related to carbohy-
drate, lipid and protein metabolism in diabetic animals [12].
Certainly, to fully understand the mechanism of new antidiabetic
agents, it is important to study the crucial molecules that may
be therapeutic targets for the treatment of insulin resistance.
Thus, we also demonstrate that administration of ethyl acetate-
partitioned hydroethanolic extract from P. aculeata (PfrHEPA)
improves insulin resistance in obese mice (reduction in fasting
blood glucose, insulinemia and leptinemia and in the HOMA-
GO [17]. We also observed that treatment with PfrHEPA improves
the signaling pathway of insulin in the liver, muscle and adipose
tissue of these animals and that this effect involves the increase
of mitochondrial biogenesis, proven by activating the AMPKa-
PGCl-e¢ axis in obese mice [18]. These evidences, obtained
from physiological, biochemical and molecular methods related
to PfrHEPA, suggest its therapeutic application to control
the deleterious effects of diabetes and metabolic syndrome.
Attributable to its therapeutic potential, further studies on its
properties and toxicological effects are needed. In this context,
the aim of this study is to evaluate the safety of PfrHEPA from
toxicity assays: acute toxicity, embryotoxicity and cytotoxicity.

Materials and Methods
Botanical material

The botanical material used in the experiment was P. aculeata L.
The material was collected in the region of Xingé Nordestino.
The plant species was identified (H.P. Bautista (INCRA-BA)) and
one specimen was deposited (n° 500) in the Xingé Herbarium
(Canindé de Sao Francisco).

Obtention of hydroethanolic extract of Parkinsonia
aculeata and its polar fraction
Aerial parts of P. aculeata were dehydrated in a forced circulation

oven at 50°C and pulverized in a mill. The hydroethanolic extract
was obtained by macerating the plant material (100 g) in a

solution composed of ethanol/water (1: 1, v/v) under mechanical
stirring for 48 h at 23°C and then filtered on qualitative filter
paper. Subsequently, hydroethanolic extract was concentrated
in a rotary evaporator and placed in a decanting funnel with
ethyl acetate (1:1) to obtain the polar fraction. Then, the obtained
polar fraction was evaporated to remove residual solvent and
frozen (—20°C) to be subjected to lyophilization process. The
obtained material was identified as polar fraction obtained from
hydroethanolic extract of P. aculeata (PfHEPA). For the toxicolog-
ical tests, PfHEPA was solubilized in distilled water (vehicle) on
the day of the experiment.

Acute oral toxicity

The Acute Toxicity Test was performed according to the guide-
lines established by the Guideline for testing of chemical Organi-
zation (OECD). The ‘Up and Down’ Method Threshold Dose Test
(OECD No. 425) was considered, which starts with the highest
allowable dose (2000 mg/kg).

Twelve female Swiss Webster mice with 20-25 g body weight
from the Aggeu Magalhaes Research Center (CPqAM-Fiocruz/PE)
were used, following the recommendations of the Animal
Research Ethics Committee (CEPA) (Case No. 23076.042375/2016-
34). The animals were housed in a polypropylene box, kept
in favorable conditions for animal welfare, with light-dark
cycle brightness, temperature of 22 + 2°C, humidity of 50-
60% and controlled air circulation. Ad libitum drinking water
and Presence controlled ration were offered during the 14 days
of compliance with pre-established criteria. The animals were
randomly divided into two experimental groups and submitted
to the respective treatments in a single dose: Control Group (CG),
vehicle (water) (n = 6) Treated Group (PfrHEPA); (GT2000) (n = 6).
Observing the survival of the first animal within 48 h, the same
dose was repeated in five consecutive animals. At the end of
experiments, the animals were anesthetized with thiopental
(30 mg/kg; i.p.) and blood samples were obtained through
the orbital plexus for later determination of hematological
variables (Red blood cells, Hemoglobin, Hematocrit, ACV, CMCH,
Total leukocytes, Lymphocytes, Monocytes, Eosinophils) and
serum level of Glucose, Creatinine, Total cholesterol, alanine
aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase(AST))
and The tests were performed at the Central Laboratory
of the Hospital das Clinicas at Federal University of Per-
nambuco. Then all the animals were euthanized in a CO,
chamber.

Embryotoxicity

The embryotoxicity test was performed according to OECD guide-
lines (No. 236). In total, 30 females and 10 adult males of Danio
rerio fish, wyld type, known as ‘Zebrafish’ or ‘Paulistinha’, aged
6-8 months, were used to obtain the embryos. The animals
were acclimatized for 2 weeks in 20 L glass aquariums with
14:10 light/dark cycle photoperiod and kept at the Laboratory
of Comparative Physiology and Animal Behavior of the Depart-
ment of Physiology and Pharmacology of the Federal University
of Pernambuco. The parameters of the aquarium water con-
ditions were controlled: temperature maintained at 27 + 1°C,
PpH 7.1 £ 0.5, dissolved oxygen > 95% of saturation. The animals
were fed five times a day with commercial feed and brine shrimp.

To reproduce and obtain the embryos, females with bulging
belly and males with strong yellowish color were selected in
the pectoral fins 24 h before mating. After 24 h of acclima-
tization, the animals were allocated to glass aquariums
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(11.5 cm x 34.5 cm x 15.5 cm) and a ratio of two females to one
male for mating. Once spawning was confirmed, the eggs were
collected with the aid of a Pasteur pipette and transferred to Petri
dishes for the selection of fertilized and viable eggs to ensure
the initial validation of the test through the stereomicroscope.
Unfertilized eggs that showed irregularities were discarded. After
selection, the embryos were transferred to a 24-well microplate,
with dilutions and five concentrations determined from the pilot
test (100 mg/L) to observe embryonic development at 24, 48,
72 and 96 hpf (hours after fertilization) exposure. The test was
started immediately after fertilization to 96 hpf.

The animals were treated daily until 96 hpf, where 20 embryos
were exposed to 2 ml of the test solution and four kept in water
(internal control) filled with. A microplate was also used for con-
trol with all embryos kept in water. Morphological characteristics
during embryonic development were computed from the GMS
morphological index from different criteria or endpoints. Each
change that demonstrates abnormality will result in a lower
score, which corresponds to embryo malformation or delayed
developmental stage [19]. The tests were performed in authentic
triplicate.

Cytotoxicity

For the cytotoxicity test, three cell lines (3 T3-L1, pre-adipocytes
of mice; MSC, mesenchymal stem cells; VERO, renal cells of
African green monkey (Cercopithecus aethiops)) obtained from
the Rio de Janeiro Cell Bank (Brazil) were used. The cell lines
were grown in RPMI 1640 or DMEM medium, supplemented
with 10% fetal bovine serum and 1% of antibiotics, and kept
in a greenhouse at 37°C and atmosphere containing 5% of CO,.
The cytotoxicity of the PfrHEPA (5, 10, 25, 50, 75 and 100 pg/ml,
respectively) was performed using the salt reduction assay
[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT)] (Sigma). Cell lines 3T3-L1, CTM and VERO were seeded
at 1 x 10% cells/well in a volume of 100 pl in RPMI medium
and added in a 96-well microplate, then plated in a 5% CO,
oven at 37°C. After 72 h, 25 ul of MTT solution was added
and the plates incubated for 3 h in the oven. For absorbance
reading, a plate spectrophotometer was used at 595 nm
after the dissolution of the precipitate. Optical density values
determined the concentration of PfrHEPA capable of reducing
viable cells by 50%. The cytotoxicity test was performed in
duplicate.

Statistical analysis

Results were expressed as mean #+ standard deviation. The
analysis was performed using the one-way analysis of variance
(ANOVA) method, followed by Tukey or two-way test followed by
Bonferroni. The significance level of P < 0.05 (5%) was considered
for statistical purposes.

Results
Acute oral toxicity

Clinical and behavioral signs. Table 1shows the mortality/survival
data observed for 14 consecutive days after treatment. PfrHEPA
was administered by gastric tube into the first animal and after
48 h survival was verified in animal 1. From this result, five
animals were tested consecutively. Since the three consecu-
tive animals survived the threshold dose test (2000 mg/kg), an
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Table 1: Registration of mortality in groups of females, Swiss Web-
ster mice treated by gavage with PfrHEPA (2000 mg/kg) to estimate
the LDsg According to the GHS (OECD-425)

N° of animals Death/survival

QU A W N R
000000

O = survived

LD50 > 2000 mg/kg is estimated (Table 1). During the first deter-
mined periods (15, 30 and 60 min, respectively) and 24 h after
treatment, no physical and behavioral changes were observed in
the animals. Animals 1, 2, 3, 4, 5 and 6 showed no signs of acute
toxicity for 14 days. Thus, it was not possible to classify acute oral
toxicity, since its DL was above 2000 mg/kg.

Weight evolution and Food Consumption. Figures 1and 2 represent
the average food intake and weight evolution of the animals
submitted to the 14 days toxicity test. During this period, no sta-
tistical differences were observed regardingbody weight and feed
intake when compared to control during the analysis. Treatment
with PfrHEPA was not able to cause physiological changes in the
animals during the period.

Biochemical and hematological parameters. Tables 2 and 3 rep-
resent the results of the hematological and biochemical assay
performed. The analysis of biochemical and hematological
parameters revealed no statistically significant differences
between the groups.

Macroscopic analysis of organs. As shown in Table 4, no macro-
scopic changes were observed in the organs analyzed (Heart,
Liver, Kidneys, Lung and Stomach) when compared to the Control
Group with the Treated Group with PfrHEPA.

Histopathological analysis. In the group treated with PfrHEPA and
the Control Group, abnormal alterations in the organs analyzed
(Kidneys and Liver) were not revealed on histopathological exam-
ination. No statistical differences were observed between the
study groups.

Embryotoxicity

D. rerio embryos from the Control Group and the Treated Group
showed normal development during the observation period
(96 hpf). No statistically significant differences were observed
between the groups (Figs 3 and 4). Hatching was not delayed by
exposure to PfrHEPA in the groups studied. No morphological
deformations were observed at the end of 96 hpf of organisms
exposed to PfrHEPA.

Cytotoxicity

The cytotoxicity effects of PfrHEPA were evaluated by the MTT
assay. As shown in Figs 5-7, the cell lines tested when compared
to the Control Group showed no statistically significant differ-
ences in cell viability.
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Figure 1: Mean body weight (g) of female Swiss Webster mice (n = 6 animals / group) up to the 14th day of observation. Values expressed as mean =+ SD. Significance
obtained from the two-way ANOVA test, followed by the Bonferroni test (P < 0.05).
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Figure 2: Average food intake (g) of female Swiss Webster mice (n = 6 animals / group) up to the 14th day of observation. Values expressed as mean =+ SD. Significance
obtained from the two-way ANOVA test, followed by the Bonferroni test (P < 0.05).

Table 2: Biochemical parameters of female Swiss Webster mice (n = 6 animals/group) treated by gavage with vehicle (control, n = 6) and with
a single dose of PfTHEPA (2000 mg/kg) (treated, n = 6)

Parameters Control Treated (PfrHEPA) Reference values*
Glucose (mg/dl) 119.50 + 33.11 89.33 +13.27 86.60 + 4.00
Creatinine (mg/dl) 0.74 + 0.06 0.75 + 0.07 0.72 +0.13
Total cholesterol (mg/dl) 154.00 + 13.94 156.00 + 10.56 160.00 + 28.90
ALT (IU/L) 35.76 + 93.41 38.81 + 15.07 36.80 + 5.70
Aspartate aminotransferase (IU/L) 44.90 + 9341 45.00 + 48.77 40.60 +5.10

Values are presented as mean = SD. Significance obtained from the one-way ANOVA test followed by the Tukey test (P < 0.05).

* Normal parameters of Joung et al. [20].

Table 3: Hematological parameters of female Swiss Webster mice (n = 6 animals/group) treated by gavage with vehicle (control, n = 6) and with
a single dose of PfrHEPA (2000 mg/kg) (treated, n = 6)

Parameters Control Treated (PfrHEPA) Reference values*
Red blood cells (105/mm?) 10.20 + 0.85 9.88 +0.41 8.30 + 0.60
Hemoglobin (g/dl) 16.30 + 0.87 16.40 4 0.25 18.5+£1.10
Hematocrit (%) 54.30 + 0.50 50.30 + 0.48 57.4+3.70
ACV (fm? 49.00 + 0.91 50.90 + 1.85 69.0 + 1.40
CMCH (g/dl) 32.60 + 0.91 32.70 + 0.56 32.3+0.40
Total leukocytes (10°/mm?) 3.00 +0.12 3.00 + 0.92 7.60 + 0.70
Lymphocytes 26.60 + 1.10 26.70 + 9.00 39.2+7.70
Monocytes 3.60 +0.10 3.30 +0.50 4.50 +0.80
Eosinophils 4.80 + 12.08 4.10 + 37.50 5.30 +2.90
Values are presented as mean =+ SD. Significance ob d from the y ANOVA test foll d by the Tukey test (P < 0.05).

* Normal parameters of Joung et al. [20].
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Figure 3: Overview of the frequency of effects of PfrHEPA in early stages of D. rerio fish exposed to a vehicle. The mortality/survival ratio is represented by the colors

black and gray (black = % survival; gray = % mortality).
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Figure 4: Overview of the frequency of PfrHEPA in early stages of D. rerio fish exposed to limit concentration (100mg/kg). The mortality/survival ratio is represented by

the colors black and gray (black = % survival; gray = % mortality).

Table 4: Relative organ mass (g) after euthanasia of female Swiss
Webster mice (n = 6 animals/group) treated via vehicle gavage
(control, n = 6) and single dose PfrHEPA (2000 mg/kg) (treated, n = 6)

Parameters Control Treated (PfrHEPA)
Heart 0.48 +0.10 0.45 + 0.05
Liver 4.06 + 0.49 4.26 + 0.26
Kidneys 1.33+£0.12 1.32+0.13
Lung 0.84 +0.20 1.03+0.23
Stomach 1.13 +0.08 1.32+0.23

Values are presented as mean =+ SD. Significance obtained from the one-way
ANOVA test followed by the Tukey test (P < 0.05).

Discussion

P. aculeata is a plant that has in its parts areas bioactive
substances that can cause undesirable effects. Scholars report

its pharmacological activity characterized by the hypoglycemic
and hypolipidemic potential of the hydroethanolic extract
product [11,12]. P. aculeata has three C glycosides in their
constitution designated as C-glycosylflavone, epi-orientin,
saponins, tannins, flavonoids, alkaloids, anthraquinone, glyco-
sides, terpenoids, rotenoids, Parkinsonin-A, Parkinsonia-B and
others [21].

The toxicological evaluation of the obtained from the
hydroethanolic extract of P. aculeata aerial parts was performed
to verify the risks at the acute, embryotoxic and cytotoxic
levels, as it is widely used empirically by local communities.
According to the classification of toxicity, the chemical with
LD50 within a range of 5.000 to 15.000 mg/kg is considered non-
toxic. In this interval, it suggests that the plant be considered
non-toxic in acute ingestion [22].The results indicated that
of P. aculeata hydroethanolic extract (PfrHEPA), administered
in a single dose, showed low acute toxicity. According to the
toxicological classification, P. aculeata is classified as Class 5
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Figure 5: Percentage of growth inhibition of 3T3-L1 cell lines (fibroblasts) exposed to different concentrations of PfrHEPA.
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Figure 6: Percentage of growth inhibition of CTM (mesenchymal stem cell) cell exposed to diferente concentration of PfrHEPA.

(LDS0 product > 2000 mg/kg and <5000 mg/kg), being of low
toxicity [23].

Several chemical agents can stimulate common mechanisms
of toxicity in organs, tissues and cells [24]. The present study
aimed to investigate the toxicological effects of the PfrHEPA
obtained from the hydroethanolic extract of P. aculeata aerial
parts in three experimental models. Studies already show the
hypolipidemic and hypoglycemic potential of P. aculeata and its
chemical compounds. However, research related to P. aculeata
research is still scarce.

Changes in body weight, food and water intake are indicators
of adverse drug effects [25, 26]. In the present study, no significant
difference was observed in the body weight of Control Group
and Treated Group female mice (2000 mg/kg). Thus, the results
suggested that treatment with the obtained from the P. aculeata
hydroethanolic extract did not induce a toxic effect in mice
treated with a single dose of 2000 mg/kg. The hematopoietic
system is one of the most important index of physiological and
pathological status in man and animal. Acute administration of
the PfrHEPA was not able to cause significant changes in the

production of leukocytes, lymphocytes, hemoglobin, hematocrit,
neutrophils, monocytes, eosinophils and platelets in the PfrHEPA
compared to the Control Group after 14 days of observation,
indicating that acute administration of the extract is not capable
of causing toxic effects on the hematopoietic system.

Regarding the biochemical profile, no statistically significant
change was revealed in the measured parameters such as glu-
cose, creatinine, total cholesterol, ALT and AST. These latter
markers are used as enzymatic biomarkers in the liver to assess
liver toxic effects [25]. Increased serum ALT level can cause
hypertrophy and other liver pathologies and liver cell damage if
AST level is higher than standard [27].

In this research, no statistical differences were found between
ALT and AST levels in female mice of both groups analyzed.
After histopathological analysis, no abnormalities in the liver
tissue of the control and treated groups were found. According to
authors, serum markers considered for detection of loss of renal
function are represented by urea, uric acid and creatinine [28].
In the acute toxicity test, no statistical difference in creatinine
level was observed when comparing the experimental groups.
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Figure 7: Percentage inhibition of lineage cell growth VERO (renal epithelial cells extracted from an African green monkey) exposed to different concentrations of

PfrHEPA.

Concerning glucose serum level, our results corroborate with
that reported by Leite [12], who showed that the hydroethanolic
of aerial parts of P. aculeata had no effect on carbohydrate
metabolism in normal (nondiabetic) rats. Organ weight is an
important parameter for determining the physiological and
pathological state of animals [29]. Scholars suggest after study
that after some exposure to potentially toxic substances there
will be a slight reduction in body weight gain and organ
weight [30].

When comparing the organ weights examined between the
groups, no statistical difference was observed in the relative
weight of the organs (heart, liver, kidneys, lung and stomach),
nor in their macroscopic characteristics, in mice that under-
went acute treatment compared to Control Group, suggesting
that there were no morphological changes caused by the acute
administration of the PfrHEPA.

Toxic changes in organ weight may occur early, before mor-
phological changes. Also, the liver/weight ratio may be predictive
for toxicity [31]. In a study conducted in 2018, a high liver-to-body
dose-related ratio was observed in women compared with the
control, whereas the increase in absolute liver weight was not
dose-dependent [32]. The evaluation of toxicity factors of plants
of therapeutic interest during embryonic development is impor-
tant, since several plants derived products that present bioactive
compounds are gaining space in the global market, however,
without information on their toxicological profile. According to
the literature review published [33], zebrafish has currently been
an animal model widely used in toxicology trials for chemical
toxicity [34], in drug development [35], neurotoxicity [36, 37] and
ecotoxicity [38].

As a model organism, zebrafish is a small, economical and
easy-to-manage animal, in addition to its particularities during
the embryonic phase (ex vivo development, body systems formed
72 h after fertilization, translucency) [39], which allows easy
exposure makes it a viable model for performing toxicity assays
[36]. According to the literature, various compounds such as
antibiotics [40], herbicides [41] and natural products [42,43] have
had their effects. Toxic substances tested using the zebrafish
model. Authors observed a moderate correlation (R, = 0.57) was

found between embryonic cells and zebrafish when evaluating
the effect on azole development [44]. The embryotoxic effect
of curcumin methanolic extract (Curcuma longa) on zebrafish
embryos was studied by a group of researchers, who observed
the embryotoxic effect at the highest concentration of 125 pg/ml,
with physiological malformation in larval development, depen-
dent on concentration and increasing with increasing exposure
[42]. Several scholars have been using the zebrafish model on
plant species toxicity. In a study on the toxicity level of ayahuasca
in zebrafish embryos, significant abnormalities in the develop-
ment of zebrafish embryos were found at the highest concentra-
tions. In the present study, the PfrHEPA resulted in low cytotoxic
activity in the three strains tested (3 T3-L1, CTM and VERO)
demonstrated by cell viability [45]. P. aculeata cytotoxicity assay
is not yet found in the literature, and this is the pioneer study.
Several scholars are currently using mesenchymal cell lines for
the cytotoxicity assay [46—48].

The 3 T3-L1 strain has been used in several plant extract
cytotoxicity assays [49-51]. In vitro tests are applied to check the
toxicity of new compounds in the early stages of development,
as analysis of the pharmacological and toxicological effects of a
product is an essential requirement for its applicability as a ther-
apeutic resource. One of the most commonly used techniques for
cytotoxicity assessment is the MTT cell viability test (tetrazolium
salt [3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) 2,5-diphenyl tetrazolium bro-
mide| described in the literature [52].

Recently, researchers have investigated using the mesenchy-
mal stem cell line (MTC) to evaluate the cytotoxicity of the
extract of the plant Cucurbita ficifolia. Methanol and chloroform
extract showed lower cytotoxic potential, while hexane extract
showed a high level of cytotoxicity. Specific gravity and solvent
density can play a key role in the extraction process of bioactive
substances [53].

P. aculeata has three C-glycosides in their constitution
designated as C-glycosylflavone, epi-orientin, saponins, tannins,
flavonoids, alkaloids, anthraquinone, glycosides, terpenoids,
rotenoids, Parkinsonin-A, Parkinsonia-B among others [21].
The methanolic extract of Astilbe rivularis L. rhizome, which
is rich in terpenoids, flavonoids, tannins, phenols, alkaloids
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and saponins in normal and tumor cell lines was studied by
researchers in their assays and no signs of cytotoxicity were
found in the cells (embryonic kidney (HEK-293) and liver (WRL-
68)) [54]. In a study conducted in 2019 with aqueous extracts of
Ochna schweinfurthiana F. at a concentration of 50 pg/ml were not
cytotoxic in the VERO green monkey kidney cell line [23].

Conclusion

The present study can demonstrate that oral administration of
PfrHEPA was not capable of causing acute toxicity when given
as a single oral dose of 2000 mg/kg, i.e. they had a higher mean
lethal dose (LD 50) than 2000 mg/kg and are classified into
toxicological Class 5 with low toxicity. There was also no change
in body weight and food intake, macroscopic and histological
changes in the organs. Regarding embryotoxicity in zebrafish
embryos treated with the limit concentration of 100 mg/L, no
significant changes were observed such as absence of somites,
coagulation, absence of heartbeat and tail detachment during
96 h of observation. No cell-level changes were found in the
assay performed on normal cell lines at the five concentrations
tested (5, 10, 25, 50, 75, and 100 pg/ml, respectively). In view of
the results of this study, further studies using other doses and
concentrations are needed to ensure the safe use of PfTHEPA.

Conflict of interest statement

None declared.

Acknowledgment

This work was supported by Fundacdo de Amparo a Ciéncia e
Tecnologia do Estado de Pernambuco (FACEPE-Brazil, Process
No. IBPG-1434-2.10/15).

References

1. Kar A, Chaudhary BK, Bandyopadhyay NG. Preliminary stud-
ies on the inorganic constituents of some indigenous hypo-
glycemic herbs on oral glucose tolerance test. ] Ethnopharma-
col 1999;64:179-84.

2. Kar A, Choudhary BK, Bandyopadhyay NG. Compara-
tive evaluation of hypoglycaemic activity of some Indian
medicinal plants in alloxan diabetic rats. ] Ethnopharmacol
2003;84:105-8.

3. Lamba SS, Buch KY, Lewis H, et al. Phytochemicals as
potential hypoglycemic agents. Stud Nat Products Chem
2000;21:457-95.

4. Novaes AP, Rossi C, Poffo C, et al. Preliminary evaluation of
the hypoglycemic effect of some Brazilian medicinal plants.
Therapie 2001;56:427-30.

5. McCune LM, John T. Antioxidant activity in medicinal plants
associated with the symptons of diabetes mellitus used by
indigenous peoples of the north American boreal Forest. ]
Ethnopharmacol. 2002;82:197-205.

6. Said O,Khalil K, Fulder S, et al. Ethnopharmacology survey of
medicinal herbs in Israel, the Goan Heights and West Bank
region. ] Ethnopharmacol 2002;83:251-65.

7. Volpato GT, Damasceno DC, Calderon IMP, et al. Revisao
de plantas brasileiras com comprovado efeito hipoglicemi-
ante no controle do diabetes mellitus. Rev Bras Plantas Med
2002;4:35-45.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

. Huo Y, Winters WD, Yao D-L. Prevention of diet-induced type

2 diabetes in the C57BL/6] mouse model by an antidiabetic
herbal formula. Phytother Res 2003;17:48-55.

. Elder C. Ayurveda for diabetes mellitus: A review of the

biomedical literature. Altern Ther Health Med 2004;10:44-50.
Saxena A, Vikram NK. Role of selected Indian plants in
management of type 2 diabetes: A review. ] Altern Complem
Med 2004;10:369-78.

Leite AC, Aratjo TG, Carvalho BM, et al. Parkinsonia aculeata
aqueous extract fraction: Biochemical studies in alloxan
induced diabetic rats. ] Ethnopharmacol 2007;111:547-52.
Leite AC, Aratijo TG, de Melo Carvalho B, et al. Character-
ization of the antidiabetic role of Parkinsonia aculeata (Cae-
salpineaceae). Evid Based Complement Alternat Med 2011;2011,
doi: 10.1155/2011/692378.

Hawkins JA, Boutaoui N, Cheung KY, et al. Intercontinental
dispersal prior to human translocation revealred in a cryp-
togenic invasive tree. New Phytol 2007;175:575-87.

de Almeida CFCBR, de Lima e Silva TC, de Amorim ELC, et al.
Life strategy and chemical composition as predictors of the
selection of medicinal plants from the caatinga (Northeast
Brazil). ] and Arid Environ 2005;62:127-42.

Cazarolli LH, Zanatta L, Jorge AP, et al. Follow-up studies
on glycosylated flavonoids and their complexes with vana-
dium: Their anti-hyperglycemic potential role in diabetes.
Chem Biol Interact 2006;163:177-91.

Cazarolli LH, Folador P, Pizzolatti MG, et al. Silva. Signal-
ing pathways of kaempferol-3-neohesperidoside in glyco-
gen synthesis in rat soleus muscle. Biochimie 2009;91:
843-9.

Araujo TG, Oliveira AG, Vecina JF, et al. Treatment with Parkin-
sonia aculeata extract combats insulin resistance-induced
oxidative stress through the increase on PPARy/CuZn-SOD
axis expression in diet-induced obesity mice. Mol Cell Biochem
2016;419:93-101.

Araujo TG, de Oliveira AG, Vecina JF, et al. Parkinsonia aculeata
(Caesalpineaceae) improves high-fat diet-induced insulin
resistance in mice through the enhancement of insulin
signaling and mitochondrial biogenesis. J Ethnopharmacol
2016;183:95-102.

Beekhuijzen M, de Koning C, Flores-Guillén ME, et al. From
cutting edge to guideline: A first step in harmonization of the
zebrafish embryotoxicity test (ZET) by describing the most
optimal test conditions and morphology scoring system.
Reprod Toxicol 2015;15:64-76.

Joung JY, Lee JS, Cho JH, et al. Acute and repeated toxico-
logical study of Myelophil, an ethanol extract of a mixture
of Astragali Radix and Salviae Miltiorrhizae Radix, in beagle
dogs. BMC Complement Altern Med 2019;19:166.

Besson E, Chopin J, Gunasegaran R, et al. C-gly-cosylflavones
from Parkinsonia aculeata. Phytochemistry 1980;19:2787-8.
Loomis MD, Hayes AW. Loomis essentials of toxicology, 4ed edn.
San Diego: Academic Press, 1996, 282.

Djova SV, Nyegue MA, Messi NA. Phytochemical study of
aqueous extract of Ochna schweinfurthiana F. Hoffm powder
bark and evaluation of their anti-inflammatory, cytotoxic,
and Genotoxic properties. Evid Based Complement Alternat Med
2019;2019. doi: 10.1155/2019/8908343.

Rubino FM. Toxicity of glutathione-binding metals: A review
of targets and mechanisms. Toxics 2015;3:20-62.

Mukinda JT, Syce JA. Acute and chronic toxicity of the aque-
ous extract of Artemisia afra in rodents. J Ethnopharmacol
2007;112:138-44.

020Z YoIel Z0 UO Jasn 0onquieulad ap [Biepa4 apepisianiun Aq Z90E1.S/Z0024/S8IX0)E601 01 /I0p/10BlISqe-a|0ILB-80UBADE/SBIX0}/WO0 dNo"OlWapeIe//:sdly Woly peapeojumoq

60



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

41.

42.

Mukinda JT, Eagles PF. Acute and sub-chronic oral toxicity
profiles of the aqueous extract of Polygala fruticosa in female
mice and rats. ] Ethnopharmacol 2010;128:236-40.

Han A, Xu H, Kim K. Reference data of the main physiological
parameters in control Sprague-dawley rats from pre-clinical
toxicity studies. Lab Anim Res 2010;26:153.

Fuchs TC, Frick K, Emde B, et al. Evaluation of novel acute
urinary rat kidney toxicity biomarker for subacute toxicity
studies in preclinical trials. Toxicol Pathol 2012;40:1031-48.
Raina P, Chandrasekaran CV, Deepak M, et al. Evalua-
tion of subacute toxicity of methanolic/aqueous prepara-
tion of aerial parts of O. sanctum in Wistar rats: Clinical,
haematological, biochemical and histopathological studies.
] Ethnopharmacol 2015;174:509-17.

Teo S, Stirling D, Thomas S, et al. A 90-day oral gavage toxi-
city study of dmethylphenidate and D,L-methylphenidate in
Sprague-Dawley rats. Toxicology 2002;179:183-96.

Bailey AS, Zidell RH, Perry RW. Relationships between organ
weight and body/brain weight in th rat: What is the best
analytical endpoint? Toxicol Pathol 2004;32:448-66.

Murbach TS, Glyavits R, Endres JR, et al. A toxicological
evaluation of Chlamydomononas reinhardtii, a Gree algae.
Int J Toxicol 2018;53-62.

Horzmann KA, Freeman JL. Making waves: New devel-
opments in toxicology with the Zebrafish. Toxicol Sci
2018;163:5-12.

Rennekamp AJ, Peterson RT. 15 years of zebrafish chemical
screening. Curr Opin Chem Biol 2015;24:58-70.

Gibert Y, Trengove MC, Ward AC. Zebrafish as a genetic
model in pre-clinical drug testing and screening. Curr Med
Chem 2013;20:2458-66.

Bailey J, Oliveri A, Levin ED. Zebrafish model systems for
developmental neurobehavioral toxicology. Birth Defects Res
C Embryo Today 2013;99:14-23.

Nishimura Y, Murakami S, Ashikawa Y, et al. Zebrafish as a
systems toxicology model for developmental neurotoxicity
testing. Congenit Anom (Kyoto) 2015;55:1-16.

Bambino K, ChuJ. Chapter nine - Zebrafish in toxicology and
environmental health. In: Sadler KC (ed.). Current Topics in
Developmental Biology, Vol. 124. 2017, 331-67

Kimmel CB, Ballard WW, Kimmel SR, et al. Stages
of embryonic development of the zebrafish. Dev Dyn
1995;203:253-310.

. Coffey EC, Pasquarella ME, Goody MF, et al. Ethanol exposure

causes muscle degeneration in zebrafish. ] Dev Biol 2018;6.
Lanzarin GAB, Félix LM, Santos D, et al. Dose-dependent
effects of a glyphosate commercial formulation - roundup(®)
UltraMax - on the early zebrafish embryogenesis. Chemo-
sphere 2019;223:514-22.

Alafiatayo AA, Lai KS, Syahida A, et al. Phytochemical eval-
uation, Embryotoxicity, and Teratogenic effects of Curcuma

43.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

Menezesetal. | 9

longa extract on Zebrafish (Danio rerio). Evid Based Complement
Alternat Med 2019;5:3807207.

Singulani JL, Pedroso RS, Ribeiro AB, et al. Geraniol
and linalool anticandidal activity, genotoxic potential
and embryotoxic effect on zebrafish. Future Microbiol
2018;13:1637-46.

. De Jong E, Barenys M, Hermsen SA, et al. Comparison of

the mouse embryonic stem cell test, the rat whole embryo
culture and the zebrafish embryotoxicity test as alternative
methods for developmental toxicity testing if six 1,2,4 —
Triazoles. Toxicol Appl Pharmacol 2011;253:103-11.

Andrade TS, de Oliveira R, da Silva ML, et al. Exposure
to ayahuasca induces developmental and behavioral alter-
ations on early life stages of zebrafish. Chem Biol Interact
2018;293:133-40.

De Simone U, Spinillo A, Caloni F, et al. In vitro evaluation
of magnetite nanoparticules in human mesenchymal stem
cells: Comparison of diferente cytotoxicity assays. Toxicol
Mech Methods 2019;19:1-12.

Markmee R, Aungsuchawan S, Pothacharoen P, et al. Effect
of ascorbic acid on differentiation of human amniotic
fluid mesenchymal stem cells into cardiomyocyte-like cells.
Heliyon 2019;5:e02018.

Omar N, Lokanathan Y, Mohd Razi ZR. The effects of Cen-
tella asiatica (L.) Urbano on neural differentiation of human
mesenchymal stem cells in vitro. BMC Complement Altern Med
2019;19:167.

Yun YR, Park SH, Kim IH. Antioxidant effect of Kimchi
supplemented with Jeju citrus concentrate and its antiobe-
sity effect on 3T3-L1 adipocytes. Food Sci Nutr 2019;7:
2740-6.

Kwak SH, Kim YH. Zaluzanin C inhibits differentiation of
3T3-L1 Preadipocytes into mature adipocytes. ] Obes Metab
Syndr 2019;28:105-11.

Zhang M, Sunaba T, Sun Y, et al. Anti-inflammatory marine
cyclic peptide stylissatin a and its derivatives inhibit dif-
ferentiation of murine preadipocytes. Chem Commun (Camb)
2019;55:5471-4.

Mosmann T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and
survival: Application to proliferation and cytotoxicity assays.
J Immunol Methods 1983;65:55-63.

Aristatile B, Alshammari GM. In vitro biocompatibility and
proliferative effects of polar and non-polar extracts of Cucur-
bita ficifolia on human mesenchymal stem cells. Biomed Phar-
macother 2017;89:215-20.

Rai V, Kumar A, Das V, et al. Evaluation of chemical
constituents and in vitro antimicrobial, antioxidant and
cytotoxicity potential of rhizome of Astilbe rivularis (Bod-
hookhati), an indigenous medicinal plant from eastern
Himalayan region of India. BMC Complement Altern Med 2019;
19:200.

020Z YoIel Z0 UO Jasn 0onquieulad ap [Biepa4 apepisianiun Aq Z90E1.S/Z002/S8IX0)E601 01 /I0p/10BlISqe-a|0ILB-80UBADE/S8IX0)/WO0 dNo"olapeo.//:sdly Woly peapeojumoq

61



62

ANEXO A — TRABALHO APRESENTADO NO XlI SIMPOSIO BRASILEIRO DE
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