VIRTUS IMPAVID,
v Yy

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOQUIMICA E FISIOLOGIA

ALANNE LUCENA DE BRITO

AVALIACAO DA TOXICIDADE ORAL AGUDA, DE DOSES REPETIDAS E DO
POTENCIAL ANTIDIABETICO, ANTI-HIPERGLICEMIANTE E ANTIOXIDANTE DO
EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DE BAUHINIA CHEILANTHA BONG.

RECIFE-PE
2021



ALANNE LUCENA DE BRITO

AVALIACAO DA TOXICIDADE ORAL AGUDA, DE DOSES REPETIDAS E DO
POTENCIAL ANTIDIABETICO, ANTI-HIPERGLICEMIANTE E ANTIOXIDANTE DO
EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DE BAUHINIA CHEILANTHA BONG.

Defesa de Doutorado apresentado como um dos
requisitos para o cumprimento parcial das
exigéncias para obtencdo do titulo de Doutor
em Bioquimica e Fisiologia pela Universidade

Federal de Pernambuco.

Orientador: Prof. Dr. Eduardo Carvalho Lira

RECIFE-PE
2021



Dados Internacionais de Catalogagao na Publicagao (CIP) de acordo com ISBD

Brito, Alanne Lucena de

Avaliacdo da toxicidade oral aguda, de doses repetidas e do potencial antidiabético,
anti-hiperglicemiante e antioxidante do extrato etandlico das folhas de Bauhinia
cheilantha Bong. / Alanne Lucena de Brito— 2021.

135 f. : il., fig., tab.
Orientador: Eduardo Carvalho Lira

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro de

Biociéncias. Programa de Pdés-Graduagdo em Bioquimica e Fisiologia,
Recife, 2021.

Inclui referéncias, apéndices e anexos.

1. Plantas medicinais 2. Testes de toxicidade 3. Diabetes |. Lira,
Eduardo Carvalho (orient.) Il. Titulo

615.321 CDD (22.ed.) UFPE/CB — 2023 -227

Elaborado por Elaine C Barroso - CRB-4/1728




ALANNE LUCENA DE BRITO

AVALIACAO DA TOXICIDADE ORAL AGUDA, DE DOSES REPETIDAS E DO
POTENCIAL ANTIDIABETICO, ANTI-HIPERGLICEMIANTE E ANTIOXIDANTE DO
EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DE BAUHINIA CHEILANTHA BONG.

Defesa de Doutorado apresentado como um dos
requisitos para o cumprimento parcial das
exigéncias para obtencdo do titulo de Doutor
em Bioquimica e Fisiologia pela Universidade
Federal de Pernambuco.

Area de concentracdo: Bioquimica e Fisiologia.

Aprovada em: 03 de Dezembro 2021.

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Eduardo Carvalho Lira (Orientador)
Universidade Federal de Pernambuco-UFPE

Prof. Dr. Leucio Duarte Vieira Filho (Examinador Interno)

Universidade Federal de Pernambuco-UFPE

Prof. Dr. Renan Oliveira Silva Damasceno (Examinador Interno)

Universidade Federal de Pernambuco-UFPE

Prof.2 Dr.2 Amanda Martins Baviera (Examinador Externo)

Universidade Estadual Paulista-UNESP Araraquara



Profa. Dra. Ligia Cristina Monteiro Galindo (Examinadora Externo)

Universidade Federal de Pernambuco-UFPE



AGRADECIMENTOS

A familia e amigos.

Aos meus queridos e amados pais, Painho e Mainha, pelo total apoio em minhas escolhas
e decisOes, pelo amor, carinho, cobrangas e ensinamentos que me ajudaram a ser quem
sou e onde estou hoje. Serei eternamente grato por vossa dedicagéo e de abdicagcdes em
momentos de suas vidas para tornar a vida de seus filhos melhor. VVocés estardo sempre a
frente de minhas conquistas. Os amarei eternamente.

Aos meus irméos Aline, Patriky e Horberlan, por todo apoio, amor e dedicacao oferecidos
a mim, que apesar da distancia e de nossas vidas corridas sempre se fizeram presente.
Obrigado pelo total apoio, incentivo e por acreditar em meu potencial nessa minha longa
jornada.

Ao meu companheiro de vida, Borja Ruiz, por todo companheirismo, amizade e amor
compartilhados, por ndo me deixar desistir e apoiar em minhas escolhas e decisoes,
dividindo comigo todas as alegrias e dificuldades que encontrei pelo caminho, sendo meu
porto seguro ¢ meu colo nos momentos de fraqueza. Minha eterno “ratiburi” ...
A todos que fizeram e fazem parte do Laborato6rio de Neuroendocrinologia e Metabolismo
(LNEM), Dionisio Amaral, Elifrances Oliveira, José Carlos Junior, Alicia Soares, July
Ferreira, Hanna Pereira, Carla Tabosa, Eucilene Kélita, Amanda Jorddo, Lidiane Lima, e
a todos que direta ou indiretamente vocés puderam contribuir para minha formacao, e
acima de tudo, foram as amizades conquistadas. Um forte abrago!

Ao meu orientador Eduardo Carvalho Lira por todo esfor¢o, dedicacdo, ética e
responsabilidade dedicados a este trabalho, assim como as palavras amigas

oferecidas nos momentos mais dificeis.

Por fim, agradeco a Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), o Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), a Pro-Reitoria Para Assuntos de
Pesquisa e Pos-Graduacdo (PROPESQ) e a Prd-Reitoria de Planejamento, Orcamento e
Financas (PROPLAN) pelo auxilio financeiro dedicado a presente pesquisa, sem a qual

ela ndo se realizaria.



RESUMO

Bauhinia cheilantha (Lauraceae), é amplamente recomendada para o tratamento de
diversas doencas na medicina popular, tais como inflamacdes, diabetes, gripe, tosse e
problemas gastrintestinais. O objetivo desse trabalho foi elaborar uma revisdo sistematica
da literatura sobre o uso medicinal das espécies do género Bauhinia no tratamento do
DM, assim como caracterizar quimicamente o extrato hidroalcdolico das folhas de
Bauhinia cheilantha (HaEBcl), avaliar a toxidade oral aguda e de doses repetidas por 28
dias, atividade antidiabética, antihiperlipemiante e antioxidante do HaEBcl em ratos. A
estratégia de inclusdo foi estabelecida com SYRCLE protocol guideline e avaliados com
base ao risco de viés. A revisdo sistematica da literatura mostrou o efeito
antihiperglicemiante e antidiabético em espécies do género Bauhinia em roedores.
Experimentalmente, os fitoquimicos majoritarios do HaEBcl foram determinados por
cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC). A atividade antioxidante in vitro foi
avaliada pelo sequestro de radicais livres de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). A
toxidade oral aguda foi avaliada em camundongos fémeas (n=3 por grupo) tratados com
dose Unica de 300 ou 2.000 mg / kg. A toxicidade oral de doses repetidas por 28 dias foi
avaliada em camundongos fémeas (n=5 por grupo) e machos (n=5 por grupo) tratados
com as doses de 300, 1.000 ou 2.000 mg / kg por 28 dias consecutivos. Foram avaliados
0s niveis séricos dos marcadores de funcdo hepatica (transaminases hepaticas) e renais
(ureia e creatinina), assim como o perfil hematoldgico e a histologia hepética e renal.
Ratos Wistar machos (200+10g) foram tratados com uma dose Unica de estreptozotocina
(STZ, 40mg/kg. i.v.). Apos a confirmacgdo do DM, os animais foram tratados por via oral
durante 28 dias com o HaEBcl (150 e 300mg/kg). Foram avaliados parametros
metabolicos como ganho de massa corporal, ingestdo hidrica e alimentar, volume
urinario, assim como glicemia pés-prandial, massa do figado, musculo esquelético e
tecido adiposo branco, perfil lipémico plasmatico, transaminases hepaticas, ureia,
creatinina e atividade enzimatica da superoxido dismutase e catalase hepatica e niveis do
malondialdeido (MDA), nitrito, glutationa reduzia e oxidada no figado. Os fitoquimicos
majoritarios encontrados no HaEBcl foram principalmente flavonoides (quercetina e
afzelina), glicosideo de kaempferol e glicosideo de quercetina, assim como o HaEBcl
apresentou atividade antioxidante in vitro. O HaEBcl ndo exibiu toxidade oral aguda,
assim como de doses repetidas de 28 dias nas doses avaliadas. O tratamento com HaEBcl

melhorou o ganho ponderal e reduziu a polifagia (20%) na maior dose, sem alteracGes na



polidpsia e poliuria. O HaEBcl reduziu a hiperglicemia em 20 e 40% na menor dose e
30% e 70% na maior dose no 21° e 28° dias de tratamento, respectivamente, assim como
0s niveis de frutosamina (40%) na maior dose. Além disso, 0s animais tratados com o
HaEBcl melhoraram os niveis lipémicos e de glicogénio hepatico, a hepatoxidade e o
estresse oxidativo induzido pelo DM na maior dose. Deste modo, 0 HaEBcl nédo € toxico
oralmente, assim como tem acfes antidiabética e antihiperglicemiantes claras, além de

efeitos hepatoprotetores e antioxidantes in vivo.

Palavras-chave: toxicidade; diabetes; bauhnia cheilantha; plantas medicinais;

estreptozotocina.



ABSTRACT

Bauhinia cheilantha (Lauraceae), such as anti-inflammatory, antimicrobial, antioxidant,
hypocholesterolemic. The objective of this work was to evaluate the acute toxicity and
repeated doses for 28 days, antidiabetic, antihyperlipidemic and antioxidant activity of
the ethanol extract of the leaves of Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. The systematic
study was carried out in the PubMed, Web of Science, Science direct, SCIELO, Google
Scholar and PROSPERO databases, which were searched along the entire timeline. The
inclusion strategy was established with SYRCLE protocol guideline and evaluated based
on the risk of bias. Experimentally, the profile and structural characterization of the
compounds present in the ethanol extract of B. cheilantha was evaluated, as well as the
anti-hemolytic effect. Acute oral toxicity was evaluated in female mice (n=3 per group)
treated at a single dose of 300 and 2000 mg/kg. Subchronic oral toxicity was evaluated in
female mice (n=5 per group) and male mice (n=5 per group) treated with doses of 300,
1,000 or 2,000 mg/kg for 28 consecutive days. Serum levels of liver (liver transaminases)
and renal (urea and creatinine) markers were evaluated, as well as the hematological
profile and liver and kidney histology. Efficacy with a hypoglycemic agent was evaluated
in rats, which were divided into four groups (control, diabetic, HaEBcl 150mg / kg,
HaEBcl 300mg / kg, insulin). Experimental DM was induced by intravascular injection
through jugular injection of streptozotocin 40mg / kg, five days after diabetes induction,
animals with postprandial glucose values equal to or greater than 250mg / dL were
considered diabetic. HaEBcl did not show alterations in the plasmatic and histological
levels of the markers of renal and hepatic function, as well as it did not produce
hematological alterations in the acute and subchronic toxicity assays in the evaluated
doses. Male Wistar rats (200+£10g) were treated with a single dose of streptozotocin, the
studied groups were divided into: diabetic (D), diabetic treated with 150mg/kg of HaEBcl,
diabetic treated with 300mg/kg HaEBcl and diabetic treated with insulin (DI, ip) for 28
consecutive days. Glucose levels were determined in addition to oxidative activities:
biochemical parameters and lipid profile. Based on a survey of experimental studies
carried out and published based on the experimental use of the genus Bauhinia. A
strategic search was established in order to evaluate the glycemic and lipid profile in
experimental models in vivo. The systematic study showed that most articles confirm the
hypoglycemic action of preparations from Bauhinia extract. Four compounds

experimentally identified in the HaEBcl extract as quercetin glycosides and two were



identified as kaempferol glycosides. HaEBcl was able to inhibit the activity of DPPH
radicals and also exert antioxidant activity for ABTS. The anti-hemolytic result showed
that HaEBcl did not disrupt the red blood cell membrane and also preserved the integrity
of the erythrocyte membrane. We verified that HaEBcl150 and HaEBcl300, obtained a
significant improvement in the concentration of glucose in diabetic animals from the 15th
day of the experiment, in addition to improvements in the levels of transaminases and
oxidative stress. When compared to the group that received only STZ, HaEBcl had a
significant role in reducing the levels of MDA, ALT, AST and ALP, in addition to
increasing the lipid profile after the treatment of diabetic rats. The results obtained prove
this antidiabetic effect thanks to the restriction of oxidative stress and the reinforcement
of antioxidant activities.

Keywords: toxicity; diabetes; bauhnia cheilantha; medicinal plants; streptozotocin.
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INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é uma grave endocrinopatia caracterizada por niveis
elevados de glicose plasmaética (hiperglicemia) decorrentes de uma deficiéncia B-
pancreatica na sintese e secrecao de insulina e/ou resisténcia de tecidos metabolicamente
importantes como musculo esquelético, tecido adiposo branco e figado a acdo hormonal
(Ballinger, 2011). O DM ¢é um dos mais preocupantes problemas de salde publica
mundial, com prevaléncia alarmante. Atualmente, estima-se que 537 milhGes de pessoas
no mundo vivem com diabetes (IDF, 2019). A projecdo € que este numero alcance 578
milhdes no inicio da proxima década e em 2045 tenhamos 700 milhdes no mundo (IDF,
2019).

Embora existam opcBes farmacoldgicas para o tratamento do DM, a necessidade da
combinacdo de diferentes farmacos, dificuldade econémica para acesso a farmacos,
necessidade de modificacao de estilo de vida e os efeitos colaterais comumente relatados
pelos pacientes dificulta a adesdo ao tratamento e o controle glicémico (Chatterjee et al.,
2017). Diante deste cenario, busca-se o desenvolvimento de novas opgdes terapéuticas no
tratamento do DM, incluindo o uso de terapias alternativas como o uso de plantas
medicinais. Elemento religiosos e culturais, acesso relativamente facil, sobretudo de
populacbes economicamente vulneraveis e a ideia equivocada de auséncia de efeitos
colaterais justificam a maior adeséo ao tratamento utilizando plantas medicinais (Almalki
et al., 2019). Neste sentido, a avaliacdo toxicoldgica e farmacoldgica de plantas é
fundamental para o uso terapéutico seguro e a comprovacao cientificamente aceitavel do
uso popular relatado (Dar et al., 2017; Almeida et al., 2009).

Diferentes espécies sdo indicadas popularmente para o tratamento do DM, como a
Morus nigra (Hassanalilou et al., 2017), Spondias tuberosa (BARBOSA et al., 2018),
Baunia forficata (Souza et al., 2018). Além dessas, uma leguminosa endémica da
Caatinga, a Bauhinia cheilantha (Bong.), conhecida popularmente como pata-de-vaca ou
mororo, ¢ amplamente utilizada na medicina popular para o tratamento do DM (Silva et
al., 2017), entretanto, a comprovacgdo cientifica de seus efeitos bioldgicos e de seus
possiveis mecanismos de acdo sdo bastante escassos. Seu género apresenta diferentes
classes de moléculas de interesse medicinal, como os alcaldides, as antraquinonas,
esteroides livres, flavonas, flavonoides e xantonas (folhas, madeira e raizes), fenois
(caule, folha), flavononas (caule, raiz) (SILVA et al., 2020; AGRA, 2007; LUNA et al.,
2005; BRAGA, 1960).



12

Diante do exposto, a presente proposta se organiza norteada pela hipotese de que o
DM

0 presente trabalho tem como objetivo avaliar a toxidade oral aguda e de doses
repetidas por 28 dias do extrato etandlico das folhas de Bauhinia cheilantha, assim como
0s possiveis efeitos antidiabético, antihiperglicemiante, antihiperlidémico e antioxidante
em ratos diabético. A fim, de testar as hipoteses (1) Formulagdo da fracdo hidroalcéolica
de B. cheilantha possui relacdo significativa na reducéo dos perfis glicémicos e lipémico
de animais diabéticos e (2) A composic¢éo da fracdo hidroalcoolica de B. cheilantha possui

relagdo significativa no estado redox de animais diabéticos.

FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 DIABETES MELLITUS
2.1.1 Epidemiologia

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca comum e muito prevalente que afeta
cidaddos de paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Estima-se que 10,5% da
populacdo mundial seja afetada por esta doenga (IDF-2019). O DM é causado pela
reducdo na sintese e secre¢do de insulina e a resisténcia periférica ao horménio para
captacdo e utilizacdo de glicose, que por sua vez geram anormalidade no metabolismo
dos carboidratos, das gorduras e das proteinas que esta ligada ao baixo nivel de insulina

no sangue ou a insensibilidade dos 6rgdos-alvo a insulina (Almalki et al., 2019).

Atualmente, quase 500 milhdes pessoas em diferentes partes do mundo vivem
com diabetes, estima-se que este nimero aumente para 578 milhdes até 2030 e 700
milhGes até 2045 (Fig. 1). Na América central e sul, incluindo o Brasil a prevaléncia
ajustada por idade em 2019 é de 8,5% 0 que pode ser parcialmente atribuido a fatores
modificaveis e ndo modificaveis, com destaque para a idade (> 40 anos), a obesidade,
o0 sedentarismo e a presenca de outras condi¢Ges de salde. No entanto, espera-se que
0 numero de pessoas com diabetes nesta Regido aumente em 9,9% até 2045 (IDF,
2019).
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Figura 1. Prevaléncia comparativa do Diabetes ajustada por idade de diabetes em
adultos (20—79 anos) em 2019.
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For confidence intervals, see full IDF Diabetes Atlas, Table 3.4.

Fonte: IDF 2019.

A descoberta inovadora da insulina ha 100 anos (Macleod, 1922) transformou o
diabetes de uma sentenca de morte em uma condicdo controlavel. No entanto, logo ficou
claro que a maioria dos individuos com diabetes ndo sdo deficientes em insulina, mas tém
niveis aumentados de insulina e sdo resistentes a insulina exdgena (Himsworth, 2013).
Grandes avangos na compreensdo da acdo da insulina e da resisténcia a insulina ocorreram
no inicio da década de 1970, com a demonstracdo da existéncia de receptores de insulina
na membrana das células (Freychet et al., 1971) e o subsequente reconhecimento de sua

atividade intrinseca de tirosina quinase (Kasuga et al., 1982).

Embora os principais componentes envolvidos na transdugéo do sinal de insulina
estejam presentes em praticamente todas as células, os resultados biolégicos apds a
ativagdo ou interrupcdo dessa via sdo altamente dependentes do tipo de célula e do
contexto fisioldgico (Fig. 2). No masculo esquelético, a insulina promove o transporte e
a utilizacéo da glicose, estimula a sintese de glicogénio e inibe o catabolismo de proteinas
(Fig. 2a). No tecido adiposo, a insulina promove o transporte de glicose e a lipogénese e
inibe a lipdlise (Fig. 2b). No figado, a a¢do da insulina inibe a producédo de glicose e a
oxidacdo de &cidos graxos e estimula a sintese de glicogénio e a lipogénese (Fig. 2c).
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Além desses efeitos celulares diretos, a insulina também pode regular o metabolismo
indiretamente. Por exemplo, a supressao da lipdlise pela insulina na gordura e a inibicéo
do catabolismo de proteinas no musculo reduzem o suprimento de substrato para a
gliconeogénese no figado (Perry et al., 2015; Batista et al., 2021). Nos estados de
resisténcia a insulina, todas ou apenas algumas dessas vias podem ser alteradas, com a

combinacdo exata levando a diferentes apresentacdes clinicas.

Figura 2. Sinalizagdo da insulina em tecidos classicos. A ligacdo da insulina ao
receptor de insulina leva a ativacdo da atividade da tirosina quinase intrinseca e do
receptor de insulina multissitio e fosforilacdo de IRS. O IRS tirosina-fosforilado serve
como locais de ancoragem para PI3K levando a formacdo de PIP3 e ativacdo de Akt
dependente de PDK, que por sua vez promove a utilizacdo de nutrientes, armazenamento
e outros processos anabdlicos, e concomitantemente suprime as vias cataboélicas no (a)
musculo esquelético, (b) adiposo tecido e (c) figado. aPKC, PKC atipica; ATGL, lipase
de triglicerideos adiposos; CAP, proteina associada a Cbl; CBL, proto-oncogene Cbl;
ChREBP, proteina de ligacdo a elementos responsivos a carboidratos; CREB, proteina de
ligacdo ao elemento responsivo a cAMP; CRTC2, coativador de transcri¢do 2 regulado
por CREB; FATP, proteina de transporte de acidos graxos de cadeia longa; G3P,
gliceraldeido 3-fosfato; G6Pase, glicose-6-fosfatase; GRB2, proteina 2 ligada ao receptor
do fator de crescimento; GS, glicogénio sintase; HSL, lipase hormonio-sensivel; MAPK,
proteinas quinases ativadas por mitdégeno; MEK, MAPK quinase; OXPHOS, fosforilacdo
oxidativa; PDE3B, fosfodiesterase 3B; PHK, fosforilase quinase; PKA, proteina quinase
A; RAC1, familia RAC pequena GTPase 1; RAF, RAF proto-oncogene serina/treonina
quinase; Ras, Ras GTPase; SHC, dominio SH2 contendo proteina de transformacéo; S6K,
p70 cinase ribossémica S6; SOS, filho de homologo sem sete; TBC1D1, membro da
familia de dominio TBC1 1; TC10, proteina de ligacdo ao GTP RhoQ relacionada com
Rho; TCA, &cido tricarboxilico; TSC2, esclerose tuberosa 2.
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2.1.2 Fisiopatologia

O Diabetes mellitus (DM), uma das emergéncias médicas mais cruciais do
século XXI, €& caracterizado como hiperglicemia persistente devido ao
comprometimento da produg¢do de insulina pelas células B pancreaticas e / ou causada
por resisténcia a acdo da insulina nos tecidos periféricos (IDF, 2019). Essas
anormalidades podem degenerar o metabolismo de carboidratos, proteinas e gorduras,
além de causar diversas complicacdes macro e microvasculares (Moodley et al., 2015;
Yusoff et al., 2015). A hiperglicemia é o resultado da deficiéncia relativa de insulina,
resisténcia a insulina ou ambas (Almalki et al., 2019), o que torna as células hepéticas
incapazes de armazenar glicose (Fig. 3), 0 que pode estar associado a dislipidemia,

producdo de radicais livres e alteracdo do estado redox.

Figura 3. Regulacéo da glicemia.
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Fonte: Gillen et al., 2021.

Em humanos, aumento do nivel de glicose no sangue, reducao da sensibilidade a
insulina e aumento da secrecdo de insulina sdo observados 13 anos antes do diagndstico
completo do diabetes mellitus tipo 2 (DM2) A duracdo total desde o inicio das
circunstancias de resisténcia a insulina até 0 DM2 pode ser dividida em trés estagios. O

primeiro estagio é o longo periodo compensatorio quando a resisténcia a insulina se
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desenvolve, eleva o nivel de glicose no sangue e aumenta a massa de células B. O segundo
estagio ¢ o periodo de adaptacdo quando as células  ndo estdo mais compensando
totalmente o aumento da resisténcia a insulina. Os dois primeiros estagios ocorrem antes
que a fase de pre-diabetes seja alcangada. A terceira etapa € o desenvolvimento de pré-
diabetes para DM2; Nesta fase, as células p tornam-se disfuncionais e sdo incapazes de
compensar a resisténcia a insulina, que por sua vez, eleva rapidamente os niveis de glicose
no sangue.

O mdasculo esquelético considerado o dérgdo-alvo primario para a captacdo de
glicose em humanos, responsavel por absorver 70-90% da glicose do sangue em
individuos saudaveis no estado pos-prandial (Evans et al., 2019). Quando ndo ha niveis
elevados de glicose no sangue, mas certo grau de resisténcia a insulina, estimativas
apontam que o musculo esquelético se torna responsavel por 80% da depuracdo de glicose
(Defronzo e Tripathy, 2009). A insulina € um potente estimulador do transporte de glicose
para 0 musculo esquelético (Stanford, 2014). Além disso, esse horménio inibe a producgéo
e liberacédo de glicose pelo figado e promove a captacdo de glicose da corrente sanguinea
também para o tecido adiposo (Rowland et al., 2011).

A Resisténcia a Insulina (R1) esta relacionada a obesidade e ao perfil pré-diabético
que advém de diversos fatores: (i) quadro de inflamacdo crénica de baixo grau, que se
inicia nos tecidos adiposos e figado, ocorrendo elevacdo na producédo de citocinas pro-
inflamatdrias e de importantes mediadores da inflamacdo que inibem componentes da
sinalizacdo insulinica, incluindo o receptor de insulina (IR) e o substrato do receptor de
insulina 1 (IRS-1), bem como inibem a sintese de triacilglicerdis e 0 armazenamento de
lipideos via inibi¢do de PPARy (receptor ativado por proliferadores de peroxissoma
gama, peroxisome proliferator-activated receptor-y) e estimulam a lipélise, levando a um
aumento nas concentracbes plasmaticas de acidos graxos livres que causam
lipotoxicidade, também prejudicial a sinalizacdo da insulina; (ii) disfungdo mitocondrial,
decorrente da sobrecarga de trabalho da mitoc6ndria, causando diminui¢do de sua fungéo
e, consequentemente, acimulo de acidos graxos livres e glicose devido a prejuizos na
oxidacdo destes nutrientes; (iii) hiperinsulinemia, que apesar de ser consequéncia da
resisténcia a insulina, também pode via feedback negativo inibir a via de sinalizagdo
insulinica (Ye, 2013). Além disso, a resisténcia a insulina também aumenta o risco de
insuficiéncia cardiaca, estimula o crescimento de tumores e diminui as funcbes de

memoria que aumentam o risco de doenca de Alzheimer.
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Diabetes mellitus tipo 1 (DM1)

Diabetes tipo 1 resulta na destrui¢do autoimune das células [ pancreéticas
secretoras de insulina. A presenca de um infiltrado inflamatério cronico que afeta as
ilhotas pancreéticas no inicio sintomatico do diabetes tipo 1 € a base desta observacéo
(Veld, 2011). O DML1 representa 5% a 10% dos casos de diabetes e decorre da
destruicdo imunomediada seletiva das células-beta das ilhotas pancreéticas. O grau de
destruicéo celular é variavel. E rapido e intenso em criangas e adolescentes, ou ¢ de
instalacdo mais lenta, em adultos, que podem reter a funcéo residual das células-beta
por até alguns anos ap6s o diagnostico. E uma das doencas cronicas mais comuns e
graves, sendo caracterizada pela presenca de autoanticorpos contra antigenos
pancreaticos (American Diabetes Association, 2007).

Outro dogma é que em pacientes com doenca de longa data, o pancreas é
desprovido de células produtoras de insulina e as células 3 restantes sdo incapazes de
regeneracdo. Ambos os conceitos de patogénese do diabetes tipo 1 tém sido debatidos
(Gregg et al., 2011; Atkinson et al., 2014). Autores sugerem que, embora a maioria
dos pacientes com diabetes tipo 1 de longa data tenham poucas células B, se houver,
Evidéncias de regeneragdo de células B em bebés e crian¢as muito jovens (mas ndo em
adolescentes ou adultos) (Keenan et al., 2010). Muito do que entendemos sobre a
patogénese do diabetes tipo 1 deriva da analise de amostras pancredticas, soro e
linfécitos de sangue periférico obtidos de pacientes com a doenca (Bingley, 2010;
Roep e Peakman, 2011). Estudos desses constituintes sugerem que uma série de
defeitos funcionais na medula 6ssea e no timo, no sistema imunoldgico e nas células

B contribuem coletivamente para a fisiopatologia do diabetes tipo 1 (Fig. 4).

Figura 4. Caracteristicas patoldgicas do pancreas em diabetes tipo 1. (A)
Infiltrado celular inflamatdrio em ilhotas (isto é, insulite) observado em um paciente
com diabetes tipo 1. A imunohistoquimica mostra a presenca intra-ilhotas de células
CD3 positivas (marrom) e celulas alfa produtoras de glucagon (rosa). (B)
caracteristicas histoldgicas de ilhotas e (C) caracteristicas patologicas grosseiras do
pancreas associadas a historia natural do diabetes tipo 1 (isto &, pré-inicio, inicio, pos-

inicio).
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B C

Células das ilhotas em diabetes tipo 1 Células das ilhotas em diabetes tipo 1
Insulite (mononuclear mista, adjacente ou +  Insulite (mononuclear mista, adjacente
dentro da ilhota) ou dentro da ilhota)
Perda de células B (aumenta com a duragido *  Perda de células B (aumenta com a
da doenga) duragiio da doenga)

*  Hiperexpressdo de classe [ MHC +  Hiperexpressdo de clss 1 MHC

*  Necrose de células b ou apoptose possivel *  Necrose de células b ou apoptose
Insulina diminuida nas células B possivel
remanescentes + Insulina diminuida nas células B
Expressao de céhulas b de interferon alfa remanescentes

Expressdo de células b de interferon alfa

Fonte: Atkinson et al, (2014).
Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

O Diabetes mellitus tipo 2 € responsavel por mais de 90% dos casos de DM e pode
ser atribuida aos efeitos do envelhecimento populacional associado a um estilo de vida
pouco saudavel, como maus habitos alimentares e vida sedentaria, é principalmente
um problema de regulacdo da glicose, caracterizada por resisténcia a insulina e reducéo
da producdo de insulina. (Muneer, 2021; Tan et al., 2019; Lewis et al., 2014). O
diabetes tipo 2 é caracterizado por hiperinsulinemia aumentada (Fig. 5), resisténcia a
insulina e falhas nas células B pancreaticas, com até 50% de perda de células no
diagndstico (Holman et al., 2008). A perda de células B ocorre mais rapidamente em
pacientes jovens (10-17 anos de idade), o que pode explicar a falha precoce do
tratamento em pacientes diagnosticados em uma idade jovem (Today Study Group,
2012). O desenvolvimento de diabetes tipo 2 incluem acometimento do pancreas
(células B e células a), figado, musculo esquelético, rins, cérebro, pequeno intestino e

tecido adiposo (DeFronzo, 2009).

A hiperglicemia inclui outros mecanismos para o desenvolvimento de
complicacdes microvasculares e macrovasculares causadas pela disfuncdo endotelial,
formagéo de produto final de glicacdo avancada, hipercoagulabilidade, aumento da
reatividade plaquetaria e hiperexpressdo do co-transportador 2 de sodio-glicose
(SGLT-2), todos eles alvos terapéuticos para a modulacdo de doencas (Chatterjee et
al., 2017).
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O DM2 geralmente se desenvolve em pessoas com fatores de risco e predisposi¢édo
genética conhecidos e pode estar relacionado a causas ambientais (Kong et al., 2021;
Lewis et al., 2014; McCance et al., 2014;). Um desenvolvimento preocupante € o
aumento de DM2 em criancas, provavelmente relacionado a obesidade, idade, etnia e

hereditariedade séo fatores de risco ndo modificaveis (Ignatavicius e Workman, 2016).

Figura 5. Caracteristicas patologicas em diabetes tipo 2.
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Fonte: MSD-Merck Sharp & Dohme, (2006).
Diabetes Mellitus Gestacional (DMG)

O Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) € uma doenca sistémica que envolve
alteracbes no metabolismo dos carboidratos, indicando assim seus niveis
consideravelmente altos, no sangue, durante a gravidez (Saravanan et al., 2020). E uma
doenca frequente na gestacao, presente em cerca de 7% de todas as gestacdes e varia
entre 1% e 14% de acordo com a populacdo estudada e com os critérios diagnosticos
utilizados. No Brasil, estima-se que 2,4% a 7,2% de todas as gestantes desenvolvem
DMG, o que significa mais de 200.000 casos novos por ano. (Fernandes e Bezerra,
2020; IDF 2019).

A resisténcia a insulina e a disfunc¢do das células 3 sdo as principais caracteristicas
fisiopatologicas do DMG. A sensibilidade a insulina varia significativamente ao longo
da gravidez, adaptando-se constantemente as demandas de energia da mée e do feto

(Di Cianni et al., 2003). No geral, a sensibilidade a insulina segue uma tendéncia
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bifasica na gravidez saudavel, experimentando um aumento acentuado inicialmente e
uma reducdo acentuada a medida que a gravidez evolui. A adaptacdo metabdlica
observada na fase inicial (os dois primeiros trimestres) visa armazenar fontes
essenciais de energia, como glicose e acidos graxos, como depdsitos de gordura,

necessarios para 0s proximos estagios da gravidez (Filardi et al., 2020).

A sintese de estrogénios e progesterona aumenta progressivamente, juntamente
com outras moléculas de origem placentéria, como o lactogénio placentario humano e
0 horménio de crescimento da placenta humana, contribuindo para a queda progressiva
da sensibilidade a insulina. Assim, o estado de resisténcia a insulina observado na
gravidez fisiologica é uma resposta adaptativa que favorece a elevacao dos niveis de
glicose e &cidos graxos livres no sangue, deslocando as fontes de energia da mée para
o feto (Santangelo et al., 2016; Plows et al., 2018) (Fig. 6). A célula B pancreatica
compensa amplamente por meio de um aumento na liberacéo de insulina. A hipertrofia
e a hiperplasia da massa de células B, explicadas pelo aumento da proliferagdo e
reducdo de apoptose, foram relatadas na gravidez humana. No entanto, se ocorrer
disfuncdo das células B, o efeito compensatério ¢ perdido e o GDM se manifesta

(Butler et al., 2010).

Figura 6. Desenvolvimento e diabetes gestacional. As consequéncias metabdlicas do
diabetes gestacional materno podem aumentar o risco de obesidade, diabetes e
distdrbios cardiometabdlicos na crianca e no adulto, levando a um ciclo

transgeracional de diabetes gestacional e mais suscetibilidade cardiometabdlica.
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Outros tipos especificos de diabetes, incluindo diabetes monogénica e o que ja foi
denominado ‘Diabetes secundério’. O diabetes monogénico, como o nome indica,
resulta de um dnico gene, em vez das contribuicbes de varios genes e fatores
ambientais, conforme visto em diabetes tipo 1 e tipo 2 (IDF- 2019; Vaxillaire et al.,
2912). Diabetes monogénica é muito menos comum e representa 1,5-2% de todos
casos, embora isso possa ser uma subestimacdo. Muitas vezes € diagnosticado
erroneamente como tipo 1 ou tipo 2 diabetes (Murphy et al., 2008). Essas formas
monogénicas apresentam um amplo espectro, de diabetes mellitus neonatal (as vezes
chamado ‘Diabetes monogénico da infincia’), inicio da maturidade diabetes dos
jovens (MODY) e doencas sindromicas raras associadas ao diabetes. Embora raro,
estes podem servir como "modelos de nocaute humano” fornecendo informagdes sobre

a patogénese do diabetes (Cnop et al., 2017).

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO E DIABETES

“Estresse oxidativo” pode ser definido como qualquer distirbio no equilibrio de
antioxidantes e prd-oxidantes em favor dos ultimos devido a diferentes fatores como
envelhecimento, acdo de drogas e toxicidade, inflamacdo e / ou dependéncia (Sies,
2017; Oguntibeju, 2019). E, em geral, formacdo em excesso e / ou remocao
insuficiente de moléculas altamente reativas, como espécies reativas de nitrogénio
(RNS) e espécies reativas de oxigénio (ROS) (Johansen et al., 2005; Oguntibeju, 2019;
Yaribeygi et al., 2020). Danos ao DNA, proteinas e outras macromoléculas devido a
oxidacdo tém sido implicados na patogénese de uma ampla variedade de doencas,

como cancer, doengas cardiacas e diabetes (Aggiil et al., 2020).

O termo “antioxidante” pode ser rotulado para qualquer substancia cuja
disponibilidade, mesmo em concentra¢cdes minimas, iniba ou retarde a oxidacdo de um
substrato (Aggiil et al., 2020). Existem varias espécies ou moléculas, que
desempenham um papel na defesa antioxidante e podem ser consideradas
biomarcadores do estresse oxidativo como a glutationa. Diferentes tipos de
antioxidantes bioldgicos incluem, por exemplo, glutationa (oxidada / reduzida),

vitamina C e E, cistina, etc. (Savita Khanna 2000).

Séo relatadas evidéncias que apoiam o papel do estresse oxidativo na patogénese

do DM tipo 1 e tipo 2. A formacdo de radicais livres no diabetes por glicacdo nédo
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enzimatica de proteinas, oxidagéo de glicose e aumento da peroxidacdo lipidica leva a
danos de enzimas, maquinario celular e também aumento da resisténcia a insulina

devido ao estresse oxidativo (Maritim et al., 2003).

Durante 0 DM o meio hiperglicémico promovera a superativacdo das trés
principais vias celulares de producéo de energia. A hiperestimulacdo da glicélise e do
ciclo de Krebs, resultara na producdo exacerbada de dinucleotideo flavina adenina
reduzida (FADH2) e nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH),
superalimentando a CTE (Rizzato et al., 2021; Forbes e Thorburn, 2018). Esta cadeia
é uma fonte de geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), sobretudo nas células
renais, haja vista o seu grande numero de mitocdndrias (Moreira et al., 2020). Nas
celulas renais diabéticas a estimulacdo de mitocondrias hiperpolarizadas com alto
potencial redox, produzem mais adenosina trifosfato (ATP) e liberam niveis superiores
de anion radical superdxido (O, ™) através dos complexos I e 111. O Oz ™ dara origem
aos demais tipos de espécies reativas de nitrogénio (ERONS), radicalares e ndo-
radicalares, incluindo o peréxido de hidrogénio (H20z), radical hidroxila (OH*) e o
peroxinitrito (ONOQO"), que podem mediar as lesbes renais (Fig. 7), (Rizzato et al.,
2021).

Figura 7. Estresse oxidativo e sistema de defesa antioxidante enziméatico em
celulas renais diabéticas. CAT: catalase; EROs: espécies reativas de oxigénio; GPx:
glutationa peroxidase; GSH: glutationa; GSSG: glutationa oxidada; GR: glutationa
reduzida; H202: peroxido de hidrogénio; NRF2: fator nuclear fator 2 relacionado ao
eritroide 2; Oz: oxigénio molecular; NOX: NADPH oxidase; O?: anion radical
superoxido; *OH: radical hidroxila; SOD: superoxido dismutase.
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Extracelular

ESTRESSE OXIDATIVO ANTIOXIDANTE ENZIMATICOS

(A)

Fonte: Rizzato et al., 2021.

2.3 FARMACOLOGIA DO TRATAMENTO DO DIABETES MELLITUS

O tratamento do diabetes mellitus visa aliviar os sintomas, melhorar a qualidade
de vida e prevenir comorbidades. As estratégias de tratamento sdo divididas em ndo
farmacoldgicas, como dieta e exercicios, e farmacoldgicas, que se dividem em
medicamentos orais e insulina (Cheng et al., 2021). Os principais grupos de drogas
orais sdo as sulfonilureias, biguanidas, inibidores da glicosidase intestinal,
tiazolidinedionas (TZD) e meglitinidas. Cada grupo de antidiabéticos orais possuli
caracteristicas proprias devido ao seu mecanismo de acdo, indicacbes e
contraindicacOes especificas, bem como aos efeitos adversos, como hipoglicemia e
ganho de peso, portanto o seu conhecimento é fundamental para o seu uso adequado
(Home, 2021).

Farmacoterapia no DM1

O uso de insulina exdgena é necessario para estimular a captacdo de glicose para
outros tecidos do corpo, especialmente musculo e tecido adiposo, onde é usado como
energia. Também reduz a producdo hepatica de glicose (gliconeogénese). A insulina é

geralmente adicionada a um agente oral quando o controle glicémico esta abaixo do
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ideal na dose maxima de medicacéo oral. O ganho de peso e a hipoglicemia séo efeitos
colaterais comuns da insulina (Cheng et al., 2021).

A insulina atualmente disponivel no mercado é de origem humana. Eles sdo
sintetizados por engenharia genética, usando a técnica do DNA recombinante. Com
base na farmacodindmica, as insulinas sdo classificadas em: a) acéo rapida; b) acao
intermediéria e; c) de longa duracdo (Tabela 1). Existem diferentes métodos para
estimar a quantidade total de insulina necesséria por dia, em pacientes com diabetes
tipo 2, geralmente possuem requisitos maiores devido a resisténcia a insulina (Hoeg-
Jensen, 2021).

Tabela 1. Tipos de Insulina Humana

Tipo (humana) Inicio (min) Duracéo (min) Efeito Méximo (min)
Regular 0.5-2 2.0-3.0 3.0-6.0

Lispro 0.0-15 1.0-1.5 4.0-4.5
Intermediéria 2.0-4.0 4.0-12 10.16

Lenta 1.0-3.0 6.0-12 12-20

Ultralenta 1.0-3.0 6.0-12 12-20

A dose inicial pode ser calculada entre 0,5-0,8 Ul / kg / dia. Dois tercos séo
administrados como insulina intermediaria e um terco como insulina rapida. A forma
mais comum de administracdo de insulina € o esquema de mdultiplas doses, e
provavelmente o esquema convencional é aquele que corresponde a administracao de
insulina regular + insulina. intermediéario, antes do café da manhd e do jantar (Cheng
et al., 2021; Abdul-Ghani et al., 2021).

Farmacoterapia no DM2

Opcdes de tratamento farmacoldgico disponiveis para DM2 foram resumidos na
tabela 2, mostrado seus mecanismos de acdo, e seus efeitos colaterais. Entretanto, as
diversas opc¢Oes terapéuticas devem ser adaptadas ao individuo paciente, combinando

eficacia, seguranca e 0 menor custo possivel.
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Tabela 2. Principais classes agentes hipoglicemiantes orais, mecanismo de acéo e efeitos colaterais.

Classe

Agente

Mecanismo de Acéo

Efeito Colateral

Sulfonilureas

Primeira Geracao:
Acetohexamida
(Dymelor)
Clorpropamida
(Diabinese)
Tolazamida (Tolinase)
Tolbutamida (Orinase)

Segunda Geragéo:
Glibenclamida
(Micronase)

Glipizida (Glucotrol)
Glimepiride (Amaryl)

Atuam estimulando a liberagdo de
insulina das células beta do pancreas
e podem melhorar ligeiramente a
resisténcia a insulina em tecidos-alvo

periféricos (musculos, gordura).

A hipoglicemia é o efeito colateral mais preocupante
das sulfoniluréias. E uma preocupacéo particular
com agentes que sdo metabolizados em um
metabolito ativo com excrecdo renal significativa.
Esses agentes incluem clorpropamida (Diabinese) e
gliburida, os quais devem ser evitados em caso de
insuficiéncia renal e usados com cautela em
pacientes idosos. A glipizida e a glimepirida estdo
associadas a uma menor incidéncia de hipoglicemia.
Todas as sulfonilureias foram associadas ao ganho
de peso e, portanto, podem nao ser a primeira

escolha ideal para pacientes obesos.

Meglitinidas

Repaglinida (Prandin)
Nateglinida (Starlix)

Estimulam a liberacdo de insulina

das células B-pancreéticas. No

Causa menos efeitos gastrointestinais que a

metformina, mas causa ganho de peso,
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entanto, essa acéo é mediada por um
sitio de ligagdo diferente no

“receptor de sulfonilureia” da célula
beta. Ao contrario das sulfonilureias
comumente usadas, 0s meglitinideos
tém um inicio de acdo muito curto e

uma meia-vida curta.

rinite/sinusite/faringite, mais episddios de
hipoglicemia e dor de cabeca

Biguanida

Metformina (Glucophage)

Atua reduzindo a producéo de
glicose hepética e, em menor grau,
aumentando a sensibilidade a
insulina nos tecidos hepaticos e
periféricos. Outros efeitos incluem
uma reducdo nos niveis de
triglicerideos no plasma e nos niveis
de colesterol de lipoproteina de baixa
densidade (LDL).

A maioria dos efeitos colaterais relacionados
(incluindo gosto metalico, desconforto
gastrointestinal e nauseas) sdo transitérios e

comumente relatados durante o inicio da terapia.

Tiazolidinediona

Pioglitazona (Actos)

Rosiglitazona (Avandia)

Atuam aumentando a sensibilidade &
insulina tanto no musculo quanto no
tecido adiposo e, em menor grau,

inibindo a producéo hepética de

Possui reacdo idiossincratica. Esta reagdo é
inicialmente caracterizada por niveis elevados de

transaminases séricas, que em alguns casos
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glicose. Esses agentes tém um efeito
notavel na melhoria da resisténcia a
insulina, particularmente quando
usados em combinacdo com outros
antidiabéticos, mas ndo tém efeito na

secrecdo de insulina.

evoluiram para hepatite, insuficiéncia hepética e

morte

Inibidores
Alpha-

glucosidase

de

Acarbose (Precose)
Miglitol (Glycet)

Agem inibindo a enzima alfa-
glicosidase encontrada nas células da
borda em escova que revestem o
intestino delgado, que divide os
carboidratos mais complexos em
acucares. Como eles inibem a quebra
e a subsequente absorcédo de
carboidratos (dextrinas, maltose,
sacarose e amido; nenhum efeito na
glicose) do intestino apds as
refeicOes, o maior impacto desses
medicamentos é na hiperglicemia

pos-prandial.

A terapia com acarbose tem sido associada a
elevacdes nos niveis de transaminases séricas e 0 uso
deste agente é contra-indicado em pacientes com
cirrose hepaética
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cotransportador
de sodio e
glicose do tipo 2
(Inibidores  de
SGLT2)

Canagliflozina,
Dapagliflozina,
Empagliflozina e

Ertugliflozina

Os SGLT2 inibem a reabsorcédo de
glicose e sddio no tubulo contorcido
proximal renal, tém ganhado
destague no tratamento da DM, ao
reduzirem a glicemia de uma forma
insulino-dependente e contribuirem
para que haja uma melhora da funcao
das células beta pancreéticas e da

sensibilidade a insulina

Os riscos de cetoacidose diabética podem ser
aumentados nos pacientes em uso dos inibidores de
SGLTZ2, pois, além da diminuicdo da dose de
insulina que o paciente é submetido, a excrecdo de
glicose que o farmaco promove, pode esconder a
hiperglicemia em uma crise de cetoacidose diabética
e confundir o paciente e o profissional da saude,

levando a um diagnostico errado.

Inibidores  do
peptideo um tipo

glucagon:

exenatida, liraglutida,
semaglutida, albiglutida,

lixisenatida e dulaglutida

Os agonistas do receptor GLP-1
estimulam os receptores GLP-1 no
pancreas, aumentando assim a
liberagdo de insulina e inibindo a

secrecdo de glucagon.

O uso de agonistas de GLP-1 esta associado a perda
de peso, o que pode reduzir a RI. A liraglutida €

aprovada pela FDA como agente anti-obesidade.

Inibidores  de
dipeptidil
peptidase-4

Sitagliptina, Vildagliptina,
Saxagliptina, Linagliptina,
Alogliptina.

Os inibidores de DPP-4 prolongam a
atividade do GLP-1 enddgeno e do
polipeptideo inibidor géastrico (GIP)

impedindo sua quebra.

Efeitos colaterais comumente relatados incluem
sensacdo de incomodo na garganta, cefaleia,
nasofaringite, infeccdo do trato respiratdrio superior.
Alguns, mas ndo todos estudos tém relatado um
ligeiro aumento do risco de efeitos colaterais

gastrointestinais com sitagliptina. A seguranga a
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longo prazo com o inibidor de DPP-4 n&o foi
estabelecida
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A terapia com insulina, usada no diabetes tipo 1, expandiu seu uso com a
indicacdo no diabetes tipo 2, que pode ser usada sozinha ou em combinagdo com
medicamentos orais, por meio do qual melhores objetivos de controle podem ser
alcancados e os objetivos desejados podem ser alcancados (Home, 2021; Islam, 2021).
Os ensaios clinicos estabeleceram que a adicdo de insulina basal a terapia oral existente
para reducgdo da glicose atinge um bom controle glicémico na maioria dos pacientes
com diabetes tipo 2 (Riddle et al., 2003; Rosenstock et al., 2008). De acordo com 0
algoritmo ADA / EASD para o tratamento de diabetes tipo 2, a insulina pode ser
iniciada com insulina NPH uma vez ao dia ou um analogo de insulina de acéo
prolongada (Nathan et al., 2009). Como mencionado anteriormente, o beneficio
relativo dos analogos de insulina de acéo prolongada é limitado a uma redugdo da
hipoglicemia (noturna). Além disso, esta vantagem é relevante apenas para uma
minoria, uma vez que a maioria dos pacientes com diabetes tipo 2 iniciando terapia

com insulina n&o apresenta hipoglicemia (Lepore et al., 2000).

Pacientes com DM2 podem precisar de insulina exdgena para controlar 0s
niveis de glicose no sangue durante periodos de estresse agudo (ou seja, cirurgia ou
doenca grave) ou podem usar insulina para complementar seus medicamentos orais
para um controle mais rigido (Ignatavicius e Workman, 2016; Lewis et al., 2014). A
metformina continua sendo a terapia de primeira linha de escolha para pacientes com
DM2, a menos que especificamente contraindicada, por exemplo em pacientes com

insuficiéncia renal.

2.3.1 Terapia combinada

A indicacdo mais comum para o uso de terapia combinada é a falha secundaria
aos hipoglicemiantes orais e nas situacdes em que o0s objetivos de controle glicémico
ndo sdo alcancados, variando desde uma combinacdo de agentes orais; agentes orais
mais insulina; e uso exclusivo de insulina (Chan et al., 2021; Prasanna et al., 2021).
Também é sugerido de acordo com estudos anteriores, o tratamento combinado deve
ser feito com medicamentos com mecanismo de acdo diferente. Pode ser mais eficaz
para alcancar e manter as metas de controle glicémico (70 mg/dL até 99 mg/dL)
(Pasquel, et al., 2021).
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A justificativa para a terapia combinada esta baseada ndo apenas no insucesso
da monoterapia de longa duracdo, mas também no fato, apoiado em diversos estudos,
de ser viavel aproveitar o efeito sinérgico dos diferentes mecanismos de a¢do dos
farmacos. A terapia combinada também possibilita 0 uso de doses menores de
medicamentos, o0 que pode reduzir a frequéncia ou a gravidade dos efeitos adversos
(geralmente dose-dependentes), e com maior eficacia (Chan et al., 2021; Long e
Speake, 2021).

Para pacientes em terapia oral, estudos sugerem que o tratamento prévio
combinado, usando agentes antidiabéticos orais com um mecanismo de acéo diferente,
pode ser altamente eficaz para atingir e manter as metas de controle glicémico (Abdul-
Ghani et al., 2021). A terapia de combinacdo de baixa dose pode estar associada a
menos efeitos colaterais do que a monoterapia de alta dose e alcancar um controle

glicémico semelhante ou melhor (tabela 3) (Chan et al., 2021).

Tabela 3. Principais efeitos dos tratamentos combinados de insulina com farmacos orais.

Sulfonilureia+ Metfomina+ Inibidores de Glitazonas+
Insulina Insulina alfagligosidades Insulina
+Insulina
Reducdoda  |Basal 36-45 |Basal Basal sem 149 mg/dL
glicemia mg/dL 27mg/dL alteracéo
Pos-pandrial
55mg/dL
Redugdode  |0.7-11% 11.1-2.5% 10.69% 10.4-1.4%
HbA1C
Hipoglicemia Frequente Sem Sem alteragédo Frequente
11% alteracédo 120%
Mudancade 12.7kg 13.2-3.7kg Sem dados 14%
peso
Doses de 17-42 U/dia 129-47 % 18% 125-29%
Insulina
Efeito TG, =CT, ICTeLDL, |TG pos-pandrial, |TG, 1CT,
lipidico =HDL =HDLe TG =CT LDL e HDL
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Quando os hipoglicemiantes orais ndo conseguem manter suficientemente o nivel
sérico de acgUcar, pode ser necessario o0 uso de inje¢des de insulina isoladamente ou
combinado com os hipoglicemiantes orais. E importante salientar que, o tratamento do
paciente com diabetes mellitus tipo 2 ndo é um tratamento terapéutico simples,
especialmente no que diz respeito as interacdes medicamentosas, reacfes adversas e
erros de uso do farmaco, o que poderd dificultar a adesao e a eficicia do tratamento
(Britto et al., 2020).

A terapia oral é indicada em todos o0s pacientes nos quais apenas dieta e 0s
exercicios ndo alcancam um controle glicémico aceitdvel (>99 mg/dL). Embora a
resposta inicial possa ser boa, os hipoglicemiantes orais podem perder sua eficacia em
uma porcentagem significativa de pacientes. A categoria de medicamentos no
tratamento do DM inclui sulfonilureia, biguanida, inibidores da alfa-glicosidase,
tiazolidinediona e meglitinida (ver Tabela 3). Esses medicamentos tém vérios efeitos
colaterais, como sulfonilureia causa ganho de peso devido a hiperinsulenemia
(Dorababu et al., 2004; Halim, 2003) biguanida causa fraqueza, fadiga, acidose lactica,
inibidor de alfa glucosidase pode causar diarreia enquanto tiazolidinedionas podem

aumentar o nivel de colesterol LDL.

2.3.2 Alternativas Terapéuticas

Os custos do DM afetam o individuo, a familia e a sociedade, porém néo sao
apenas econdmicos. Os custos intangiveis (p. ex., dor, ansiedade, inconveniéncia e
perda de qualidade e expectativa de vida) também apresentam grande impacto na vida
das pessoas com diabetes e seus familiares, o que é dificil de quantificar (Blaschke et
al., 2021).

O farmaco de primeira escolha para tratamento de diabetes mellitus tipo 2
(DM2), é a metformina, e vem sendo o anti-hiperglicemiante oral mais prescrito,
devido a apresentacdo relevante do aspecto de toxicidade o tornando benfeitor quanto
a sua eficécia clinica (Paiva Filho et al., 2021). A metformina consegue reduzir niveis

de glicose, 0 que resulta na diminui¢do da gliconeogénese hepatica, ajustando um
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declinio médio referente a niveis de insulina, promovendo a absor¢do de glicose no

musculo (Asenjo et al., 2020).

O cloridrato de metformina derivada guanidina, € composto por ativo da
Galega officinalis. Planta medicinal, que tem como sinonimia popular Lilac francés,
de utilizacdo por séculos na Europa como tratamento do diabetes desde a época
medieval (GRAHAM GG,et al., 2011).

No diabetes, existem algumas alternativas terapéuticas aléem da metformina,
que comprovadamente proporcionam alivio sintomatico e auxiliam na prevencao da
complicacdo secundaria da doenca. Espécies vegetais como Catharanthus roseus
(Nazarian-Samani et al., 2018), Fagonia cretica (Abbas et al., 2019), Ocimum sanctum
(Malapermal et al., 2017; Nazarian-Samani et al., 2018) tem ac¢des antidiabéticas por
mecanismos que envolvem a regeneracdo das células-B e reducdo da resisténcia a
insulina. Além de controlar o nivel glicémico no sangue, algumas plantas também
possuem atividade antioxidante capazes de promover a reducdo do colesterol
(Nazarian-Samani et al., 2018).

Das 200.000 espécies de plantas nativas do Brasil, estima-se que metade tenha
alguma finalidade terapéutica e que apenas 1% dessas espécies com potencial foi alvo
de estudos (Guimarées et al., 2021). Nesse contexto, 0 uso das plantas medicinais
passou a ser um recurso importante dos profissionais de saude, usuérios e gestores. O
Ministério da Salde criou a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares, além de criar a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos e o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Em 2008,
foi publicada a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do SUS
(RENISUS) abrangendo 71 plantas (Rodrigues, 2021).

Além das politicas publicas criadas pelo Ministério da Satde, ha ainda a RDC
n° 26/2014 que divide os produtos derivados de plantas em duas categorias, sendo a
primeira sobre os medicamentos fitoterapicos que devem apresentar seguranca e
eficAcia através de ensaios clinicos e, por segundo, 0s produtos tradicionais
fitoterapicos que poderdo ser registrados através da comprovacdo de tradicionalidade
(Brasil, 2014).
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2.3.3 Plantas medicinais

Durante seculos, muitas plantas foram consideradas uma fonte fundamental de
medicamentos antidiabéticos potentes. Em paises em desenvolvimento, particularmente,
as plantas medicinais sdo usadas no tratamento do diabetes mellitus para superar o alto
custo dos medicamentos convencionais para a populagdo (da Cruz Lima et al., 2020).
Hoje em dia, os tratamentos de doencas, incluindo diabetes, usando plantas medicinais
sdo recomendados porque essas plantas contém varios fitoconstituintes, como
flavonoides, terpendides, saponinas, carotenoides, alcaloides e glicosideos, que podem

possuir atividades antidiabéticas (Brito et al., 2020).

De acordo com o Ministério da Satde 2012, sdo consideradas plantas medicinais
todas as plantas frescas (in natura) que sdo coletadas no momento do uso, as plantas secas
que, apds coletadas, sdo estabilizadas que passem pelo processo de secagem
(permanecendo integras, rasuradas, trituradas ou pulverizadas) e que podem ser usadas
como chés caseiros e preparadas de modo artesanal no domicilio (Guimaré&es et al., 2021).

Nos dias atuais, quase todas as farméacias do mundo prescrevem remédios a base de
plantas. Existem paises (Reino Unido, (Pharmacopoeia, 2007) Rdssia, Alemanha
(Blumenthal, 1998)) que possuem farmaécias fitoterapicas separadas. A sua aplicacdo esta
alicercada nas experiéncias da medicina popular (medicina tradicional ou popular) ou nas
novas pesquisas cientificas e resultados experimentais (medicina convencional). Muitas
plantas medicinais sdo aplicadas por automedicacdo ou por recomendacdo de um médico
ou farmacéutico. Eles sdo usados de forma independente ou em combinac¢do com drogas
sintéticas (medicina complementar). Para uma terapia adequada e aplicada com sucesso,
o conhecimento do diagndstico preciso da doenca, bem como de plantas medicinais, ou
seja, o efeito farmacologico de seus componentes € essencial. Drogas vegetais e
fitopreparacgdes, mais comumente com componentes ativos definidos, agédo verificada e,
as vezes, eficacia terapéutica, séo aplicados como meios terapéuticos. No maior produtor
e consumidor europeu de preparag0es fitoterdpicas - Alemanha, a fitoterapia racional é
empregada, baseada em aplicacGes de preparagfes cuja eficiéncia depende da dose
aplicada e dos componentes ativos identificados, e sua eficacia foi corroborada por testes

experimentais e clinicos. Essas preparacdes foram fabricadas a partir de extratos de
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medicamentos vegetais padronizados e atendem a todos os requisitos de qualidade

farmacéutica dos medicamentos (Petrovska, 2012).

O maior desafio no controle do diabetes é a prevencdo de véarias complicacBes que
continuam sendo a principal causa de mortalidade relacionada ao diabetes. Além disso, a
durabilidade limitada a longo prazo da monoterapia e os efeitos colaterais indesejaveis
dos medicamentos antidiabéticos atualmente usados fundamentam a necessidade urgente
de novas abordagens terapéuticas (Franco et al., 2020; Kong et al., 2021). Os fitoquimicos
representam uma fonte rica de moléculas derivadas de plantas que sdo de importancia
fundamental para a identificacdo de compostos com potencial terapéutico (Kong et al.,
2021).

2.4 Bauhinia sp.

2.4.1 Caracterizacdo Botanica

O género Bauhinia dedicado aos irméos Bahuin, boténicos sui¢os do séc XVI,
esta incluido na familia Fabaceae de acordo com a lista de espécies da Flora do Brasil
(Vaz, 2010) (Fig. 8). A possui ampla distribuicdo incluindo cerca de 650 géneros e
aproximadamente 18000 espécies, representando uma das maiores familias de
angiospermas. No Brasil ocorrem 200 géneros e 1500 espécies. Recentes estudos
filogenéticos apontam reconhecimento de trés subfamilias monofiléticas em

Fabaceae: Caesalpinoidae, Cercidae e Mimosideae (Vaz e Tozzi, 2005).

Figura 8. Folhas jovens e adultas, ramo com inflorescéncia terminal de Bauhinia

cheilantha (Bong).

Fonte: Sobrinho, (2008).
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A Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud., comumente conhecida como mororé ou
pata-de-vaca, € uma leguminosa comum na Caatinga, que € o principal ecossistema
do semiérido brasileiro. A espécie possui importancia socioeconémica devido ao seu
valor forrageiro e medicinal (Gutiérrez et al., 2021). Dentro do género Bauhinia
encontra-se entre as mais abundantes espécies vegetais utilizadas na medicina
popular em vérias regides do mundo, incluindo Africa, Asia, América Central e do
Sul e de forma mais representativa em areas tropicais. No Brasil, diversas espécies
de Bauhinia sdo usadas pela populacdo com finalidade terapéutica, sendo as mais
comuns hipoglicemiantes, antidiabéticas (Cechinel Filho, 2009; Yadava and
Tripathi., 2007; Pinafo et al., 2019), diuréticas e atuantes no controle do colesterol
(Oliveira et al., 2005; De Sousa et al., 2004; Lino et al., 2004; Lim et al., 2006;
Lemus, et al., 1999; Ramos et al., 1992). Além de inseticida (Macedo et al., 2007) e
antimalarica (Mufoz et al., 2000; June H, et al, 1996; Yadava and Tripathi., 2007).

2.4.1 Fitoquimica

Estudos fitoquimicos apontam que espécies do género Bauhinia apresentam
alcaldides, taninos, mucilagens, 6leos essenciais, heteroglicosideos, cianogénicos,
catecol e acidos volateis fixos (Gul et al., 2021). Os flavonoides compdem um grupo
economicamente importante, sendo utilizados nas industrias alimenticia, quimica e
farmacéutica, esses compostos possuem uma serie de propriedades medicinais e,
muitas destas, estdo sendo testadas empiricamente como atividade anti-inflamatoria,

antimicrobiana, antioxidante, hipocolesterolemiante.

Espécies do género Bauhinia biossintetizam alcal6ides (Maia Neto et al., 2008),
bibenzil (Boonphong et al., 2007; de Sousa et al., 2016b; Gois et al., 2017),
cianoglicosideos (de Almeida et al., 2017), lactonas (de Almeida et al., 2017),
derivados de oxepina (Pettit et al., 2006; Gais et al., 2013; de Sousa et al., 2016b),
esterdides (de Sousa et al., 2016b; Géis et al., 2017), terpenos (de Sousa et al., 2016b;
Gois et al., 2017), e especialmente flavonodides (Cechinel Filho, 2009), e exibem
efeitos bioldgicos relevantes, como analgésicos (Panda et al., 2015; Al-Sayed and
Abdel-Daim, 2018), antipirético (Panda et al., 2015), anti-inflamatorio (Panda et al.,
2015; Al-Sayed e Abdel-Daim, 2018), antimicrobiano (Boonphong et al., 2007; Panda
etal., 2015; Chew et al., 2018), antioxidante (Panda et al., 2015; Pinafo et al., 2019),
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antiprotozoario (Boonphong et al., 2007; Garbi et al., 2017), citotoxico
(Yuenyongsawad et al., 2013; de Sousa et al., 2016b; Gois et al., 2017; Silva et al.,
2020); hipoglicémico (Cechinel Filho, 2009; Pinafo et al., 2019) e larvicida contra
Aedes aegypti (Gois et al., 2011; Gois et al., 2013; Barbosa et al., 2014; de Sousa et
al. 2016a; Silva et al., 2020).

2.4.2 Toxicologia

Estudos detalhados sobre possiveis efeitos toxicos presentes no género Bauhinia
mostram que a presenca das lectinas é deletéria ou toxicos aos animais e ao homem
(Liener, 1994). As lectinas sao resistentes ao tratamento térmico, necessitando de um
tempo ou temperatura maiores para a degradacdo completa. Coelho et al. (2001),
demonstraram uma possivel inibicdo de peroxidase tiredidea pelo extrato de B.
forficata. Sugerindo que o consumo crénico poderia levar ao hipotiroidismo e a
formacdo de bdcio endémico. Torna-se essencial que todas as fontes potenciais de
alimento sejam examinadas quanto a sua possivel toxicidade (Sousa et al., 2020).
Com relacéo a B. cheilantha n&o possui relatos na literatura que possam comprovar

sua seguranca toxicoldgica.
2.4.3 Atividades farmacologicas apresentadas pelas plantas do género Bauhinia

Compostos isolados da Bauhinia manca apresentaram significativa atividade
antifungica contra as espécies Botrytis cinerea, Claviceps viridis, Coprinus cinereus,
Rhizoctonia solani e Saprolegnia asterophora. Os compostos com maior atividade
foram  (2S)-7,4-dihidroxiflavona,  (2S)-4-hidroxi-7-metoxiflavona,  (2S)-7,3-
dimetoxi4-hidroxiflavona e (2S)-4-acetoxi-7,3-dimetoxiflavona (Achenbach et al.,
1835).

Os extratos hidroalcodlicos e de acetato de etila (10 mg/kg) das folhas, caules,
cascas e raizes de B. splendens apresentaram consideravel efeito analgésico quando
analisados no modelo de dor causado pelo acido acético 0,6% em camundongos,
sendo mais eficazes do que a aspirina e o paracetamol, dois farmacos amplamente

utilizados na clinica (Cechinel filho et al., 1995).

Efeito antinociceptivo e anti-hiperalgésico do extrato hidroalcodlico obtido de

partes aéreas de B. microstachya nos modelos de dor induzida pela injecdo
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intraplantar de capsaicina (CAP) e intraperitoneal de acido acético em camundongos
e na hiperalgesia induzida pela injecdo intraplantar de diversos agentes flogisticos,
como a carragenina (CAR), bradicinina (BK), capsaicina (CAP), substéncia P (SP) e
adrenalina (ADR). O extrato obtido de B. microstachya apresentou significativo efeito
antinociceptivo quando analisado na nocicepcdo quimica induzida pela capsaicina e
pelo &cido acético em camundongos. Além disso, 0 extrato desta planta também
apresentou importante reducdo da hiperalgesia induzida por CAR, BK, CAP, SP e
ADR em ratos, substancias estas envolvidas na transmissdo da dor. (Schmeling et al.,
2000).

Bauhinia cheilantha, é apresentada na literatura com propriedades
antiinflamatdrias, antidiabéticas, sedativas, antiparisiticas, digestivas e expectorantes
as partes aéreas da planta (Lorenzi e Matos, 2008), e como tal, sua atividade
antinociceptiva foi comprovada cientificamente (Silva et al., 2005). Todavia, ainda
sd0 escassos 0s estudos que investiguem sua atividade bioldgica. Por exemplo, o
efeito hipoglicemiante da fracdo metanolica do extrato foliar foi testado em ratos

diabéticos induzidos por aloxano (Almeida et al., 2006).

No Brasil, plantas pertencentes ao género Bauhinia sdo relatadas como
importantes agentes antidiabéticos; as folhas e casca dessas plantas séo utilizados em
diferentes fitopreparacGes para baixar niveis de glicose (da Silva e Cechinel Filho,
2002; Cavalcanti e Favoreto, 2005; Mali et al., 2007). Porém, o uso das plantas através
da medicina popular ndo é suficiente para que ocorra a validacdo destas como seguras
e eficazes. Neste sentido, os estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos sao necessarios
para que ocorra a pesquisa entre dose/ risco/ beneficio do seu uso (Almeida et al.,
2009). Espécies consideradas toxicas produzem metabdlitos secundarios que pela
inalacdo, ingestdo ou contato podem causar alteraces patoldgicas em homens e
animais e, em alguns casos, pode levar a sérios distirbios no organismo e até mesmo
0 Obito (Vasconcelos et al., 2009; Jesus & Suchara, 2013).
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OBJETIVOS
3.4 GERAL

Elaborar uma revisdo sistemética da literatura sobre o uso de espécies do género
Bauhinia utilizadas no tratamento do diabetes mellitus, assim como avaliar a toxidade
oral aguda e de doses repetidas por 28 dias, atividade antidiabética, antihiperlipidémica e
antioxidante do extrato hidroalcodlico das folhas de Bauhinia cheilantha (HaEBcl) em
ratos.

3.5 ESPECIFICOS

a) Realizar uma revisdo sistematica do uso do género Bauhinia no tratamento do
DM;

b) Identificar as principais fontes de heterogeneidade no efeito do tratamento do
género Bauhinia sobre a diabetes experimental.

c) Determinar o perfil fitoquimico preliminar do HaEBcl;

d) Awvaliar os efeitos hemoliticos e antioxidante in vitro do HaEBcl:

e) Avaliar a toxidade in vivo oral aguda e de doses repetidas do HaEBcl em
camundongos;

¢) Quantificar o efeito do HaEBcl na glicemia pés-prandial, ganho ponderal, volume

urinario, ingestdo alimentar e hidrica, massa de tecido muscular esquelético e adiposo

branco retroperitoneal e epididimal de ratos diabéticos;

d) Determinar os niveis de glicogénio hepatico em ratos diabéticos tratados com o

HaEBcl;

e) Quantificar o perfil bioquimico (alanina aminotransferase e aspartato

aminotransferase, globulina, glicemia, hemoglobina glicada, fosfatase alcalina,

Gama-GT, glicosuria, lactato, ureia, creatinina, albumina, bilirrubina, acido Urico e

proteinas totais) em ratos diabéticos tratados com o HaEBcl,

f) Determinar o perfil lipidico (colesterol total, HDL-C, LDL-C e triglicérides e

glicerol) em ratos diabéticos tratados com o HaEBcl,;

g) Avaliar os niveis de malondialdeido (MDA), nitrito, proteinas carboniladas, niveis

de glutationa reduzida e oxidada, assim como a atividade das enzimas antioxidantes

superdxido dismutase (SOD) e catalase em ratos diabéticos tratados com o HaEBcl;
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CONCLUSOES GERAIS

A administragdo oral aguda e subcronica de extratos de folhas de Bauhinia
cheilantha (HaEBcl) em camundongos ndo produziu nenhum sinal de toxidade oral aguda
(in vitro e in vivo) e sub-aguda em camundongos. O valor estimado da DL50 de HaEBcl
é superior a 2.000mg / kg em doses agudas orais e superior a 1.000mg / kg em doses
subcronicas orais para camundongos fémeas e machos. Em geral, HaEBcl pode ser
classificado como seguro, com uma ampla margem de seguranca toxicoldgica.

O HaEBcl tem acdes antidiabéticas, antihiperglicemiante e antihiperlipidémicas,
provavelmente por agBes semelhantes & insulina no controle do metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas. Além disso, este extrato teve acOes hepatoprotetora,
além de contribuir para reducdo do intenso estresse oxidativo tipico do DM. O estudo
mostrou que B. cheilantha pode ser um potencial agente terapéutico ou um suplemento

dietético para hiperglicemia associada a complicacfes diabéticas.
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ANEXO A- Bauhinia genus: Biochemistry on the antihyperglycemic and dyslipidemic

effect, cross-sectional study and meta-analysis.

Alanne Lucena de Brito'", Widarlane Angela da Silva Alves?, Eduardo Carvalho Lira®.

Abstract

Genus Bauhinia, is used in traditional medicine as a hypoglycemic. Given its high
empirical use for therapeutic purposes allied to the high interest in research with plants
of this genus, this work aimed to carry out a systematic review of the genus Bauhinia,
seeking evidence-based information on the influence of the use of this plant in culture.
Glycemic and lipid profile in experimental models in vivo, based on a secondary survey
of experimental studies carried out and published on species of this genus. A strategic
search was established and a total of 109 articles were found in the search, after excluding
duplicate articles and applying the inclusion criteria, only 16 were evaluated in detail.
Glucose dosage was the most performed biochemical determination, found in 93% of the
studies. Most articles confirmed the hypoglycemic action of B. forficata and Bauhinia
variegata preparations. As for the influence on lipid parameters, there were conflicting
results and, as for oxidative stress, few articles on the subject were found, but the results
indicated that the use of the ethanol extract of Bauhinia variegata affects the oxidative
profile in diabetic animals. Furthermore, it was possible to identify the main sources of
effect size heterogeneity, which were pointed out by assays of aspartate aminotransferase,
urea, total cholesterol, and triglycerides. Thus, it was possible to demonstrate the

pharmacological potential of these plant species.

Key-words: Diabetes; Phytochemical; Bauhinia sp; Biochemical profile.

Introduction

Diabetes mellitus (DM) is characterized by persistent hyperglycemia, which is due
to compromised insulin synthesis by beta cells of the pancreatic islet and/or loss of insulin
action in the target tissue (Barbosa et al. 2018). DM is a major health issue which reached
alarming levels. Nowdays, around 463 million people globally were diagnosed with DM
in 2019 and this is predicted to increase to 700 million by 2045 (IDF, 2019) Chronic

complication of DM are caused largely by persistent hyperglycemia-induced cellular and
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molecular impairment associated to macrovascular (cardiovascular disease) and
microvascular complication (renal failure, neuropathy and retinopathy), which are
leading cause of morbidity and mortality in diabetic patients (Cole and Florez, 2018).
However, there are many agents now available to glycemic control, its use has been
limited by side effects of medicines. In light of that, the use of plants as functional food
or alternative medicines has been widely accepted to prevent and treat DM (Chatterjee et
al., 2017, Thaipitakwong et al. 2018).

Nowadays, various synthetic drugs with antidiabetic effects are used in clinical.
However, these drugs can cause various undesirable side reactions, including weight gain,
hypoglycemia, fluid retention, and heart failure, which limit their applications (Becculti et
al., 2017). Numerous of evidences have indicated that herbal medicines and their active
ingredients possess anti-diabetics properties with fewer toxicity and adverse effects (Xu
etal., 2018).

Complementary and alternative medicine (CAM) has been increasingly used to
treat chronic diseases, including a DM (Nazarian-Samani et al., 2018). In this context,
traditional herbal medicine is used across the world for disease treatment. The World
Health Organization has recommended that clinicians use plant-based drugs to treat DM
and its complications.

Self-care practices relevant to self-management of diabetes include adherence to
prescribed treatment and clinical management plans, adopting a healthy lifestyle and
having a balanced diet (Abdulaziz et al., 2021). In addition, many patients also use
complementary and alternative medicine (CAM) (Chang et al., 2007). The WHO defines
CAM as a ‘broad set of health care practices that are not part of that country’s own
tradition or conventional medicine and are not fully integrated into the dominant health-
care system’ (WHO, 2018).

Bauhinia is a genus of about 200 species that can be found in tropical regions all
around the world. Almost all of its organs are used to treat various diseases, such as
diabetes and asthma. It is estimated that by 2030, the global population will reach
approximately 700 million due to diabetes (IDF, 2019).

Its botanical parts have several biological and therapeutic properties (anti-
inflammatory, anti-diabetic, hematinic, immunomodulatory, hemagglutinating,

antitumor, antimicrobial, hepatoprotective, antibacterial and antiulcer activity) (Kumar et
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al., 2020). The flowers of the Bauhinia variegata are commonly used for making pickles
since it has a unique property that makes them rich in various nutrients such as fat, protein,
and oils. e.g (Sharma, et al., 2020).

Bauhinia species are often used in folk medicine to treat type-2 diabetes (Correa,
1984). Bauhinia forficata Link, popularly known in Brazil as "Brazilian Orchid-tree" is a
Brazilian native plant and the tea prepared with their leaves has been extensively used in
the Brazilian traditional practices for the diabetes treatment (Russo et al., 1990; Cechinel,
2000; Ferreres et al., 2012).

However, Bauhinia genus constitutes a promising source for obtaining
biopharmaceuticals derived from the production of secondary metabolites of the plant
species and/or its endophytic micro-organisms, with biological activities of interest,
including anti-inflammatory, antinociceptive activity (Koga et al., 2021). It is necessary
to know the research that deals with the main characteristics and its micro-organisms,
such as botanical, ethnopharmacological, and phytochemical studies, aiming to guide

future biological tests on the bioactive action this plant.

Methods

This systematic review was registered on International prospective register of systematic
reviews (PORSPERO) guidelines and checklist (Higgins et al., 2021). A protocol was
developed as per the SYRCLE protocol guideline.

Data sources and search strategy

The PubMed, Web of Science, Science direct, SCIELO, Google Scholar and PROSPERO
databases were searched along the entire timeline. Open Gray was searched for gray
literature. Search terms and an example search strategy are listed in Supplemental Table
1. The review was restricted to studies published in English. Studies that focused on the
experimental approach with streptozotocin induction. Variations of the following
descriptors were used: SCI1: Bauhinia Genus; SC2: Diabetes’s disease; SC3:

Experimental models; (SC4: postprandial glucose).

Study selection
Screening and selection were performed independently by two reviewers and in three

phases. Titles and abstracts were selected for inclusion of possible relevant studies,
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followed by evaluation of full texts for eligibility. Reference lists of included studies were
selected. Whether a title was considered relevant; the study was manually searched and
the abstract examined. All triage met the search strategy criteria listed in supplemental
table 2.

Data extraction and quality assessment

Data on study characteristics, prevalence of animal use (rats, mice), as well as plant
species used were extracted. Two reviewers independently assessed the quality of
included studies using the quality assessment tool based on the SYRCLE risk of bias tool
for animal studies. Quality assessment in the included studies focused on three fields:
clarity of inclusion criteria and study design and sampling, adequacy of approaches to
data collection and analysis, and measurement of results. Included studies were
considered "high quality™ if quality criteria were met for at least 7 items, "low quality"
for <2 scores (Sterne et al., 2019: Higgins et al., 2010). All studies were included
regardless of their quality.

Data synthesis and analysis

A quantitative synthesis of aggregated level data on prevalence was carried out.
Study-specific results were reported as percent prevalence with exact 95% confidence
intervals (95% CI). When sufficient data were available for within-study comparisons of
prevalence between dichotomous groups, e.g., Glucose, then relative prevalence ratios
(PR) along with 95% confidence intervals were calculated. Meta-analyses of proportions
and PRs were performed using random-effects meta-analysis models for all endpoints
with the Dersimonian-Laird estimator. Heterogeneity was assessed using the 12 statistic,
the between-study standard deviation and calculation of 95% prediction intervals (95%
Prl) for prevalence in a new study Higgins et al., 2003: Higgins et al., 2009). Data are
presented in forest plots that include combined estimates where appropriate. All analyzes

were performed R statistical software (version 3.5.1, Vienna, Austria).

Results

A total of 27,265 exclusive titles were selected, of which 30 articles met the inclusion
criteria (Fig. 1). After applying the quality assessment, the studies fell into these
categories (8 high quality studies, 22 moderate quality studies, and no low-quality

studies). Details of the critical evaluation results are available in Supplementary Table 2.



Study characteristics

The studies included originate from 4 different animal species. Most experiments were
recruited to the wistar rats. Fifteen of the studies involved treatment with the leaf or bark
of the plant in question. The studies included only DMT2 experiments, and five studies

used glibenclamide as a positive control, in beyond to metformin and glipizide (Table 2).

Fig 1. Flow diagram of inclusion criteria.
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These studies were conducted in different experimental models and using different
extractive methods. However, leaves were the most used part of the plant in most

experiments. This reflects the fact that the plant genus is widely used empirically by the
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Popular knowledge about the use of this plant as an adjunct in the treatment of
diabetes motivated the studies found in the literature. Table 1 shows the studies that
evaluated various biochemical parameters in response to the use of the genus Bauhinia in

different experimental models.

Quality assessment of articles

Table 1 shows the evaluation of the articles according to the points highlighted by
West (West et al.,, 2002). The evaluation of quality criteria for methodological
deficiencies in some articles, including: possibility of data extraction (all articles included
in the review); experiments not performed on animals (Caro-Ordieres et al., 2020);
Review articles (Abdulaziz et al., 2021; Becculti et al., 2017; Belete, 2020; Chang et al.,
2017; Ercole et al., 2014; Higgins et al., 2019); The level of agreement among reviewers
regarding data extraction analysis and risk of bias was Substantial agreement (Kappa:
0.6350) (Landis and Koch, 1977).



Table 1. Characterization of studies according to evaluation criteria highlighted by West et al. (2002).

DOMAINS
Autor/Year Seq uen-ce Baselil?e | Exposu r-e/ Rand-om Incomplete Statistic_al Results
generation  characteristics Intervention housing outcome data Analysis
Kullarni, 2020 O @ o o @ o
Kullarni, 2016 . . . . . .
Tripathi, 2019 @ O O O o @
Pepato, 2002 O ® o O @ o
Cunha, 2010 @ O O O o @
Camaforte,2019 . . . . . .
Kullarni, 2015 @ - @ © O ©
Kumar, 2017 @ O O O o @
Brahmachari,2015 . . . . . .
Thiruvenkatasubramaniam, o o o - @ @
2010

Tiwari, 2014 O - @ @ @ o
Salgueiro, 2015 O O ® © O @




Pepato, 2004
Sanad, 2012
Narayan, 2012
Pinheiro, 2017
Hado, 2021
Das, 2012
Gurjar, 2018
Brito, 2020
Hago, 2019
Elbanna, 2017
Franco, 2020
Padgaonkar, 2018
Gupta, 2015
Denis, 2018
Pahwa, 2012
Abdel-Halim, 2020
Filho, 2009
Kour, 2021

60




*.:Yes;

=Partial; . =No information. Kappa: 0. 6350.
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Table 2. Study characteristics
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Part
Vegetal of (N Animal &/ Weigh Induction
Author, year Journal _ Groups _
specie the ) specie Q t dose
plant
) South African B.variegat leave C, DM, Dose 250,500 e Sprague 200- 55mg/kg
Kullarni, 2020 7 4
Jour. of Botany a S 1000mg/kg. Dawley 2209 STZ
55mg/kg-
) o C, DM Dose 250, 500 e
_ Biomedicine & B. leave Sprague 180- DM1/
Kullarni, 2016 _ 6 1000mg/kg, DM + 4
Pharmacotherapy variegata S linizid Dawley 200g HFD35mg/k
ipizide.
P g DM2
Biocatalysis and _ C, DM, metformin 100
_ ) ) B.variegat leave ] 150- 50mg/kg
Tripathi, 2019 Agricultural 6 mg/kg, Dose 200mg/kg, Wistar &
] a S 200g STZ
Biotechnology 400 mg/kg
Jour. of
B. C, DM, Dose 35.29/7.8 ) 144- 40mg/kg
Pepato, 2002 Ethnopharmacolo ) leave ? Wistar &
forficata mi/100 g 1609 STZ

gy
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Kumar, 2017

Brahmachari, 2015
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bark
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International Jour.
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Vegetal species characteristics

Health benefits of dietary flavonoids, including the management of obesity, and
diabetes mellitus, are widely known (Caro-Ordieres et al., 2020). In the Bauhinia genus
it is possible to identify different classes of metabolites of medicinal interest, including
terpenes, steroids, alkaloids and especially flavonoids. As noted, B. forficata, B. racemosa
and B. variegata are the most frequently studied plants in different parts of the world.
Although their phenolic metabolites, in particular flavonoids, seem to be the main active
principles detected in these plants, the components responsible for the medicinal

properties of another Bauhinia spp. are yet to be determined.

Biochemical parameters

The results of the glycemic parameters showed that the use of aqueous, hexane
and hydroalcoholic extracts, the n-butanol, benzene and chloroform fraction of different
species of the genus Bauhinia, was able to reduce the hyperglycemic state in rats and
mice, demonstrating the ethnopharmacological value. of this genus for this purpose.
Figure 2 shows the potential for heterogeneity of post-pandrial glycemia of different
species of the genus Bauhinia per study. The significant heterogeneity (p< 0.01) was
favorable to the treatment (Q = 0.01, df =2, p = 0.99, 12 = 99%), with the exception of the
study by Pepado et al., (2004), which did not present statistical difference in relation to
the diabetic group. The estimate of the overall effect of the studies was observed with the
mean difference between groups of -84.84 for the fixed model and -82.41 for the random

model.

Fig 2. Forest plot showing postprandial glycemia from treatment with different species

of the genus Bauhinia in an experimental model of Diabetes.

Experimental Control Weight Weight
Study Total Mean SD Total Mean SD Mean Difference MD 95%-Cl (fixed) (random)
Kullarni, 2016 6 309.60 15.8200 6 423.51 14.2200 —— i -113.91 [-130.93; -96.89] 1.1% 16.3%
Tripathi, 2019 6 90.00 6.9200 6 22450 145400 — ¢ -134.50 [-147.38;-121.62] 1.9% 16.9%
Kumar, 2017 6 13470 1.5800 6 197.76 2.9700 i -83.06 [-65.75; -60.37] 44.5% 17.6%
Thiruvenkatasubramaniam, 2010 6 128.42 20.1800 6 208.16 17.3800 e -79.74 [-101.05; -58.43] 0.7% 15.6%
Tiwari, 2014 6 10532 26200 6 208.16 1.7400 -102.84 [-105.36;-100.32] 50.9% 17.6%
Pepato, 2004 10 373.80 17.9000 10 369.90 26.7000 3.90 [-16.02; 23.82] 0.8% 15.9%
Fixed effect model 40 40 -84.84 [-86.64; -83.05] 100.0%

Random effects model -82.41 [-107.27; -57.56] - 100.0%

Heterogeneity I° = 99%, ° = 910.1589, p < 0.01

-100 -50 0 50 100
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The treatment of diabetic rats with different extracts from species of the Bauhinia
genus not only reduced plasma glucose, but also the levels of transaminases, alkaline
phosphatase, total proteins, urea and creatinine, which demonstrates a reduction in
problems related to carbohydrate and protein metabolism, common in conditions of
hyperglycemia, suggesting a possible clinical application of this genus for the treatment
of diabetes (Damasceno et al., 2004; Lino et al., 2004; Pepato et al., 2002; Curcio et al.,
2012).

Discordant results were found by (Tiwaria et al., 2014; Thiruvenkatasubramaniam
and Jayakar, 2010; Kulkarni et al., 2016; Kulkarni et al., 2015; Gurjar et al., 2018) who
showed no reduction in albumin and protein levels total after treatment with ethanolic and
aqueous extract of the species B. Tomentosa and B. variegata. This fact can be explained
by factors such as the experimental protocol used, the methodology for obtaining extracts,
the environmental, seasonal and collection conditions of the plants, in addition to their
cultivation and storage. All these factors can qualitatively and quantitatively influence the
presence of metabolites characteristic of the genus, important for the development of
pharmacological action, such as flavonoids, tannins and phenolic compounds (Silva et
al., 2002; Pepato et al., 2010; Souza et al. al., 2010).

Estimates of the effect of biochemical parameters were broadly consistent across
all analyzed groups (Fig 3). Studies (Kulkarni et al., 2015; Kulkarni et al., 2016; Gurjar
et al., 2018) that reported improvement in liver damage after treatment with B.variegata,
where alanine aminotransferase and aspartate aminotransferase have a favorable effect
for the treatment (Random MD-3.73; 95% CI -6.03; -1.43 and Random MD-17.88; 95%
Cl -22.29; -6.71, respectively). Similar effect was shown for creatinine and urea
parameters (random MD-0.12; 95% CI -0.13; -0.10 and random MD-8.07 95% CI -9.21;
-6.92, respectively).

The evaluation of the heterogeneity of the studies showed that the use of species
from the genus Bauhinia can improve lipid metabolism Tiwaria et al., 2014;
Thiruvenkatassubramaniam and Jayakar, 2010; Pepato et al., 2002; Tripathi et al., 2019;
Camaforte et al., 2019; Kulkarni et al., 2016; Gurjar et al., 2018). The overall effect of
total cholesterol levels is favorable for treatment (adjusted MD -20.51; 95% CI -21-77; -
19.25). Likewise, in triglyceride levels (adjusted MD 18; 95% CI 16.59; 19.41). However,
Tiwaria et al., (2014), Thiruvenkatasubramaniam and Jayakar (2010) and Kulkarni et al

(2016), showed a reduction in high-density lipoprotein (HDL) cholesterol levels.
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Fig 3. Pooled mean differences for results of alanine aminotransferase-ALT,

aspartate aminotransferase-AST, alkaline phosphatase-ALP, total protein-PT, aloumin-

ALB, creatinine-CR, urea-UR, total cholesterol-CT, triglycerides-TG and high-density

lipoprotein-HDL cholesterol.

01 Biochemical parameters

ALT Experimental Control Weight Weight
Study Total Mean SD Total Mean sD Mean Difference MD 95%-Cl (fixed) (random)
Kulkarni, 2015 5 68.73 3.8900 5 7266 2.7100 ——‘,——‘ -393 [-8.09; 0.23] 30.7% 30.7%
Kulkarni, 2016 6 70.02 3.9000 6 73.66 2.9500 ; r -364 [-7.55; 0.27] 346% 34.6%
Gurjar, 2018 6 70.02 3.9000 6 73.66 2.9500 — s -364 [7.55; 0.27] 346% 346%

]
Fixed effect model 17 17 é -3.73 [-6.03; -1.43] 100.0% -
Random effects model —_— -3.73 [-6.03; -1.43] - 100.0%
Heterogeneity: =0%,*=0,p =099
5 0 5
AST
Experimental Control Weight Weight
Study Total Mean SD Total Mean SD Mean Difference MD 95%-Cl (fixed) (random)
Kullarni, 2015 6 226.50 8.4400 6 251.30 7.0900 —+— -2480 [-33.62,-15.98] 24.9% 25.0%
Tripathi, 2019 6 226.50 8.4400 6 251.30 7.0900 —+— -2480 [-33.62;-15.98] 24.9% 25.0%
Kulkarni, 2016 6 228.90 8.4100 6 24990 7.0800 —+— -21.00 [-29.80;-12.20] 25.1% 25.0%
Gurjar, 2018 6 248.90 8.4100 6 249.90 7.0800 —a -1.00 [-9.80; 7.80] 25.1% 25.0%
Fixed effect model 24 24 e -17.88 [-22.29; -13.48] 100.0% -
Random effects model —— -17.90 [-29.08; -6.71] - 100.0%
Heterogeneity: 1> = 85%, t° = 110.1283, p < 0.01
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Experimental Control Weight Weight
Study Total Mean SD Total Mean SD Mean Difference MD 95%-Cl (fixed) (random)

Kulkarni, 2015 5 152.20 4.9100 5 83.06 3.6900 =+ 69.14 [63.76,74.52] 23.9% 33.3%

Kulkarni, 2016 6 154.50 4.8600 6 167.80 2.1800 -13.30 [-17.56;-9.04] 38.1% 33.3%

Gurjar, 2018 6 154.50 4.8600 6 167.80 2.1800 -13.30 [-17.56;-9.04] 38.1% 33.3%

Fixed effect model 17 17 6.37 [ 3.74; 9.00] 100.0% -

Random effects model 14.15 [-35.05; 63.35] - 100.0%

Heterogeneity: /° = 100%, ° = 1884.6988, p < 0.01
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Experimental Control Weight Weight
Study Total Mean SD Total Mean SD Mean Difference MD 95%-Cl (fixed) (random)
Kulkarni, 2015 5 7.83 0.1900 5 6.70 0.1500 —'— 1.13 [0.92;1.34] 44.0% 28.9%
Kulkarni, 2016 6 7.79 0.1100 6 6.67 0.3500 —#— 112 [0.83;1.41] 23.0% 25.7%
Camaforte, 2019 8 5.60 0.5000 8 5.30 0.4000 - il 0.30 [-0.14,0.74] 10.1% 19.8%
Gurjar, 2018 6 7.79 0.1100 6 6.57 0.3500 *f—'— 122 [0.93;1.51] 23.0% 25.7%
Fixed effect model 25 25 <l> 1.06 [0.92; 1.21] 100.0% -
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Experimental Control Weight Weight
Study Total Mean SD Total Mean SD Mean Difference MD 95%-Cl (fixed) (random)
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Kulkarni, 2016 6 44.56 1.4100 6 51.52 1.9800 = -6.96 [-8.90;-5.02] 34.7% 33.7%
Gurjar, 2018 6 44.56 1.4100 6 51.52 1.9800 = 696 [-8.90;-502] 347% 337%
i
Fixed effect model 17 17 <l> -8.07 [-9.21;-6.92] 100.0% -
Random effects model e e -8.14 [-10.45; -5.83] --  100.0%
Heterogeneity: 1> = 75%, t° = 3.1497, p = 0.02
-10 5 0 5 10
CR
Experimental Control Weight Weight
Study Total Mean SD Total Mean sD Mean Difference MD 95%-Cl (fixed) (random)
Kulkarni, 2015 5 0.82 0.0200 5 0.95 0.0200 _'._ -0.13 [0.15;-0.11] 375%  37.5%
Kulkarni, 2016 6 0.84 0.0250 6 09500230 —+ -0.11 [0.14;-0.08] 312% 31.2%
Gurjar, 2018 6 0.84 0.0250 6 096 0.0230 — -0.12 [0.15;-0.09] 312% 31.2%
1
1
Fixed effect model 17 17 <> -0.12 [-0.13; -0.10] 100.0% -
Random effects model < -0.12 [-0.13; -0.10] - 100.0%

Heterogeneity: I° = 0%, > =0, p = 0.50
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Fig 4. Pooled mean differences for Lipid Profile results for total cholesterol-TC,

triglycerides-TG, and high-density lipoprotein-HDL cholesterol.

02 Lipid profile

CT
Experimental Control Weight Weight
Study Total Mean SD Total Mean sD Mean Difference MD 95%-Cl (fixed) (random)
Tiwaria, 2014 6 129.46 5.1400 6 144.79 11.2500 ——;—*— -15.33 [-25.23; -543] 16% 13.4%
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Pepato, 2002 10 54.30 28000 10 56.10 26000 i -1.80 [-4.17, 057]) 283% 145%
Tripathi, 2019 6 90.50 1.8700 6 130.50 3.0200 + il -40.00 [-42.84;-37.16] 19.7% 14.5%
Camaforte, 2019 8 7270 7.4000 8 103.00 55000 ——ii -30.30 [-36.69;-2391] 39% 141%
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Experimental Control Weight Weight
Study Total Mean SD Total Mean SD Mean Difference MD 95%-Cl (fixed) (random)
Tiwaria, 2014 6 127.82 6.9300 6 269.30 13.5900 —+ -141.48 [-153.69;-129.27] 1.3% 16.6%
Thiruvenkatasubramaniam, 2010 6 110.22 2.4800 6 2567 1.1600 8455 [ 8236, 86.74] 41.3% 16.7%
Pepato, 2002 10 6060 7.5000 10 8550 13.3000 -2490 [-34.36; -1544] 22% 16.6%
Tripathi, 2019 6 93.33 1.5100 6 153.00 3.3500 5967 [-6261; -56.73] 229%  16.7%
Kulkarni, 2016 6 88.50 3.2300 6 105.10 2.8000 -16.60 [-20.02; -13.18] 17.0% 16.7%
Gurjar, 2018 6 88.50 3.2300 6 7541 3.1500 1309 [ 948; 16.70] 152%  16.7%
Fixed effect model 40 40 18.00 [ 16.59; 19.41] 100.0%

Random effects model -24.03 [-82.05; 33.99] - 100.0%

Heterogeneity: /° = 100%, +=5246 6540, p =0
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Experimental Control Weight Weight
Study Total Mean SD Total Mean SD Mean Difference MD 95%-Cl (fixed) (random)
Tiwaria, 2014 464 2.3900 6 22.69 2.5800 5—*— 1195 [9.14,1476) 102% 327%
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Thiruvenkatasubramaniam, 2010 6 42.46 2.9800 6 2567 1.1600
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i T+ 1679 [14.23,19.35] 124%  33.0%
Kulkarni, 2016 1.37 0.8200 6 25.16 0.9800 i

621 [519;,723] 774% 343%

Fixed effect model 18 18 S 8.10 [7.20; 9.00] 100.0% -
Random effects model —=—"—== 11.58 [4.74;18.42] - 100.0%
Heterogeneity: /° = 97%, t° = 35.1917, p < 0.01
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Discussion

This study provides up-to-date data on the global prevalence of the use of plants
of the genus Bauhinia in experimental models of diabetes, as reported in the peer-
reviewed research literature. Data suggest that groups treated with different extracts and
species of this genus improve hyperglycemia and dyslipidemia. However, it was not
possible to stratify the results of oxidative stress in relation to diabetes, due to the lack of
studies that adequately addressed this issue. Except for the largest study (Kulkarni et al,
2020) the only study in which oxidative stress was addressed according to the inclusion
criteria for this review.

These findings that the genus Bauhinia has an antidiabetic effect are not
surprising. However, this meta-analysis provides an opportunity to systematically
estimate the associated absolute and relative effect of these results. One finding that is
potentially counterintuitive is that lowering HDL cholesterol compared to diabetics is not

a good result when considering the risk of dyslipidemia and cardiovascular disease, which
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often accompany patients with diabetes, but more studies are needed to assess these
parameters, since there are few articles about it and the results show divergences.

The number of type 2 diabetes cases included in our analysis contributed to the
heterogeneity, where it was possible to identify the main sources of effect size
heterogeneity, which were pointed out by assays of aspartate aminotransferase, Urea, total
cholesterol, and triglycerides.

The resolution of metabolic changes after treatment with species of the genus
Bauhinia may provide an opportunity to test the effectiveness of interventions for the
primary prevention of type 2 diabetes with changes in diet and lifestyle, and the
introduction of treatments to prevent or delay the onset of type 2 diabetes. (Narayan et
al., 2012). The effectiveness and cost-effectiveness of interventions would need to be
tested in clinical trials. In this way, the treatment of diabetes with medicines of plant
origin proved to be much safer than synthetic drugs. Furthermore, they are an integral
part of many cultures around the world and have gained importance in recent years. India
has a rich history of using various potent herbs and herbal components to treat various
ailments (Verspohl, 2002).

Conclusions

The present review showed that knowledge of popular origin about medicinal
plants is, today, the object of study of several studies, in particular, as a therapeutic
alternative for prevalent chronic diseases such as DM. It was observed that several plants
widely cultivated in the Brazilian territory have their hypoglycemic effects proven or
under analysis, in addition to possible actions on factors secondary to DM, such as
oxidative stress and its complications in various organic systems.

However, it was concluded that there is still a long way of research in order to
understand more deeply the components of each herbal medicine, its adequate doses, its

correct processing, as well as its effects and mechanisms of action in the human body.
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ANEXO B — Safety assessment of Bauhinia cheilantha Bong. Steud leaves extract:

Acute, sub- acute toxicity, antioxidant and antihemolytic evaluations

Alanne Lucena de Britoa, Carla Mirele Tabdsa Quixabeiraa, Silvania Tavares Pazb,

Ayala Nara Pereira Gomesc, Thiago Anténio de Souza Araujod, Ulysses Paulino de

Albuquerqued, Dayane Aparecida Gomesa, Tania Maria Sarmento Silvac, Eduardo
Carvalho Liraa*

Abstract

Bauhinia cheilantha (Lauraceae), known popularly as pata-de-vaca and moror6 has been
largely recommended to treat several diseases in folk medicine. However, information on
safe doses and use is still scarce. The goal was to evaluate in vitro antioxidant and
antihemolytic and also acute and sub-acute toxicity effects of hydroalcoholic extract from
B. cheilantha leaves (HaEBcl). The identification of the compounds in the HaEBcl was
performed by ultra-performance liquid chromatography coupled with a diode array
detector and quadrupole time-of-flight mass spectrometry. Antioxidant and hemolytic
activity of HaEBcl was evaluated in vitro. To study acute toxicity, female mice received
HaEBcl in a single dose of 300 and 2.000 mg/kg. Later, sub-acute toxicity was introduced
in both female and male mice by oral gavage at 300, 1.000 or 2.000 mg/kg for 28
consecutive days. Hematological and biochemical profiles were created from the blood
as well as from histological analysis of the liver. The HaEBcl is rich in flavonoids
(quercitrin and afzelin), has no hemolytic effects and moderate antioxidant effects in
vitro. Acute toxicity evaluation showed that LD50 of HaEBcl was over 2.000mg/kg.
Subacute toxicity testing elicited no clinical signs of toxicity, morbidity, or mortality. The
hematological and biochemical parameters discounted any chance of hepatic or kidney
toxicity. Furthermore, histopathological data did not reveal any disturbance in liver
morphology in treated mice. Results indicate that HaEBcl has no hemolytic and moderate
antioxidant effects in vitro. In addition, a HaEBcl dosage levels up to 2.000 mg/kg is

nontoxic and can be considered safe for mammals.

Key-words: Quercitin (PubChem CID; 5280459); Afzelin (PubChem CID 5316673);

Acute toxicity; Sub-acute toxicity; Bauhinia cheilantha.
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Introduction

The genus Bauhinia (Fabaceae, Leguminoseae) is composed of large and
diversified pantropical plants with about 300 to 350 species, which are known as cow’s
paw or cow’s hoof, because of the shape of their leaves [1,2]. Traditionally, this genus
has been used in folk medicine as a remedy for different kinds of diseases, mainly
diabetes, pain in general, inflammation, and infections [2,3].

Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. is a shrub or small tree with simple and
alternate, leaves split at the apex up to the middle (similar to cow’s foot). It is native to
the Caatinga (seasonal dry forest), a specific biome from Brazil, where it occurs mainly
on stony soils, poor in nutrients, in open formations, and at high altitudes [1]. The areal
parts and stem-bark are used in folk medicine in many communities living in the semiarid
region of Northeastern Brazil [2]. Some are uses to treat diabetes, influenza, pains in
general, diabetes, intestinal, stomach and renal problems, as well as a decoction, alcoholic
infusion, aqueous infusion, poultice or juice [2,4]. In addition, B. cheilantha also has
economic and nutritional importance [1]. B. cheilantha seeds have a high protein content
(~36%), reasonable essential amino acids profile, and low levels of antinutritional
compounds [4]. For is reason, this species is widely used for different proposes in local
communities in the semiarid region.

However, the general perception that plants, because of their nutritional,
medicinal and economic importance, are absent from adverse effects is not only false, but
also dangerous. Plants produce bioactive compounds known as secondary metabolites,
which play an essential role in defending the plants from biotic and abiotic stress
conditions [5]. Even though these molecules can be used for biopharmaceutical purposes,
some of them may lead to toxicity, or death in both humans and animals [5,6]. Thus, it is
mandatory to trace the toxicological profile of popularly-used herbal medicines.

The aim of this study was to provide scientific data on the safe use of B.
cheilantha, focusing in vitro antihemolytic and antioxidant activity and also acute and
sub-acute toxicities through the evaluation of behavioral, biochemical, hematological and

histological parameters of the hydroalcoholic extract from B. cheilantha leaves (HaEBcl).

Materials and Methods



77

Plant material and preparation of extract

B. cheilantha leaves were collected in March, 2019 in the town of Altinho,
(8°35'13,5" S; 36°5'34,6" W), in the state of Pernambuco, Brazil, and identified by Dr.
Ulysses Paulino de Albuquerque (UFPE). A voucher specimen (PEUFR 48653, 46183)
has been deposited at the Herbarium of the Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE).

The hydroalcoholic extract of B. cheilantha leaves (HaEBcl) was prepared by
maceration from dried and powdered leaves (100 g) in 100ml of ethanol 80% at room
temperature (28 °C) overnight. The HaEBcl was concentrated under pressure, yielding
residues of 15.6% in terms of plant material. After preparation, the dried powder extract
was stored at room temperature. The HaEBcl was used for preliminary phytochemical

analysis and toxicological assays.

Phytochemical analysis

The phytochemical analysis was obtained in negative electrospray mode using an
XEVO-G2XSQTOF mass spectrometer (Waters, Manchester, UK) connected to an
ACQUITY UPLC system (Waters, Milford®, MA, USA). The analytical detector was a
Waters Acquity PDA detector, which was set to a wavelength range of 200-400 nm. The
conditions for obtaining the data by UPLC-ESI-qTOF-MS/MS were set according to
Cabreraetal. [7].

The antioxidant activity of HaEBcI.

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity assay

The radical scavenging activity of HaEBcl was performed against the free radical
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) following the methodology of Silva et al. [8].
Stock solution was prepared from the extracts and ethanol fraction in different
concentrations (0.10 to 5.0 mg/mL). Through preliminary analysis, appropriate quantities
of stock solutions of the samples and 450 pL of the solution of DPPH" (23.6 mg/mL in
ethanol, EtOH) were transferred to 0.5 mL Eppendorf tubes and the volume was

completed with EtOH, following homogenization. Samples were sonicated for 30 min
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and placed in a 96-well plate to record the amount of DPPH" on a UV-vis (Biochrom EZ
Read 2000®) device at a wavelength of 517 nm. Ascorbic acid was used as a positive
control and all concentrations were tested in triplicate. The percentage scavenging activity

(% SA) was calculated from the equation:

(Abscontrol - Abssample)
Abscontrol

% SA =100 X

where Abscontrol IS the absorbance of the control containing only the ethanol
solution of DPPH, and Abssample IS the absorbance of the radical in the presence of the

sample or standard ascorbic acid.

2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (4BTS™) Scavenging Activity
Assay

The 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) radical
scavenging action form ethanolic extract of B. cheilantha was carried out following the
methodology described by Re et al., 1999, in a UV-vis (Biochrom EZ Read 2000) device,
using Trolox as the standard compound. The starting concentrations of the solutions of
the samples were 0.1-1.0 mg/mL, with the addition of 450 pL of the radical ABTS™*
solution to give final concentrations of 2.5-100.0 pg/mL samples. Samples were
protected from light and sonicated for 6 min. Absorbance of the samples and the positive
control were measured at a wavelength at a wavelength of 734 nm using a microplate of
96 wells. Each concentration was tested in triplicate. The percentage of free radical

scavenging activity of ABTS™* was calculated by the equation:

(Abscontrol - Abssample)
Abscontrol

% SA =100 X

where Abscontrol IS the absorbance of the control containing only the ethanol solution of
ABTS" and Abssample IS the absorbance of the radical in the presence of the sample or

standard ascorbic acid.

The antiradical efficiency was established using linear regression analysis and the
95% confidence interval (p < 0.05) obtained using the statistical program GraphPad Prism
5.0. The results were expressed through the value of the average Effective Concentration

(ECso0), which represents the concentration of the sample necessary to sequester 50% of



79

the radicals.

In vitro hemolytic assay

The evaluation of the osmotic fragility of red blood cells was performed on a fresh
blood sample collected from a healthy rat, using EDTA as anticoagulant [10]. The blood
sample was carefully mixed with 0.90% NaCl solution and the mixture was centrifuged
(1500 rpm, 15 min). The supernatant was discarded, and this procedure was repeated. The
concentrate of red blood cells (5 ml) was added to 1.0 ml of plant extract in different
concentrations (corresponding to 0, 25, 50,100, and 200 mg of plant/ml in 0.9% NacCl
solution) and incubated for 60 min at room temperature, with two repetitions for each
concentration. Extracts were also prepared of 200 mg/ml containing different
concentrations of NaCl (0 up to 0.9%) and incubated with blood samples. The emolytic
percentage was determined by measurement of hemoglobin in the supernatants using a
commercial kit (BioClin, Belo Horizonte, MG, Brazil) and a spectrophotometer at 540
nm. The experiments were analyzed with paired t-test to verify potential differences
between hypotonic and isotonic phases (% concentrations of NaCl) versus relative
hemolysis (% hemolysis). The hemolysis rate was calculated as follows:

Hemolysis (%) = [(Abssample — Absbasal)/ (AbsTotal — AbsBasal)] x 100

Experimental animals and ethical statement.

Adult female and male Swiss albino mice (35 + 3 g, aged 8 — 10 weeks) were
obtained from Animal House of the Physiology and Pharmacology Department at Federal
University of Pernambuco. Mice were housed with a 12/12 light-dark cycle, 22 + 3°C
with free access to water and conventional lab chow diet (Purina, Labina®, Brazil). All
experiments were performed between 8:00 and 10:00 am. The protocols were approved
by the Animal Ethics Committee of the Federal University of Pernambuco CEUAUFPE,
process #: 23076.004793/2015-42) and conducted in accordance with Guide for the Care
and Use Laboratory Animal published by the US National Institutes of Health (NIH
publications, 2011).

Acute oral toxicity

The acute toxicity test was performed according to Guideline 423 (acute toxic

class method) of the Organization of Economic Co-operation and Development (OECD)
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for testing chemicals for acute oral toxicity [11]. After five days of acclimation in a
propylene cage, nulliparous and non-pregnant female mice (3 for each group) were fasted
for 3h and weighed before extract administration. The HaEBcl was dissolved in saline
0.9% and administered by gavage in mice in single dose using animal feeding needles
(100 pL/100 g b.w.). Animals were randomly divided into three groups with three animals
each: (a) treated with saline 0.9% (Control); (b) treated with 300 mg/kg of HaEBcl
(HaEBclI300); and (c) treated with 2.000 mg/kg of HaEBcl (HaEBcl2.000).

In the first four hours, all animals were closely observed for piloerection, changes
in skin, fur and eyes, toxic effects on the mucous membrane, behavior pattern
disorientation, hypoactivity, hyperventilation, asthenia, lethargy, sleep, diarrhea, tremors,
salivation, convulsion, coma, motor activity, or death. After this, the animals were
continuously observed every 24h daily for 14 days. Parameters such as body weight, food
and water intake were monitored daily. On the 14th day, female mice were euthanized by
injection of a xylazine (80mg/kg, i.p.) and ketamine (10 mg/kg, i.p.) solution, and the
blood and organs were drawn for biochemical and macroscopic analysis. Based on

mortality in each group, the LD50 was estimated (Barbosa et et al., 2016).

Sub-acute oral toxicity test

The sub-acute toxicity test was conducted according to the Guideline 407
(repeated dose 28-day oral toxicity study in rodent) of the Organization of Economic
Cooperation and Development (OECD) to test chemicals for acute oral toxicity [12].
After five days of acclimation in propylene cages, male and nulliparous and non-pregnant
female mice were fasted for 3h and weighed before extract administration. The mice were
divided into groups of 10, 5 male and 5 female each, to be treated daily over 28
consecutive days by gavage using animal feeding needles (100 uL/100 g b.w.) The groups
were as follows: (a) treated with saline 0.9% (Control); (b) treated with 300 mg/kg of
HaEBcl (HaEBcl300); (c) treated with 1.000 mg/kg of HaEBcl (HaEBcl1.000); and (d)
treated with 2.000 mg/kg of HaEBcl (HaEBcl2.000).

Animals were weighed weekly and observed for behavioral changes, food and
water intake, and general morphological aspect. At the end of the treatment, all animals
were anesthetized by intraperitoneal administration of ketamine and xylazine mixture (80
mg and 10 mg/kg, respectively), and euthanized by cervical dislocation. Blood samples

were collected for biochemical and hematological analysis and the organs were weighed.
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and stored for histopathology (liver).

Biochemical and hematological analysis

Blood collecting

On the 14th and 28th days after treatment, fasted mice rats were anesthetized as
described previously; blood was drawn by the retro-orbital technique with or without

heparin for both hematological and serum biochemical analysis.

Hematological analysis

On the 14th and 28th days, hematological parameters included red blood cells
(RBC), hemoglobin concentration (HBG), hematocrit (HCT), red cell volume distribution
(RDW), platelet count (PLT), mean platelet volume (MPV), mean corpuscular volume
(MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean corpuscular hemoglobin
concentration (MCHC), lymphocytes (LYM), and white blood cells (WBC). These were
determined by an automatic hematology analyzer (SDH-20, Labtest®, Brazil).

Serum biochemistry

The serum levels of alanine (ALT) and aspartate aminotransferase (AST),
albumin, total protein (TP), blood urea nitrogen (BUN) and creatinine (CRE) were

measured with kits from Labtest® in accordance with manufacture’s protocol.

Organ mass and histopathological analysis

On the 14th and 28th days, all mice were necropsied after blood collection for
anatomical localization and gross examination of visible changes in the organs (aspect,
color and size). Selected organs including lungs, heart, liver, kidney, testicles, uterus,
ovaries, spleen, adipose tissue, stomach, soleus and extensor digitorum longus (EDL)
muscle. were carefully excised and trimmed of fat and connective tissue before being
weighed. The organ weight values were normalized by tibia length. On the 14th and 28"
day of treatment, the specimens of liver were fixed in 10% formalin buffer solution for

24 hours at room temperature and washed for four hours with tap water. They were then
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dehydrated stepwise using 70~100% EtOH. Dehydrated tissues were made transparent
through addition of xylene. Tissues were added to pre-heated paraffin for sufficient
infiltration, then cooled, and formed into paraffin blocks before being cut into 5 um
sections using a microtome (Leica® RM 2025, Heidelberger, Germany). The paraffin
was removed, and specimens were dehydrated and stained with hematoxylin-eosin for
observation with an inverted optical microscope (Leica®, Heidelberger, Germany)
coupled to a video camera (Leica® DFC 280, Wetzlar, Germany). The specimens of liver
were photographed and analyzed by an experienced pathologist for any cellular damage

or change in morphology.

Statistical analysis

The data were expressed as mean + S.E.M. The one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by the Bonferroni test was employed to analyze the data between
treated groups and their respective control groups. P value < 0.05 was considered

statistically significant.

Results

Phytochemical analysis

The hydroalcoholic extract from B. cheilantha was analyzed by ultra-performance
liquid chromatography coupled with diode array detection and quadrupole time-of-flight
mass spectrometry for the profiling and structural characterization of the compounds. The
UPLC-DAD chromatograms at 340 nm and base peak ion (BPI) chromatograms of extract
are presented in figures 1 and 2, respectively. The compounds were identified based on
their characteristic UV-Vis spectra peaks and mass detection as well as the accurate mass
measurement of the precursor and product ions. All the compounds detected are listed on
table 1. The principal compounds 3 (quercitrin) and 4 (afzelin) were compared with
standard samples (Figures 1 and 2).

Four compounds were identified as quercetin glycosides (1, 2, 3 and 5) and two
were identified as glycosides of kaempferol (4 and 6). Observation of glycosidic residues
pentoside (136 Da), rhamnosyl (146 Da) and glucosyl (162 Da) were cleaved sequentially
and generated characteristic aglycone fragments compared to the available literature.
Peaks 3 and 4 were compared to the standard and identified as quecitrin and afzelin,
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respectively. The mass spectra are shown in figure 2. Compounds 1 and 2 were identified
as quercetin hexoside, m/z 463.0818 and quercetin-pentoside m/z 433.0710 [M-H]- with
specific fragmentation at m/z 301.0218 [M-H-hexose]- and m/z 301.0281 [M-H-
pentose]-, corresponding to radical loss from deprotonated molecules, respectively.
Compounds 5 and 6 at m/z 599.1011 [M-H]- and 583.1001 [M-H]- were identified as
quercetin and kaempferol galloyl rhamnosides, respectively. The main fragmentation at
m/z 301.0291 and m/z 285.0348 resulted from the loss of a galloyl-rhamnoside moiety.

Antioxidant activity of HaEBcI

As shown in table 2, the radical scavenging activity of the HaEBcl was performed
using the radical scavenging abilities of DPPH and ABTS. The HaEBcl was able to inhibit
the activity of DPPH radicals (EC50 = 409.5 pg/mL) and also perform an antioxidant
activity for ABTS (EC50 = 104 pg/mL).

Hemolytic activity

The result presented in figure 3 showed that HaEBcl did not disrupt the red cell
membrane and also preserved the integrity of the erythrocyte membrane in various NaCl

concentrations.

Acute oral toxicity (single dose evaluation of HaEBcl)

In acute toxicity testing, administration of a single oral dose of HaEBcl did not
produce mortality or any toxic signs or symptoms at the different doses under study. No
skin irritation, fur, eyes, mucous membrane toxic effects, piloerection, disorientation,
hypoactivity, hyperventilation, asthenia, lethargy, sleep, diarrhea, tremors, salivation,
convulsion, coma, motor activity, or death were registered. In addition, body weight gain
and food and fluid consumption differences among the groups treated with HaEBcl were
not observed (figure 4). Likewise, the macroscopic analysis revealed that HaEBcl did not
produce any alteration in organ color, size, shape, or texture, compared to the control.

As shown in tables 3, oral acute toxicity of single dose of the HaEBcl did not
produce relative weight organ alteration when compared to control group. In addition,

neither any biochemical nor hematological parameters evaluated were statistically
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different in oral acute and a single dose treated mice when compared to control group at
14th day of experiment (tables 4 and 5).

Histopathological examination of organs from animals treated with animals with
different doses showed normal architecture, suggesting non-harmful changes and
morphological disorders induced by single oral dose of HaEBcI at 14th day of treatment
(figure 5).

Sub-acute oral test (repeated dose 28-day oral toxicity)

General signs and mortality

All animals survived until scheduled necropsy. The sub-acute oral test was
conducted over four weeks (28 days) with three different doses: 300, 1.000 and 2.000
mg/kg/day and control group. The daily observation did not reveal any sign of toxicity,
altered behavior or mortality.

Body weight gain, food and fluid intake, and relative organ weight.

Body weight gain, food and fluid intake were compatible with physiological
development for females and males during 28 days of treatment (figure 6). The relative
tissue weights were not altered by hydroalcoholic extract of B. cheilantha leaves (table
6). The organ mass analysis of the target tissues of the treated animals did not show
significant (p < 0.05) changes when compared with the control group for either sex (table
6).

Biochemical parameters
The treatment with HaEBcl during 28 consecutive days in doses of 300, 1000 and
2.000mg/kg did not change in any biochemical profile in mice of both sexes, as shown in

table 7.

Hematological parameters
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The oral sub-acute toxicity study did not produce any significant effect on the

hematological parameters, after 28 days daily administration (table 8).

Histopathological parameters

B. cheilantha leaves from the sub-acute oral toxicity treatment did not produce
any significant (p < 0.05) effect on the histopathological examinations of tissues on any
of the harvested organs, indicating no treatment-related changes in the treated and control

groups (Figure 7).

Discussion

Species belonging to the Bauhinia genus are used around the world in traditional
medicine for treating dysentery, diarrhea, colds, diabetes, and inflammation [2,13,14,15].
Despite their positive biological effects, the absence of toxicological activity of this and
other vegetal species should always be confirmed. Extract of B. cheilantha has been used
in traditional medicine as a hypoglycemic agent [16]. Despite the popular use and the
confirmed biological effects [4,16], there are no studies about its toxicology safety. This
study is the first report on the safe use of the hydroalcoholic extract of B. cheilantha
leaves in mice. We provided clear evidence that HaEBcl did not show any sign of toxicity,
neither acute nor sub-acute symptoms in vivo. There was moderate antioxidant without
hemolytic activity in vitro.

Assessment of toxic effect of natural products plays a crucial role in the guarantee
for traditional use, in which hemolytic activity is first step towards providing information
about the interaction between the active compounds and biological entities at cellular
levels [17]. HaEBcl did not display hemolytic activity, probably because it stabilized the
red blood cell membrane, reducing hypotonic solution-induced hemolysis. Mammalian
cytotoxicity assays were also performed by hemolysis test [18]. Non-toxic effects of the
plant extract, shown by absence of hemolytic activity, have also been reported by other
researchers [18,19]. It is not clear about what the precise mechanism of plant extract is
that stabilizes the erythrocyte membrane. The alteration of the erythrocyte membrane
permeability and increase in movement of water and ions cause excessive accumulation
of fluid in the cell, allowing the release of hemoglobin [20]. It is possible that HaEBcl
and its constituents may interreact with phospholipid and protein cellular membrane of

the red blood cells. It is well-known that flavonoids protect erythrocyte membrane
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stability against hypotonic lysis [21]. In addition, stabilization of the erythrocyte
membrane, by reducing the release of lytic enzymes, may contribute towards its anti-
inflammatory property. Although his aspect was not the aim of this study, it should be
noted that the antihemolytic activity can be associated with an anti-inflammatory property
[20]. This suggests that HaEBcl, then, may be used to combat inflammation in the future,
with no toxic effects.

Considering the complexity of the phytochemical composition of plant extract,
total antioxidant properties need to be evaluated, using at least two methods [22]. Here,
we performed DPPH radical and ABTS scavenging antioxidant tests, which showed a
moderate antioxidant activity which may be explained, at least in part, by the presence of
flavonoids (quercitrin and afzelin), well-known natural antioxidant molecules [13,23,24].
Both DPPH and ABTS scavenging activities reflect a hydrogen-donating ability to form
non radical species which in turn presents the lipid peroxidation of cellular components
[13]. The antioxidant property has been demonstrated in Bauhinia genus, such as B.
variegate [14] and B. vahalii [13]. Here, we show that HAEBcI has the ability to scavenge
free radicals and may be used as potential natural antioxidant to prevented biological
damage caused by oxidative stress. This reinforces the potential use of the HaEBcl in
biomedical applications.

Rodent models have been instrumental in helping to answer questions related to
traditional use of the plants: in this case, toxicity [25]. Here, HaEBcl had no acute toxic
effect in the evaluated doses for Swiss mice with respect to behavior, biochemical,
histological, hemolysis activity, and body weight gain, food intake or sudden death. In
addition, the non-acute toxicity effect could also suggest that the LD50 of this extract is
greater than 2.000mg/kg administered by oral route in mice. In accordance with OECD
guidelines, HaEBcl is classified in category 5, as nontoxic [11]. To the best our
knowledge, there is no scientific report about toxicity of B. cheilantha, however B
holophylla [26], B. acuminata [27] and B. purpurea [15] have no acute toxic effect either.

Regulatory authorities require precise biochemical, hematological and
histopathological analyses to characterize the toxicological properties of any substance
intended for prolonged use [28]. Thus, repeated-dose oral toxicity (sub-acute) may be
evaluated after initial information on toxicity has been obtained by acute testing [29].
This strategy may determine the absolute toxic dose and target organ toxicity, and
highlight biochemical, hematological and histopathological repercussions in mice. Sub-

acute toxicity testing, in our study, elicited no clinical signs of toxicity, morbidity, or
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mortality in any of the evaluated doses (300 mg/kg; 1.000 mg/kg and 2.000 mg/kg), which
may lead to the inference that these doses could be safely employed in disease treatment.
Our data corroborates other studies showing no signs of sub-acute toxicity by
hydroalcoholic extracts Piper cernuum [10], B. purpurea [15] and [30] Verbena litoralis
up to 1.000mg/kg and 2.000mg/kg, respectively, during at least 28 days.

The 28-day oral sub-acute test revealed that HaEBcl had no deaths or clinical signs
of toxicity in any dose evaluated. Body weight and food intake were similar for all the
doses evaluated. HaEBcl compromised neither the metabolism of macronutrients and
animal growth nor affected intra and extracellular dehydration in mice [31]. In addition,
the absence of organ weight modifications, which are a simple and sensitive means for
detecting harmful effects of xenobiotics [10] reaffirming the non-toxicity effect of
HaEBcl in subacute oral tested mice.

The analysis of blood parameters is relevant for risk evaluation, since changes in
the hematological system have a higher predictive value for human toxicity, when data
are translated from animal studies [30,32]. In this sub-chronic study, HaEBcl did not elicit
any changes in either white or red blood cells, nor in any of the hematological parameters
evaluated, illustrating that this extract did not adversely affect animal health.

The liver plays a pivotal role in drug metabolism and biotransformation, and its
function and structure must be evaluated in toxicity evaluation. Serum biomarkers are
used to assess liver function and damage [32]. An increase in serum content of alanine
and aspartate transaminases, as well as reduction in albumin and total protein, are strong
indicators of hepatic injury [33]. HaEBcl did not produce any alteration in serum
biomarker of the liver function, which was confirmed by the preservation of the normal
liver architecture. An increase in serum creatinine and urea levels indicates impaired
kidney functions [32]. Similarly, HaEBcl did not alter the kidney functions in any dose
evaluated in the oral acute and sub-chronic experiments with mice. It has been
demonstrated the protective effect of the B. variegate and B. hookeri in acute liver and
kidney injury induced by thioacetamide [34] and carbon tetrachloride [35] in rats. Taken
together, our results suggest that daily administration of HaEBcl in the tested doses does

not produce any significant toxicity in female and male mice.

Conclusion
Based on oral acute and sub chronic administration in mice, it may be concluded

that hydroalcoholic extract from B. cheilanta leaves has no clinical signs of toxicity effect
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or mortality in evaluated doses administered to mice. The DL50 value of HaEBcl is of up
to 2.000mg/kg in oral acute and up to 1.000mg/kg in oral sub chronic doses for both
female and male mice. In general, HaEBcl may be classified to be safe, with a broad
safety margin for therapeutic use. In addition, HaEBcl has a potential radical scavenger
and the presence of quercitrin and afzelin. This work provides valuable data for the safe
use of HaEBcl which should be essential for future pharmacological studies. HaEBcl has
a high potential for use in food and drug products, with remarkable benefits for human
health.
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Figures

Figure 1 — Chromatogram of hydroalcoholic extract of Bauhinia cheilantha (Bong.)
Steud. leaves analyzed by UPLC-DAD
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Figure 2 — ESI base peak ion (BPI) chromatogram of hydroalcoholic extract of Bauhinia
cheilantha (Bong.) Steud. leaves analyzed by UPLC-qTOF-MS.
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Figure 3 — In vitro hemolytic effect of hydroalcoholic extract of Bauhinia cheilantha

(Bong.) Steud. leaves (0 — 200mg/ml) on female mice erythrocyte.

250

2004
-= Control

1507 - HaEBcl2.000

100+

Hemolysis (%)

504

O T T T 1
0 50 100 150 200

Concentration NaCl (%)




94

Figure 4 — Effect of hydroalcoholic extract of Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. leaves
through an oral acute toxicity test (single dose) on body weight gain (A), food intake (B)

and fluid intake (C) in female Swiss mice.
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Figure 5 — Histological examination of liver sections from mice treated orally with
hydroalcoholic extract of Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. leaves (300 or 2.000mg/kg)

at 14 day in acute single dose toxicity study.
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Figure 6 — Effect of sub-acute oral toxicity evaluation of (28 days) of hydroalcoholic
extract of Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. leaves on body weight gain (A and B), food
intake (C and D) and fluid intake (E and F) in female and male Swiss mice.
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Figure 7 — Histological examination of liver sections from mice treated orally with
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Tables

Table 1 — Characterization of compounds from hydroalcoholic extract

cheilantha (Bong.) Steud. leaves by UPLC/qTOF-MSE.

96

of Bauhinia

Compound

RT

(min)

uv

7\-max

(nm)

[M-H]
(m/2)

experimental

[M-H]
(m/2)

calculated

MS/MS

Identification

2.55

349

463.0818

463.0882

301.0218 [M-
H-hexose]

Quercetin

hexoside

3.01

352

433.0710

433.0776

301.0281 [M-
H-pentose],
300.0197 [M-
2H-pentose],
271.0391 [M-
2H-CO-

pentose]

Quercetin

pentoside

3.17

255,
349

447.0983

447.0932

301.0277 [M-
H-rhamnose],
300.0207 [M-
2H-
rhamnose]’,
271.0187 [M-
2H-CO-

rhamnose]

Quercitrin*

3.68

263,
344

431.0914

431.0983

285.0342 [M-
H-rhamnose],
284.0269 [M-
2H-
rhamnose]’,
255.0257 [M-

Afzelin*
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2H-CO-

rhamnose]

5 4.14 | 348 599.1011 599.1042 | 445.1307 [M- | Quercetin-
2H-galloyl],, | galloyl-
301.0291 [M- | rhamnoside

2H-galloyl-
rhamnose]
6 461 | 265, |583.1001 583.1093 | 285.0348 [M- | Kaempferol-
347 2H-galloyl- galloyl-
rhamnose] rhamoside

Table 2 — Determination of antioxidant activity according to EC50 (ug/ml) values of
hydroalcoholic extract of Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. leaves, ascorbic acid and
TROLOX samples by DPPH and ABST methods.

DPPH ABTS

Sample ECso pg/m ECso pg/m|
(confidence interval) (confidence interval)

Bauhinia cheilantha 409.5 104.0

(401.4-420.6) (93.0-114.1)
Ascorbic Acid 1.6 -
(1.4-1.8)
Trolox - 4.1
(3.7-5.8)

*Ascorbic acid and TROLOX (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic
acid) were used as reference antioxidants for DPPH and ABTS analysis, respectively.

Table 3 - Effects of hydroalcoholic extract of Bauhinia cheilanthar (Bong.) Steud. leaves
by an oral acute toxicity test on absolute total weight gain (g) and relative organ weight

in female mice treated at 14™" day.

Parameters Study group
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300mg/kg 2000mg/kg
Control HaEB. B. HaEB. B.
cheilantha cheilantha
Weight gain (Q) 28.31+0.58 28.90+0.36 30.24+0.39
Tibia (mm) 18.67+0.7 18.25+0.25 18.25+0.48
Liver (mg/mm) 10.0+0.67 10.0+£0.5 102.2+0.5
Kidneys (mg/mm) 2.12+0.17 2.51+0.19 2.26x0.11
Heart (mg/mm) 0.73+0.03 0.80+0.02 0.80+0.06
Lung (mg/mm) 1.04+0.07 1.06+0.10 1.05+0.11
Stomach (mg/mm) 1.42+0.07 1.87+0.13 1.90+0.11
Spleen (mg/mm) 0.73+£0.03 0.82+0.6 0.86+0.6
Uterus (mg/mm) 0.49+0.07 0.44+0.04 0.38+0.05
Ovaries (mg/mm) 0.15+0.01 0.15+0.02 0.10+0.01
Adipose tissue (mg/mm) 2.68+0.28 3.53+£0.36 3.40£0.15
EDL (mg/mm) 0.04+0.01 0.05+0.01 0.05+0.01
Soleus (mg/mm) 0.03+£0.01 0.04+0.01 0.04+0.01

Results are expressed as Mean £ SEM. One Way ANOVA variance test was performed
followed by Bonferroni test. The difference among groups were considered statically
when p<0.05.

Table 4 — Effects of hydroalcoholic extract of Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. leaves
on oral acute toxicity test in biochemical parameters in female mice treated at 14" day.

Parameters Study group
Control 2000mg/kg
300mg/kg HaEB.
HaEB. B.
B. cheilantha )
cheilantha
ALT (U/L) 48.0014.42 61.30£1.85* 61.47.50+2.92*
AST(U/L) 109.40+11.41  93.52+12.08 100.40.71+4.44
AST: ALT Ratio 1.69+0.30 1.53+0.20* 1.64+0.11
TP (g/dL) 5.76+£0.23 5.45+0.05 5.65+0.06
Albumin (g/dL) 2.16+0.17 1.90+0.04 2.02+0.23
Urea (mg/dL) 73.13+£3.18 70.80+6.664 70.50£4.76
Creatinine (mg/dL) 0.50+0.005 0.55+0.03 0.45+0.05
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Results are expressed as Mean = SEM. One Way ANOVA variance test was performed
followed by Bonferroni test. The difference among groups were considered statically
when p<0.05. Alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), blood
urea nitrogen (BUN), creatinine (CRE), and total protein (TP).

Table 5 — Effects of hydroalcoholic extract of Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. leaves

on oral acute toxicity test in hematological parameters in female mice treated at 14" day.

Parameters Study group
Control 300mg/kg HaEB. 2000mg/kg HaEB.
B. B. cheilantha

cheilantha

RBC (108/mm?3) 7.15+0.23 5.33+0.36 6.71+0.26
WBC (10%/L) 3.70+0.70 2.93+0.91 3.50+1.14
LYM (mm?3) 8.83+0.15 8.65+1.47 8.39+0.50
HGB (g/dL) 9.73+0.48 7.68+0.57 8.65+0.30
MCH (%) 13.60+0.31 13.05+0.13 12.9040.20
MCHC (g/dL) 25.27+0.52 12.90+0.20 24.90+0.21
VCM (fL) 54.00+0.00 53.00+0.71 51.75+0.48
HCT (%) 38.53+1.41 31.18+2.17 34.65+1.33
RDW% (%) 15.23+0.07 14.85+0.21 12.75+1.16
PLT (10%/mm?3) 619.67£72.65 582.25+18.89 716.75£49.30
VPM (fL) 6.90+0.55 6.80+0.85 6.15+0.61
Segmentados (mm?®) 435.67+88.79 358.00+40.64 432.33156.67
Mondcitos (mm?) 68.15+12.97 40.00+7.01 85.21+21.70
Eosinofilos (mmq) 85.12+43.32 96.11+38.22 51.24+33.20

Results are expressed as Mean £ SEM. One Way ANOVA variance test was performed
followed by Bonferroni test. The difference among groups were considered statically
when p<0.05. Red blood cells (RBC), hemoglobin concentration (HBG), hematocrit
(HCT), red cell volume distribution (RDW), platelet count (PLT), mean platelet volume
(MPV), mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean
corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), white blood cells (WBC), and
lymphocytes (LYM).
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Table 6 — Effect of sub-acute oral toxicity evaluation of hydroalcoholic extract of

Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. leaves on absolute total body weight gain and relative

organ weight in female and male Swiss mice treated for 28 consecutive days.

Sex Parameters Study group
300mg/kg  1000mg/kg  2000mg/kg
Control HaEB. B. HaEB. B. HaEB. B.
cheilantha  cheilantha cheilantha
Weight gain
© 36.66+0.49  33.15+0.52 29.59+0.48  35.58+0.88
g
Tibia (mm) 19.3+0.33 16.25£0.48 19.25+0.48  19.20+0.37
Liver (mg/mm) 8.36+0.60 9.51+0.38  6.71+0.23 7.38+£0.67
Kidneys
2.09+0.09 1.84+0.04  1.90£0.03 1.99+0.14
(mg/mm)
Heart
0.82+0.03 0.73£0.05  0.73%0.02 0.89+0.08
(mg/mm)
Lung (mg/mm) 1.48+0.13 0.96£0.06  1.04%0.17 1.49+0.25
Stomach
1.99+0.09 1.80+0.09  0.98+0.03 1.57+0.31
(mg/mm)
Female
Spleen
0.52+0.09 0.69+0.05  0.42+0.08 0.54+0.08
(mg/mm)
Uterus
0.62+0.05 0.56+0.04  0.67+0.13 0.72+0.34
(mg/mm)
Ovaries
0.11+0.02 0.23£0.04  0.16%0.02 0.34+0.18
(mg/mm)
Adipose tissue
8.91+1.32 7.93+0.95  12.70£1.46  9.29+2.17
(mg/mm)
EDL (mg/mm) 0.89+0.17 0.69+0.18  0.75%0.23 0.98+0.16
Soleus
0.47+0.06 0.35+0.03  0.27+0.06 0.41+0.06
(mg/mm)
Weight gain 37.99£0.95 38.00+0.79 36.97+0.23  36.68+0.87
Male  (9)
Tibia (mm) 17.20+£0.80 20.20+0.86 18.60+0.93  18.50+0.87
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Liver (9g/100g) 13.04+2.86 13.89+0.83 13.44+0.63  13.79+0.72
Kidneys 5.22+0.23 4.78+0.34  4.45+0.34 4.06+0.49
(mg/mm)

Heart 1.64+0.08 1.3740.04  1.1740.07 1.44+0.03
(mg/mm)

Lung (mg/mm) 3.31+0.33 2.98+0.11  2.29+0.10 2.59+0.25
Stomach 3.57+0.49 2.49+0.27  2.56%0.25 3.30+0.72
(mg/mm)

Spleen 1.15+0.15 0.96+0.08  0.76+0.09 1.03+£0.13
(mg/mm)

Testicles 1.35+0.07 1.29+0.09  1.3740.12 1.08+0.13
(mg/mm)

Adipose tissue  7.83+0.43 8.59+0.82  5.71+0.60 6.36+0.36
(mg/mm)

EDL (mg/mm) 0.11+0.07 0.37+£0.050 0.31+0.07 0.26+0.13
Soleus 0.15+0.09 0.06+£0.01  0.05+0.02 0.26+0.04
(mg/mm)

Results are expressed as Mean £ SEM. One Way ANOVA variance test was performed
followed by Bonferroni test. The difference among groups were considered statically
when p<0.05. Weight gain, weight of heart, liver, and kidneys as normalized by tibial

length, adipose tissue, soleus muscles and extensor digitorum longus (EDL).

Table 7 — Effect of sub-acute oral toxicity evaluation of hydroalcoholic extract of
Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. leaves on biochemical parameters in female and male

Swiss mice treated for 28 consecutive days.

Sex Parameters  Study group
Control 300mg/kg 1000mg/kg 2000mg/kg
HaEB. B. HaEB. B. HaEB. B.
cheilantha cheilantha cheilantha
ALT (U/L) 103.52+6.91 88.5+2.57 100.60+5.73  83.50+5.22
AST(U/L) 118.70+4.33 100.10+8.67 110.23£9.65 90.71+8.97
Female
AST: ALT
1.16+0.06 1.82+0.03 1.14+0.03 1.25+0.07

Ratio
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TP (g/dL) 7.08+0.52 6.01+0.4 6.57+0.17 6.92+0.29
Albumin

1.95+0.09 1.82+0.10 2.62+0.09**  2.70+0.07**
(g/dL)
Urea

65.92+1.05* 54.37+3.43 46.13+3.05 54.8+2.52
(mg/dL)
Creatinine

0.45+0.04 0.26+0.01 0.25+0.02 0.38+0.01
(mg/dL)

ALT (U/L) 105.58+6.88 98.88+6.04 101.21£1.04  99.39+3.16

AST(U/L) 145.50+£8.94 144.77+14.38 135.15+12.75 147.25+13.00

AST: ALT

Ratio

TP (g/dL) 3.56+0.04 3.57+0.03 3.53+0.04 3.48+0.04
Male  Albumin

1.39+0.10 1.55+0.16 1.39+0.11 1.47+0.16

2.11+0.13 1.99+0.04 2.08+0.15 1.84+0.04

(g/dL)
Urea

79.36£3.47 73.03+4.11 65.21+2.29 81.38+3.21**
(mg/dL)
Creatinine

0.85+0.01 0.69+0.01 0.81+0.05**  0.58+0.05
(mg/dL)

Results are expressed as Mean + SEM. One Way ANOVA variance test was performed
followed by Bonferroni test. The difference among groups were considered statically
when p<0.05. Alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), blood

urea nitrogen (BUN), creatinine (CRE), and total protein (TP).

Table 8 — Effect of sub-acute oral toxicity evaluation of hydroalcoholic extract of
Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. leaves on hematological parameters in female and

male Swiss mice treated for 28 consecutive days.

Sex Parameters Study group
300mg/kg 1000mg/kg 2000mg/kg
Control HaEB. B. HaEB. B. HaEB. B.
cheilantha cheilantha cheilantha
RBC(105/mm?®) 8.01+0.10 5.68+0.13 7.61+0.11 7.70+0.22
Female  WBC (10°%L)  5.50+0.70 3.35+1.25 2.50+0.10 3.71+0.40

LYM (mmd) 5.40+0.70 3.70+0.52 1949.31+53.1 3107.60+391.62
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HGB (g/dL)  15.21+0.20  6.28+0.21 13.40+0.10 13.71+0.34
MCH (%) 18.90+0.22 11.13+0.50 32.91+0.60 30.45%0.60
MCHC (g/dL)  31.41+0.70 20.88+1.16 34.06+0.90 30.31+0.92
VCM (fL) 60.01+1.72 53.50£0.50 53.61+1.63 59.10£1.75
HCT (%) 48.30+1.61 30.30+0.89 40.80+0.91 45.24+1.00
RDW% (%) 15.00+0.30 13.03+0.59 13.15+0.43 16.94+0.15
PLT 474.00£69.41 933.00+135.25 532.25+134.66 522.20+£199.95
(103/mm3)
VPM (fL) 4.90+0.05 6.37+2.26 4.95+0.15 4.87+0.30
Neutrophils 515.00+43.87 497.00+87.51 483.00+53.60 527.00+88.43
(mm?)
Monocytes 68.15+12.97  40.00+7.01 46.30+16.80 85.21+21.70
(mm?)
RBC
(10mm?) 7.86x0.12 8.29+0.17 7.81+0.17 8.42+0.14
WBC (10%L)  1.38+0.28 1.82+0.11 1.96+0.27 2.02+0.30
LYM (mmd) 1.32+0.25 1.78+0.11 1.98+0.34 1.85+0.25
HGB (g/dL)  14.2+0.27 14.4+0.13 13.76+0.42 14.7+0.26
MCH (%) 18.4+0.40 17.38+0.32 17.86+0.79 17.45+0.26
MCHC (g/dL)  35.42+0.27 34.54+0.39 36.02+0.85 35.00+0.44
Male VCM (fL) 51.02+0.90 50.34+0.56 50.02+1.28 49.92+0.69
HCT (%) 40.08+0.74 41.74+0.44 39.1+0.69 42.05%0.45
RDW (%) 17.00+0.16 17.18+0.21 16.6+0.23 17.68+0.33
PLT (mm?3) 673.8£22.89 766.8+33.44 709.0£13.59 719.5+51.33
VPM (fL) 4.84+0.06 4.84+0.04 4.66+0.15 4.875%0.06
Neutrophils
() 825.00+32.91 681.00£20.80 720.00+24.15 720.00+30.82
Monocytes
(mm?) 55.00+0.23 67.00£0.33 45.00£0.50 50.00£0.50

Results are expressed as Mean £ SEM. One Way ANOVA variance test was performed
followed by Bonferroni test. The difference among groups were considered statically
when p<0.05. Red blood cells (RBC), hemoglobin concentration (HBG), hematocrit
(HCT), red cell volume distribution (RDW), platelet count (PLT), mean platelet volume
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(MPV), mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean
corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), white blood cells (WBC), and
lymphocytes (LY M).
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ANEXO C -Antidiabetic, hypolipidemic and antioxidant effect of the ethanolic extract
of the leaves of Bauhinia cheilantha

Alanne Lucena de Brito?, Silvania Tavares Paz?, José Carlos da Silva Junior?, Thiago
Antonio de Sousa Araljo®, Eduardo Carvalho Liral.

Abstract

Bauhinia cheilantha is a plant native to Brazil and popularly known as “Pata-de-vaca”.
The leaves and stem bark are used in folk medicine for various purposes, especially
against diabetes. The aim of the present study was to investigate the effect of
hydroalcoholic extract of B. cheilantha leaves on antidiabetic and antioxidant effects in
STZ-induced diabetic rats. Efficacy was compared with a standard hypoglycemic agent,
insulin. The rats were divided into four groups (control, diabetic, HaEBcl 150mg/kg,
HaEBcl 300mg/kg, insulin). Experimental DM was induced by intravascular injection
through jugular injection of streptozotocin 40mg / kg, and after five days diabetes
induction, animals with postprandial glucose values equal to or greater than 250mg / dL
were considered diabetic. Rat blood plasma was used to determine the biochemical profile
(alanine transaminase-ALT, aspartate transaminase-AST and alkaline phosphatase-ALP,
bilirubin, creatinine, urea) and oxidative activities (superoxide dismutase-SOD,
glutathione-GSH, glutathione reductase- GSSG, nitrite and malondialdehyde -MDA) and
lipid profile (cholesterol, HDL, LDL, triglycerides and total lipids). We found that
diabetic rats presented liver and kidney misfunction, as it is assessed by the increased
levels of AST, ALT, creatinine, urea, and uric acid. Furthermore, STZ induced diabetic
dyslipidemia in rats, with increased lipid levels, and its effect on the redox system,
causing greater release of free radicals. The treatment based on HaEBcl extract,
significantly decreased the glucose concentration in diabetic animals between 1.7 and 1.2
times, improving the levels of AST and ALT. In addition, diabetic rats presented an
improved lipid profile after the treatment. Finally, the in vivo data confirm this
antidiabetic effect mainly due to an oxidative stress decrease and an antioxidant activity

reinforcement.

Keywords: postprandial hyperglycemia; Oral tolerance; test medicinal plants; Lipid

profile; Streptozotocin.

1. Introducéo
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Diabetes mellitus (DM) é um dos problemas de satde publica mais comuns
(Dzydzan et al., 2019). DM esta entre 10 causas de mortalidade em todo o mundo com
aproximadamente 4,2 milhdes de mortes em 2019. De acordo com o relatério da IDF, 578
milhGes de pessoas em todo 0 mundo terdo sido afetadas pelo DM em 2030 (IDF-2019).
O diabetes mellitus tipo 2 € um distdrbio metabolico complexo que resulta de defeitos na
secrecdo de insulina e disfungdo das células . A destruicdo continua de células  leva a
perda progressiva de insulina secretora, culminando em uma falta absoluta de insulina
(Hart e Powers, 2019).

As classes atualmente disponiveis de agentes terapéuticos sdo usadas
isoladamente ou em combinacBGes, mas novas opcbes de tratamento sdo necessarias,
devido aos efeitos colaterais caudados como hipoglicemia, ganho de peso, problemas
gastrointestinais e nauseas (Belete, 2020). Nesse contexto, as preparacdes
fitofarmacéuticas tradicionais, hd muito utilizadas na medicina popular para o tratamento
do diabetes, poderiam ser consideradas Patel et al. (2012); Infante-Garcia e Garcia-Alloza
(2019). Os flavondides podem interagir com varios alvos diferentes envolvidos na
evolugdo do diabetes, como a-glicosidase, cotransportador de glicose ou aldose redutase
(Nicolle et al., 2011), bem como ter efeitos positivos na prevencao de varias patologias
(Xu et al., 2018; Caro-Ordieres et al., 2020; Hussain et al., 2020).

Atualmente, mais de 200 espécies, 0 género Bauhinia encontra-se entre as mais
abundantes espécies vegetais utilizadas na medicina popular em varias regiées do mundo,
incluindo Africa, Asia, América Central e do Sul e de forma mais representativa em areas
tropicais. No Brasil, diversas espécies de Bauhinia sdo usadas pela populagdo com
finalidade terapéutica, sendo as mais comuns hipoglicemiante, antidiabéticas (Cechinel
Filho, 2009; Pinafo et al., 2019; June H, et al, 1996; Yadava and Tripathi., 2007),
diuréticas e atuantes no controle do colesterol (Oliveira et al., 2005; De Sousa et al., 2004;
Lino et al., 2004; Lim et al., 2006; Lemus, et al., 1999; Ramos et al., 1992). Além de
inseticida (Macedo et al., 2007) e antimalarial (Mufioz et al., 2000; June H, et al, 1996;
Yadava and Tripathi., 2007).

2. Material e Métodos

2.1. Material vegetal e preparacéo do extrato

Folhas de B. cheilantha foram coletadas em marco de 2019 na cidade de Altinho,
(8°35'13,5"S; 36 °5'34,6" W), no estado de Pernambuco, Brasil, e identificadas pelo
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Dr. Ulysses Paulino de Albuquerque (UFPE). Um exemplar de comprovante (PEUFR
48653, 46183) foi depositado no Herbario da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE).

O extrato hidroalcoolico de folhas de B. cheilantha (HaEBcl) foi preparado por
maceracdo de folhas secas e pulverizadas (100 g) em 100ml de etanol 80% a
temperatura ambiente (28 °C) durante a noite. O HaEBcl foi concentrado sob pressao,
gerando residuos de 15,6% em termos de material vegetal. Apds a preparacdo, o

extrato em pd seco foi armazenado a temperatura ambiente.

2.2. Animais

Foram utilizados ratos machos jovens da linhagem Wistar (180£10g) provenientes
do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE). Os animais foram acondicionados em gaiolas metabolicas
individuais, em ambiente controlado com ciclos claro-escuro de 12 horas (ciclo claro:
06h00 as 18h00) e temperatura (23°C + 2), alimentados com dieta balanceada para
ratos (LABINA 5002, 23% de proteinas; 4% de gorduras; 50% carboidratos e 23% e
outros componentes) e oferecida dgua ad libitum. O protocolo experimental foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais, da Universidade Federal de
Pernambuco, Pernambuco, Brasil (protocolo niumero 23076.016693/2014-88).

2.3. Design Experimental

Os ratos foram divididos em quatro grupos da seguinte forma:

Grupo I. Ratos controle recebendo tampao de citrato 0,1 M (pH 4,5).

Grupo Il. Ratos diabético.

Grupo Ill. Ratos diabéticos tratados com HaEBcl (150 mg / kg / dia) em solucéo
salina por via oral por 28 dias.

Grupo V. Ratos diabéticos tratados com HaEBcl (300 mg / kg / dia) em solucao
salina por via oral por 28 dias.

Grupo V. Ratos diabéticos tratados com insulina (1,5 U/2xdia) por 28 dias.

Os animais foram mantidos em gaiola metabdlica para aferigdo da massa corporal,
do volume urinario e da ingestdo diaria de racdo e agua. Apds uma semana de

acomodamento nas gaiolas, foi realizado o processo de inducdo de DM. Ao final do
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experimento, amostras de sangue foram coletadas da ponta da cauda de cada rato.
Essas amostras de sangue foram usadas para analisar a glicose plasmatica. Ao final do
periodo experimental, os ratos foram anestesiados e eutanasiados, e as amostras de

sangue utilizadas para as analises bioquimicas foram coletadas.

2.4. Inducéo do diabetes mellitus (DM)

Os animais foram previamente submetidos ao jejum noturno por 12h, em seguida
anestesiados com cetamina (80mg/kg) e xilasina (14mg/kg) na proporcdo de
(0,1mL/100g). © DM experimental foi induzido por injegéo intravascular pela jugular
de estreptozotocina (STZ, 40mg/kg, Sigma Aldrich®, EUA), dissolvida em tampao
citrato (pH 4,5). Cinco dias ap6s a inducdo do DM, os animais com valores de glicemia
pos-prandial igual ou superior a 250mg/dL foram considerados diabéticos. Os animais
controles foram submetidos a injecdo intravascular de tampdo citrato. (Barbosa et al,
2018).

2.5. Testes Bioquimicos

A cada 7 dias a partir do inicio do tratamento, a glicemia p6s-prandial, glicosuria
e ureia urinaria foram mensuradas. Ao término do tratamento, amostras de soro foram
obtidas para analise dos seguintes parametros bioquimicos: glicemia pds-prandial e de
jejum, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST),
globulina, hemoglobina glicada (HbAlc), fosfatase alcalina (FA), gama-glutamil
transferase (y-GT), glicosdria, lactato, ureia, creatinina, albumina, bilirrubina (Direta,
Total e indireta), &cido Urico, proteinas totais, triglicerideos (TG), colesterol total (CT)
e associado a lipoproteina de alta densidade (HDL) e lipoproteina de baixa densidade
(LDL) através de kits comerciais (Labtest®, Lagoa Santa, MG). Os niveis de globulina
foram determinados a partir da diferenca entre albumina e proteinas totais. A glicosuria
foi determinada pelo método da ortotoluidina (Dubowski, 1962). Glicogénio hepatico
e muscular foram determinados pelo método gravimétrico da antrona descrito por
Carrol et al., (1955).

2.6. Massa de tecidos
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A massa dos tecidos adiposos retroperitoneal (RETRO) e epididimal (EPI),
musculos esqueléticos soleus e extensor longo dos dedos (EDL) foram determinados

e expressos em mg/mm, normalizado pelo comprimento da tibia.

2.7. Estimativa da peroxidacao lipidica.

A peroxidacgdo lipidica foi medida pela reacdo do &cido tiobarbittrico (TBAR)
com malondialdeido (MDA) (Uchiyama e Mihara, 1978). Em resumo, a amostra de
tecido do figado foi dissecada e imediatamente lavada com solucdo salina gelada para
remover o excesso de sangue. Os homogenatos de tecido (20% p / v) foram preparados
em tampao de fosfato de potéssio 50 mM frio (pH 7,4), usando um homogeneizador
de vidro-Teflon (Ika). O reagente TBAR foi adicionado a 1,0mL de sobrenadante e a
mistura foi incubada a 95°C por 1 hora e resfriada em agua corrente antes da adico de
ImL de n-butanol. Apds mistura completa, foi centrifugado a 4000 g (15 minutos a
4°C). A camada organica foi transferida para um tubo transparente e a absorbancia foi
medida a 532 nm com um espectrofotobmetro (Genesys 10S Uv-Vis, Thermo
Scientific®). A taxa de peroxidacéo lipidica foi expressa como p moles de MDA
formado / mg de proteina.

2.8. Medicédo de superdxido dismutase (SOD) e Catalase

O método de Misra e Fridovich (1972) foi usado para medir a atividade
antioxidante da SOD no sangue total, seguindo a cinética da inibi¢do da auto-oxidagéo
da adrenalina a 480 nm. A atividade da catalase foi determinada pelo método de Aebi
(1984), monitorando o desaparecimento de H202 medindo a diminuicdo na
absorbancia a 240 nm (coeficiente de extincdo de 0,036 / mM por cm) em
espectrofotdmetro (Genesys 10S Uv-Vis, Thermo Scientific®). Seguindo a cinética da
auto-oxidacéo do perdxido de hidrogénio a 240 nm , ambas expressas como U / mg de

proteina.

2.9. Atividade de glutationa reduzida (GSH) e Glutationa Oxidase (GSSG)

As concentracdes de GSH foram medidas no sangue total como pumol / g Hb
(hemoglobina; Beutler, 1984). A reducéo de GSSG a GSH se forma por meio da reagdo
catalisada pela enzima glutationa redutase. Nesta reacdo, 1,0 mol de NADPH ¢
oxidado para cada mol de reducdo de GSSG. A atividade GSH ¢é calculada pela queda
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na densidade optica do sistema em 340 nm espectrofotometricamente (Genesys 10S

Uv-Vis, Thermo Scientific®) apds a oxidacdo do NADPH.

2.10. Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o software Graph pad Prism®, verséo 8.0.
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (M+EPM).
Kolmogorov-Smirnov foi usado para teste de normalidade. A analise de variancia
(Anova two way- para tempo e tratamento) foi empregada para analisar os dados entre
0S grupos tratados e 0s seus respectivos grupos controle (diabéticos e ndo diabéticos)
seguido de post test Tukey. O nivel de significancia adotado foi p<0,05.

3. Resultados
3.1. Efeitos do extrato de HaEBcl na glicemia e nos parametros metabdlicos gerais,

massa de 6rgaos e tecidos de ratos diabéticos.

A estreptozotocina (STZ) induziu um aumento de, aproximadamente, 4 vezes na
glicemia pds-prandial dos ratos (433,2+18,7 vs 100,1+2,7 mg/dl do controle, p<0,001).
Valores que se mantiveram elevados ao longo dos 28 dias de tratamento (figura 1). Os
animais diabéticos mostraram os sinais classicos do diabetes como a polifagia, polidipsia
e polidria, assim como menor reducdo de ganho na massa corporal ao longo do
experimento (figura 2). O tratamento com HaEBc na menor dose reduziu a hiperglicemia
(20%), assim como a polifagia (30%), poliuria (37%) e polidipsia (41%), assim como o
tratamento HaEBc na maior dose reduziu a hiperglicemia (57%), assim como a polifagia
(46%), polidria (52%) e polidipsia (29%). O grupo tratado com insulina reduziu a
hiperglicemia (34%), assim como a polifagia (21%), poliuria (56%) e polidipsia (43%).
Além disso, a quantidade de ureia e glicose encontrada nas amostras de urina foram
atenuadas por HaEBc, a julgar pelos valores encontrados em grupos de diabéticos tratados

com a maior dose de HaEBc (Tabela 1).
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Figura 1. Efeito do extrato etanolico folhas de Bauhinia cheilantha na glicemia pds-
prandial de ratos STZ-Diabéticos

Os animais diabéticos, mostraram um menor ganho de massa corporal
(252.72+10.41 g, p<0,001). Quando comparamos 0s grupos tratados e controle, 0s grupos
que receberam o tratamento com extrato de Bauhinia cheilantha (HaEBcl150 e
HaEBcl300) exibiram valores maiores no ganho de massa corporal com p<0,001. Entre
0s grupos tratados, tanto o grupo HaEBcl150 quanto HaEBcI300 tiveram maior ganho de
massa corporal que o grupo diabético (p=0,009 e p=0,003) (Tabela 1). Os grupos tratados
(HaEBcl150 e HaEBclI300) apresentaram maior ingestdo hidrica do que o grupo diabético
e tratado com Insulina (p<0,0001). Os grupos HaEBcl150 e HaEBcI300 apresentaram
menor diurese quando comparados com o grupo Diabético (p<0,0001), ao longo dos 28

dias de tratamento.
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Figura 2. Efeito do extrato etandlico folhas de Bauhinia cheilantha no peso corporal
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(1A), ingestao de alimentos (1B) e liquidos (1C), volume urinario (1D), em experimento
sub-crénico durante o tratamento de 28 dias. Cada ponto representa as médias + S.E.M.
de 4 a 5 animais. * P <0,05 em relacéo ao grupo controle; ** P <0,001 em relacdo ao

grupo Diabético.
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Tabela 1. Efeito do extrato etandlico folhas de Bauhinia cheilantha no ganho de massa corporal, ingestéo alimentar e hidrica e volume urinério de

ratos diabéticos apos 28 dias de administracéo.

Parametros Grupos
0 dia 28° dia

Controle Diabético  HaEBcl150 HaEBcI300  Insulina Controle Diabético  HaEBcl150  HaEBcI300  Insulina
Massa 241,3+15 207,7+£10,4 258,0+13,5 255,1+29 221,6+12,1 335,841 252,7+10,4 263,5+11,9* 294,6+7,1** 302,8+12,2**
corporal final 2 51 *
(9)
Ingestao 40,0£1,1 32,0453 36,4+2,2 37,3t1,4 36,4+2,4 30,5+1,2 32,4+3,1 32,0+1,1 37,715 28,8+2,1
alimentar
total(g)
Ingestao 75,0£15, 87,84+2,3 146,045,7** 133,5+9,5** 96,2+14,9 39,5+2,0 103,0+2,6 87,0+11,5** 78,5+19,5 54,6+13,0
hidrica total 0
(ml/24h)
Volume 16,3+1,2 81,2+17,8* 118,3+11,7* 120,5+9,3** 75,0£16,3** 154+1,3 97,0+22,1 57,4433 47,4+6,8** 33,2112, 7**
urindrio total *
(ml/24h)

Ureia urinaria 472,7#5, 982,8+29,9 1208,2+16,7 903,12+32,7 852,65+65,3 577,2+9  1149,5+95, 804,26+26,3 798,4+11,6* 782,85+47,3**
(mg/24h) 6 * ** ** ** 3’2 9* ** *
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Glicosuria - 14962,9+1 5338+1364 49197+101, 15145712 -  27650+16 266,88+196, 341,15+158, 13010,04178,7
(mg/24h) 70,3 wor g ok 0,7 E 2% o

Os resultados sdo apresentados como a média £ Erro padréo. (n: 4-5)
* P <0,05 em relagédo ao grupo controle;

** P <0,001 em relacéo ao grupo Diabético.
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Adicionalmente, 0 HaEBc apresentou perda de musculo esquelético glicolitico
(EDL e tibial anterior) e gordura (retroperitoneal e epididimal) em ratos diabéticos sem
afetar outros 6rgdos como coracdo e figado (Tabela 2). O glicogénio hepéatico também foi
preservado pelo tratamento com HaEBc (300 mg / kg) em animais diabéticos (Tabela 3).
Em animais de controle, o0 HaEBc ndo levou a nenhuma alteracdo nos parametros

metabdlicos.



Tabela 2. Efeito do extrato etan6lico folhas de Bauhinia cheilantha no peso dos 6rgéos de ratos diabéticos apds 28 dias de administrag&o.

Parametros Grupos

Controle Diabético HaEBcl150 HaEBcI300 Insulina
Massa corporal (g) 335.81+5.17 252.72+£10.41 278.11+12.44** 266.95+7.81** 297.88+14.17**
Figado (mg/mm) 10.72+0.31  9.87+0.72 11.1740.23 10.2240.25 11.43+0.36
Rins (mg/mm) 3.20+0.09 3.09+0.22 3.23+0.08 3.32+0.11 3.28+0.12
Coragao(mg/mm) 1.16+0.06 1.03+0.08 1.12+0.02 1.01+0.03 1.07+0.04
Pulmao(mg/mm) 1.96+0.04 1.88+0.25 2.24+0.16 2.22+0.16 1.66+0.09
Intestino(mg/mm) 28.82+3.05 30.69+4.68 28.16+2.07 27.69+1.55 28.79+1.70
Pancreas(mg/mm) 0.94+0.37 0.71+0.21 1.03+0.038 1.12+0.09 0.71+0.09
Estdmago(mg/mm) 1.92+0.17 1.86+0.11 2.25+0.04 2.17+0.04 2.17+0.10
Bago(mg/mm) 0.73+0.01 0.63+0.04 0.76+0.06 0.67+0.02 0.71+0.05
Testiculos(mg/mm) 4.03+0.21 4.09+0.32 3.72+0.23 4.09+0.24 3.81+0.27
Tecido Ad. 3.34+0.64 2.66+0.77 0.97+0.12** 1.56+£0.38**  4.28+0.82
Retroperitoneal(mg/mm)
Tecido Ad. Epididimal 4.46x0.99 3.65+£1.12 3.11+0.16 2.81+0.15** 5.71£0.58**
(mg/mm)
Soleus (mg/mm) 0.08+0.01 0.06+0.00 0.09+0.01** 0.08+0.01** 0.07+0.01
EDL (mg/mm) 0.11+0.00 0.07+0.01 0.09+0.00** 0.09+0.01** 0.08+0.01

116
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Tibial Anterior(mg/mm) 0.59+0.04 0.36%0.02 0.51+0.02** 0.50+£0.06** 0.47+£0.03**

Os resultados séo corrigidos pelo comprimento da tibia (mm) expressos como a média + Erro padrdo. (n: 4-5).
* P <0,05 em relacédo ao grupo controle;

** P <0,001 em relacédo ao grupo Diabético.



118

3.2. Efeitos do extrato de HaEBcl em biomarcadores séricos metabolicos, hepaticos

0s e renais de ratos diabéticos

A STZ afetou significativamente g hemoglobina glicada (14% vs 2.56% do grupo
controle, p<0,05) e diminuiu apos o tratamento com o extrato das folhas de B. cheilantha
(Tabela 3). Comparagdes de Frutosamina, HaEBcl150 e HaEBcI300 de maior reducéo
(35 pmol/L e 133 pmol/L, respectivamente com relacdo ao grupo diabético, p<0,05) e
niveis de Frutosamina para o grupo tratado com Insulina (p<0,001) ndo apresentou
diferenca significativas. Além disso, todos os grupos tratados com HaEBcl exibiram
valores menores de glicerol que o grupo diabético e insulina (p<0,05 e p<0,001,
respectivamente). Os grupos que receberam o extrato apresentaram menor percentual de

glicogénio hepatico que os grupos diabético e insulina (p<0,05; p<0,001) (Tabela 3).

Tabela 3. Marcadores Glicémicos de ratos controle e diabéticos tratados ou ndo com
extrato hidroalcéolico de Bauhinia cheilantha (150mg/kg; 300mg/kg) durante 28 dias de

experimento.

Parametro  Grupos

S

Controle Diabético HaEBclI150 HaEBcl300 Insulina

Hemoglobi 2.56+0.63  14.08+0.30 8.33+1.02* 9.23+1.10**  10.88+0.43

na Glicada * * **

(%)

Frutosami  232.48+13. 393.62+35. 293.30+16. 230.28+19.19 312.33%38.
na 73 36 39 *x 20
(nmol/L)

Glicerol 103.20+2.5 122.24+9.9 83.80+6.85 77.78+2.25** 98.90+4.19
(nmol/L) 1 5 -

Glicogénio 4.11+0.51  3.32+0.63  5.93+0.63* 8.69+0.64**  4.90+0.17
Hepéatico *

(%o/g

de tecido)

Todos os valores séo expressos como média e erro padréo (n: 4-5).
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** n <0,05 em comparagdo ao Grupo Controle.

***n <0,001 em comparagdo com o Grupo Diabético. ANOVA de uma via seguida pelos
testes de comparagdo maltipla de Tukey. HaEBcl150: Extrato hidroalc6olico de Bauhinia
cheilantha na dosagem de 150mg/kg; HaEBcI300: extrato hidroalcoolico de B. cheilantha
na dosagem de 300mg/kg.

Ratos diabéticos apresentaram integridade hepatica prejudicada (Tabela 4),
conforme avaliado pelos niveis aumentados de AST (165.40+4.50 mg/dL, p <0,001) e
ALT (150.08+16.05 mg/dL, p <0,05), em comparagdo com o0 grupo controle AST
(109.00+12.20) e ALT (59.90+4.31 mg/dL, p <0,001). O tratamento HaEBcl150 e
HaEBcl300 causou uma melhora significativa nos niveis de AST (140.60+12.40 mg/dL,
103.80+9.50 mg/dL, p <0,001, respectivamente) e ALT 988+6.26 mg/dL, 95.52+10.66
mg/dL, p <0,001, respectivamente), em comparagdo com o DM n&o tratado. Além disso,
o0s animais tratados com insulina ndo apresentaram redugdo significativa nesses niveis.

Além disso, os danos renais causados pela STZ sdo evidenciados, pelos niveis
séricos alterados de creatinina, ureia e acido Urico. Onde apos o tratamento de HaEBcl,
foi observado uma melhora significativa (=78%, p <0,001), nos niveis de creatinina,
(=11%, p <0,001) ureia, e acido urico (=36%, p <0,001). Os animais tratados com insulina
obtiveram a reducdo dos marcadores de dano renal (=57%, p <0,001, creatinina; ~5%, p

<0,001 nos niveis plasmaticos de ureia e =7%, p <0,001, acido trico).

Tabela 4. Parametros bioquimicos de ratos controle e diabéticos tratados ou ndo com
extrato hidroalcéolico de Bauhinia cheilantha (150mg/kg; 300mg/kg) durante 28 dias de

experimento.

Parametr Grupos

0S
Controle Diabético HaEBcl150 HaEBcl300 Insulina

ALT 59.00+4.31 150.08+16. 88.83+6.26 95.52+10.66 147.80+26.5

(U/L) 05 falad fakad 4

AST 109.00+12. 165.40+4.5 140.60+12. 103.80+9.50 134.20+15.4

(UIL) 20 0 40 o 0



AST:ALT
(U/L)
PT (U/L)

Albumina
(g9/dL)

Ureia

(mg/dL)
Creatinin
a (mg/dL)
Fosfatase
Alcalina
(U/L)

Gama-GT
(pmol/L)
Globulina
(g/dL)

Bilirrubin
a Total
(mg/dL)
Bilirrubin
a Direta
(mg/dL)
Bilirrubin
a Indireta
(mg/dL)
Acido

Urico

(pmol/L)

1.64+0.10

5.90+0.26

2.56+0.11

50.55+2.25

0.69+0.05

47.22+3.43

5.60+2.16

3.46+0.37

0.31+0.05

0.04+0.02

0.09+0.04

3.70+0.08

1.32+0.22

9.58+0.82*

3.14+0.35

73.68+5.07

*

1.39+0.16*

161.38+14.
57

37.40+1.48

6.88+0.80

0.77+0.11

0.16+0.03

0.61+0.10

4.15+0.11

1.34+0.18

6.70+0.09*

*

2.37+0.29*

*

66.24+3.32

0.30+0.02*

*

35.50+4.82

**

9.10+1.17*

*

4.33+0.23*

*

0.42+0.03*

*

0.11+0.02

0.29+0.06*

*

2.60+0.06*

*

1.56+0.17

6.73+0.49**

2.29+0.13**

63.22+7.98

0.38+0.06**

50.83+6.81*

*

12.43+1.45*

*

1.23+0.34**

0.30+0.02**

0.15+0.05

0.19+0.07**

2.58+0.08**

120

1.55+0.71

5.64+0.44**

3.09+0.29*

69.96+2.42

0.63+0.12**

60.80+14.41

**

20.00+2.97*

3.78+0.19

0.32+0.05**

0.10+0.06

0.22+0.02**

3.85+0.05

Todos os valores séo expressos como média e erro padréo (n: 4-5).

*p <0,05 em comparacao ao Grupo Controle.

** p <0,001 em comparagdo com o Grupo Diabético. ANOVA de uma via precedida

pelos testes de comparacdo multipla de Tukey. HaEBcl150: Extrato hidroalcoolico de
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Bauhinia cheilantha na dosagem de 150mg/kg; HaEBcI300: extrato hidroalcoolico de B.
cheilantha na dosagem de 300mg/kg.

Verificou-se que STZ causou alteracGes nos niveis de ureia, creatinina e acido
urico (73.68+5.07 mg/dl, p <0,05; 1.39+0.16, p <0,05; 4.15+0.11 mg/dL, p <0,001;
respectivamente). Apds o tratamento, as intensidades de varios pardmetros foram
atenuadas (Tabela 3). Enquanto o consumo diario de HaEBc em ambas as doses, faixas
de enzimas e bilirrubina tornaram-se normais e resultados significativos foram
observados para HaEBcI300 (0.30+0.02, p<0,001). Além disso os niveis de creatinina,

ureia e &cido Urico foram reduzidos para ambas as dosagens de tratamento.

3.3. Efeitos do extrato de HaEBcl no perfil lipémico plasmatico e no conteudo de

lipidios hepéticos totais de ratos diabéticos.

A STZ induziu a dislipidemia diabética em ratos, com elevacdo dos niveis de
colesterol total (=140 mg/dL, p<0,05), hipertrigliciridemia (=202 mg/dL, p <0,05), sem
alteragdes nos niveis de HDL. O tratamento com o HaBcl reduziu os niveis de CT (70%)
em ambas as doses estudadas, assim como reduziu os niveis de TG elevou os niveis de
HDL de modo dependente (Tabela 5). Além disso, o0 aumento significativo (p <0,05) nos
niveis de lipideos hepaticos e proteinas carboniladas foram observados em ratos
diabéticos quando comparados com ratos controle. A administracdo de HaEBcl150 ou
HaEBCcI300 os ratos diabéticos tendem a trazer os niveis de lipidios hepaticos para perto

do normal.

Tabela 5. Perfil Lipidico de ratos controle e diabéticos tratados ou ndo com extrato
hidroalcoolico de Bauhinia cheilantha (150mg/kg; 300mg/kg) durante 28 dias de

experimento.

Parametros Grupos

Controle  Diabético HaEBcl150 HaEBcl300 Insulina
Colesterol ~ 34.80+4. 140.7948.5 44.06+4.69 50.73+7.07* 93.81+3.25**
Total 26 7* bl *
(mg/dL)
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HDL 17.03+2. 21.92+1.00 32.50+2.01 42.49+2.85* 34.30+9.04*
(mg/dL) 21 **

LDL 54.63+6. 59.66+4.05 54.45+0.45 54.41+0.18 57.67+0.95
(mg/dL) 37

Trigliceride 38.35+1. 202.92+3.9 85.46+3.03 65.68+11.71 112.38+11.14
os (mg/dL) 98 6 ** ** **

Lipideos 1.024¢0.0 1.09+0.06  0.98+0.02* 1.25+0.07 1.08+0.06
Totais 1 *

(9/mL)

Todos os valores sdo expressos como média e erro padrdo (n: 4-5).

*p <0,05 em comparacdo ao Grupo Controle.

** p <0,001 em comparacdo com o Grupo Diabético. ANOVA de uma via precedida
pelos testes de comparacdo multipla de Tukey. HaEBcl150: Extrato hidroalcéolico de
Bauhinia cheilantha na dosagem de 150mg/kg; HaEBcI300: extrato hidroalcdolico de B.
cheilantha na dosagem de 300mg/kg.

3.4. Efeitos do extrato de HaEBcl em biomarcadores hepaticos do estresse oxidativo

em ratos diabéticos

Durante o estudo atual, o efeito da STZ nos niveis dos antioxidantes enzimaticos e
ndo enzimaticos (SOD, CAT e GSH) no tecidos hepatico diminuiram significativamente
(p <0,05) associados a elevacdo significativa (p <0,05) da peroxidacdo lipidica (MDA)
no grupo diabético em relacdo ao grupo controle (Figura 3). O tratamento com extrato ou
HaEBc, melhorou as enzimas antioxidantes, GSH, e diminuiu o nivel de MDA no figado
em comparacdo com o grupo diabético (2,28+0,08, p <0,05). A administracdo oral do
extrato diminuiu significativamente (1,12+0,19 mg/pt, p <0,05; 1,25+0,16 mg/pt, p
<0,05) os niveis de MDA dos ratos diabéticos tratados nas doses diferentes (HaEBcl150
e HaEBcl300, respectivamente). O estudo apresentou uma diferenca substancial nas
atividades das enzimas SOD nas doses de HaEBcl150 ou HaEBcI300 (29,00£2,07;
32,60+2,16 U/mg, p <0,05 respectivamente) e CAT (0,04+0,002; 0,07+0,006 U/mg, p
<0,05 respectivamente), a diferenca observada foi significativa (p <0,001) no fator redox
GSH:GSSG dos ratos que receberam altas doses de o extrato (300 mg / kg). Além disso,

a elevacdo do contetido de nitrito causada pelo diabetes foi reduzida pelo tratamento.
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Figura 3. Efeito do extrato etandlico folhas de Bauhinia cheilantha nos niveis de Acido
tiobarbitarico-TBA(3A), catalase (3B), Superoxido dismutase (3C), Glutationa oxidase-
GSSG (3D); Glutationa Redutase (3E), Proteinas Carboniladas (3F), relacdo GSH/GSSG
(3G), e nitrito (3H), no tecido hepético para todos 0s grupos de estudo. Os resultados sdo
apresentados como a média + SEM. Designacgdes: ** - P <0,05 em rela¢do ao grupo

controle; *** - P <0,001 em relacdo ao grupo Diabético.

4. Discussao
4.1. Efeitos do extrato de HaEBcl sobre a ingesta hidrica, alimentar e peso dos

orgaos em ratos STZ-Diabéticos.

Ratos diabéticos podem apresentar perda de peso corporal e diminuicdo da taxa
de crescimento (Hsu, 2022; Galsgaard et al, 2019). Esse retardo de peso pode estar
relacionado a reducéo da captacdo de glicose causada pela falta de insulina ap0s a injecao
de STZ (Galsgaard et al, 2019). A administracdo de HaEBcl pode iniciar a captacdo de

glicose pelos tecidos periféricos e, assim, melhorar o metabolismo da glicose como uma
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das principais fontes de energia (lbrahim et al., 2016). Efeitos semelhantes foram
reportados por Brahmachari et al. (2015), utilizando extrato das folhas de Bauhinia
purplrea durante 28 dias de tratamento.

A reducéo no volume urinario (diurese osmotica) e a ingestao hidrica (polidpsia)
estdo intimamente relacionadas aos niveis glicémicos, sobretudo pelos mecanismos de
reabsorcéo renal de glicose. O que pode estar relacionado com decorrente da reducédo da
hiperglicemia por alteragdes de sensibilidade a insulina periférica (Barbosa et al., 2018).
O que se refere ao aumento do consumo de &gua e alimentos no diabetes foi confirmado
com achados semelhantes relatados por Pinheiro et al. (2017), no tratamento de Diabetes

induzido por STZ com B. holophylla durante 21 dias de tratamento.

4.2. Efeitos do extrato de HaEBcl em marcadores glicémicos em ratos STZ-

diabéticos.

HaEBcl reduziu a hiperglicemia pds-prandial em animais diabéticos. A reducéo
na hiperglicemia pds-prandial pode estar associada a menor producao hepatica de glicose,
isto &, menor atividade gliconeogénica, acompanhada, ou ndo, de maior glicogenolise
(Camaforte et al., 2019), o que pode ser considerado pela preservacdo dos estoques de
glicogénio hepatico nos animais tratados com HaEBcl150 e HaEBcl300. E bem
compreendido o efeito anabdlico e anti-catabolico da insulina no metabolismo do
glicogénio, sobretudo por estimular a acdo do glicogénio sintase e inibir a glicogénio
fosforilase, enzimas envolvidas na sintese e degradacdo destes carboidratos,
respectivamente (Ibrahim et al., 2016).

Asenzimas ALT e AST sdo encontradas principalmente nos hepatdcitos e, quando
niveis elevados sdo detectados, é possivel confirmar o diagnéstico de lesdo hepética (Pratt
e Kaplan 2000). Nosso estudo apresentou atividades de ALT e AST reduzidas em grupos
de diabéticos, sugerindo que essa planta melhorou a integridade hepética devido ao
diabetes. Além disso o dano renal gradual é uma das principais consequéncias da
hiperglicemia. Esse funcionamento inadequado do rim leva a uma elevagdo da ureia no
sangue (Ishrag, 2014). A concentracdo sérica elevada de creatinina e ureia no estado
diabético indica disfuncdo renal. O acido Urico sérico estd comprovadamente associado a
doenca renal; a razdo por tras da alta concentracdo de &cido Urico em um paciente
diabético pode ser o resultado da inibig&o da reabsorcao de &cido urico no tabulo proximal

(Pavani e Anoop, 2011). Com base nos resultados observados, o extrato hidroalcdolico
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da folha de B. cheilantha realiza ac6es de melhoria no figado e nos rins; isso € evidente
pela capacidade do extrato hidroalcoolico da planta de reduzir e normalizar a
concentracdo de creatinina, uréia, acido Urico e enzimas hepéticas (ALP, AST, ALT) no
sangue. Estudos prévios tém demonstrado efeitos semelhantes, utilizando extrato da folha
de Bauhinia variegata (Kulkarni e Laddha, 2020) durante 28 dias de tratamento.

A reducdo da bilirrubina direta e da bilirrubina total ap6s o tratamento com o
extrato HaEBcl aos animais diabéticos sugerem melhora na integridade hepética e renal
em ratos diabéticos (Yao et al., 2019). O papel protetor da bilirrubina como biomarcador
da funcdo hepaética, pode ser atribuido por efeito indireto na da reducdo da producédo de
superoxido dependente de NADPH e da producdo de ROS induzida por glicose elevada
(Barbosa et al., 2021).

4.3. Efeitos do extrato de HaEBcl em biomarcadores séricos para as funcdes renais

e hepéticas.

Alguns estudos mostraram uma tendéncia bioldgica do nivel de colesterol HDL
para acompanhar os niveis de colesterol total (Kiss et al. 2006, Turner et al. 2004). Nossos
resultados mostraram reducdo dos niveis de HDL-colesterol nos grupos tratados, o que
pode indicar alteragdes metabodlicas no figado em decorréncia do tratamento, seja pela
reducdo de sua producdo ou funcdo. Além disso, um aumento nos lipidios totais do figado
em ratos diabéticos induzidos por STZ pode indicar um aumento na sintese de lipidios e
na capacidade de armazenamento, o que pode ter causado um aumento nos triglicerideos
e fosfolipidios séricos. Ravi et al. (2005) relataram que uma variedade de desarranjos nos
mecanismos metabolicos e regulatorios devido a deficiéncia de insulina é responsavel

pelo acimulo de lipidios.

4.4. Efeitos do extrato de HaEBcl em biomarcadores séricos e tecido hepatico no

estresse oxidativo.

Em condic@es fisioldgicas, os metabdlitos ativos do oxigénio sdo neutralizados
por varios componentes do sistema de defesa antioxidante. Supomos que existem duas
maneiras principais de explicar esses resultados: O extrato de HaEBcl pode reduzir a
producdo de ROS devido aos niveis mais baixos de glicose no sangue, ou seja,

antocianinas, e podem agir como eliminadores de radicais livres. Além disso, algumas
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espeécies ainda apresentaram acdo hipoglicémica, por exemplo B. variegata (Silva et al.
2002, Pepato et al. 2004, Lino et al. 2004, Frankish et al. 2010). Rozza et al. (2015)
verificaram que o extrato hidroalcodlico de Bauhinia holophylla (150 mg / Kg) aumentou
as atividades da glutationa peroxidase (GSH-Px) e da glutationa redutase (GSSG) e o
nivel reduzido de glutationa (GSH), sugerindo uma atividade antioxidante de B.
holophylla.

O aumento no nivel de produtos reativos a TBA no plasma sanguineo em
condicdes de diabetes tem um efeito citotdxico sobre os fosfolipidios da membrana, o que
leva a formacdo e acimulo de MDA (Gao et al., 2012). A administracdo do extrato de
HaEBcl leva a diminuicdo da peroxidagdo lipidica nos animais com diabetes. Os
resultados sugerem que 0s componentes ativos na composi¢do do extrato de HaEBcl
podem reduzir o nivel de produtos reativos a TBA, controlando a glicose sanguinea e as

reacOes de glicacdo, além de sua atividade antioxidante.

Conclusodes

Tomados em conjunto, os resultados aqui apresentados abriram a perspectiva de
que o extrato hidroalcodlico das folhas de Bauhinia cheilantha apresentou aces
antidiabéticas, antihiperglicemiantes, antihiperlipidémicas, provavelmente por
mecanismos que envolvem a reducdo do intenso estresse oxidativo tipico do DM.
Portanto, B. cheilantha € um candidato potencial para o tratamento de condi¢bes
hiperglicémicas. No entanto, devido as limitagOes experimentais, esses resultados devem
ser confirmados em um grande ensaio clinico multicéntrico, e esforgos devem ser feitos

nessa direcao.
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APENCICE A- (Syrcle’s tool for assessing risk of bias)
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D7 Study? Experimental  Diabetic group Effectivenesz 1 ! D2 Baseline characteristics
D8 Study8 Experimental  Diabetic group Effectiveness 1 ! } ’ ! D3 Allocation concealment
DS Study® Experimental  Diabetic group Effectiveness 1 ! ! [} } D2 Random housing
D10 Study10 Experimental  Diabetic group Effectiveness 1 = D5 Blinding
D11 Study11 Experimental  Diabetic group Effectiveness 1 ! D6 Random outcome
D12 Seudy12 Experimental  Diabetic group Effectiveness 1 } D7 Blinding
D13 Study13 Experimental  Diabetic group Effectiveness 1 ! ! ! D8 Incomplete outcome cata
D14 Study1d Experimental  Diabetic group Effectiveness 1 ! ! ! 03 Selective outcome reporting
D15 Study15 Experimental  Diabetic group Effectiveness 1 D10 Other zources of biaz
D16 Study16 Experimental  Diabetic group Effectiveness 1 !
D17 study 17 Experimental  Diabetic group Effectiveness 1 !
D18 tudy 18 Experimental  Diabetic group Effectiveness 1 ! ! } !
D19 study 19 Experimental  Diabetic group Effectiveness 1 ! ! ! !
D20 ztudy 20 Experimental  Diabetic group Effectiveness 1 ! ! [} }
D21 study 21 Experimental  Diabetic group Effectiveness 1 ] } } !
D22 zudy 22 Experimental  Diabetic group Effectiveness 1 ! ! ! !
D23 study 23 Experimental  Diabetic group Effectiveness 1 ! ! ! !
D24 study 24 Experimental  Diabetic group Effectiveness 1 ! ! ! }
D25 ztudy 25 Experimental  Diabetic group Effectiveness 1 ! ! [} ]
D26 study 26 Experimental  Diabetic group Effectiveness 1 ] ! ! !
D27 study 27 Experimental  Diabetic group Effectiveness 1 ! ! } !
028 study 28 Experimental Diabetic grouEffectiveness 1 ! ! ! !
1023 study 29 Experimental Diabetic grouEffectiveness 1 ! ! [ !
1038 study J@ Experimental Diabetic grouEffectiveness 1 ! ! ! !
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Item
#

Section/Subsection/Item

Description

Bauhinia genus: Biochemistry on the antihyperglycemic and

Check for
approval

A. General

search component 1 (SC1)

A TiHeOrthe review dyslipidemic effect, cross-sectional study and meta-analysis.
Alanne Lucena de Brito?, Widarlane Angela da Silva Alves?,
Francisco Borja Ruiz reverter?, Eduardo Carvalho Lira®.
2: ?:;r::;ii;anT)eS, sffillations, 'Department of Physiology and Pharmacology, Federal
University of Pernambuco (UFPE)
’Department of chemistry and physics, Federal University of
Paraiba (UFPB)
Alanne Lucena de Brito
2 Department of Physiology and Pharmacology, Federal
A Contact person + e-mail address University of Pernambuco, Recife-PE, Brazil.
E-mail: alannylucena@gmail.com
Search and study identification
Split research question into critical
search components. What are the effects of Bauhinia genus in Biochemical and
SC1: Intervention/exposure lipidic profile, phytochemical profile on animal models for
5, SC2: Disease of interest/health SD(l:alt:J%t::hl\i/rI]?;Ilgésnﬂl:ease?
problem SC2: Diabetes’s disease
SC3: Animal/animal SC3: Experimental models
species/population studied (SC4: postprandial glucose)
(SC4: Outcome measures)
Standardized subject terms:
[Bauhinia],
[hyperglycemic],
[diabetic mice],
[diabetic rats],
[phytotherapy],
Relevant synonyms and related terms:
) [Hypoglycemic agents],
6. Identify relevant search terms for [diabetes mellitus experimental],

[insulin resistance],
[medicinal plants],
[Laboratory animals],

free-text terms:
(mice and rats),
[plants],

[DM],

This will result in search result: 23.130 hits
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This will result in search result: SC2
7. |Repeat step 6 for SC2 $C2: Diabetes’s disease 3.300.000 hits
8. Combine search results for SC1 and SC1 AND SC2: 2.610 hits
SC2
Repeat step B for remainin,
9 P f (i.e.SC3 'dl g ol SC3: Laboratory animals 4.800 hits
- |components {i.e. 5L3 and occasionally | gcq: postpandrial glucose 741 hits
SC4)
10 Combine search results of all the SC1 AND SC2 AND SC3: 621 hits
all results were evaluated for duplicity, possibility of data
11. |Evaluate search results extraction. 29 hits
12 Transfer search results into a Citations have been saved (reference + abstract + source) in
" | reference software reference Programs
Study characteristics to be extracted (for assessment of external validity, reporting quality)
13. |Study ID (e.g. authors, year) Authors, year, DOI, full title, Journal name
dentify I datab h BMMEDLINE via PubMed  BMWeb of Science
Identify literature databases to searc 0ISCOPUS CIEMBASE
14. (929- Pubmed, Embase, Web of MOther, namely: Google Scholar, ScienceDirect, SciELO.
science) OSpecific journal(s), namely:
Methods for data extraction/retrieval
: ¥ : 1. From text
(e.g. first extraction from graphs using
15 a digital screen ruler, then contactin 2. from graphs
8 4 J 3. If necessary, the authors of the article may be contacted
authors)
1.Alanne Lucena de Brito,
2. Widarlane Angela da Silva Alves,
Final approval by (names, affiliations): 3. Francisco Borja Ruiz reverter, Date: 21.08.2021
4. Eduardo Carvalho Lira.
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APENCICE C- Processo Ne 23076.004793/2015-42

Umiversidade Federal de Pernambuco
Cewtro de Cieacias Bloldgices

Av. Prof. Nelaoa Chaves, s/a
S0470-420 / mecife - PE ~ Brasil
foness 155 S1F 2136 amdg | 2124 3%
tax: (55 EL) 223§ %

W coD, ulpe By

Recife, 14 de maio da 2015,
Oficio n° 46715

Da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof.° Eduardo de Carvalho Lira

Departamento de Fisiclogia @ Farmacoiogla - CCB
Universidade Federal de Permambuco

Procasso n® 23076, 0047937201542

Os membros da Comissdo de Efica no Uso de Animais do Centro de Ciéncas
Biologicas da Universidade Federal de Pemambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulade, "Avaliagio do Efelto Antidiabético, Hipolipemiante e
Antioxidante do Extrato Etandlico Bruto de Bauhinia Cheilantha ( Bongard)
Steudel e Morus nigra L em Ratos Bases Moleculares e Alvos Terapéuticos”™.

Concluimas que ce procadimentos descritos para a utifzacio expedimental dos
animals encontram-se de acordo com a8 normas sugerdas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacio Animal @ com as normas intéemacionas eslabelecdas pelo
Natlonal Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Arvmals 35 quais s&o
adotadas como critérics de avallacio @ julgamento pela CEUA-UFPE,

Encontra-se de acordo com as normas vigenles no Brasi, especisimente a Les
11,784 de 0B de outudro de 2008, que trata da questdo do uso de animais pars fins
cientificos e didaticos,

Diande do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocoles exparimentals a
garem realzados.

‘Ongem dos animais: Bioténo do Departamento de Atenciosaments,
|Fisiologia da UFPE. Animais; Ratos isogénicos, Y
Linhagem, Wistar, Peso; 210-220g; Sexo, macho, N° ) V7 b
total de animais: 113, ¢ « é,. e
Or. Padro V. Canll
Presclese & CFUN ) 03 - 9%
e AR IMISRA

CCB: Integrar para desenvolver
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Universidade Federal de Pernambaco
Centre de Cismize Bioligicas

e, Prof, Nelscnr Chawwr, a/n
MOVIGe4Z0 F Fecile (3 fra=il
fovsm: (55 631 X126 B84 2128 8381
a1 <556 N} 2126 a3k

a2 U

Redfe, 02 de dezembro de 2015,
Qficio n® 12415

Da Comiss®o de Etica no Uso de Animals (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Eduardo de Carvalho Lira

Depanamanto de Fisiokgla @ Farmacologia

Centro de Ciéndas Biokigicas

Universidade Federal de Parmambuco

Processo n® 22078 041497/2015-22

Os membros da Comisséo de Etica no Uso de Animais do Centro de Cidncias
Biologicas da Universidade Federal de Permambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Avaliagdo da toxicidade aguda /n vivo do extrato
etandlico bruto de Anadenanthers colubying Vell (Brenan) em ratos™.

Concluimos que os procadimentos descnios para 8 ulliizagéo experimental dos
animais encontram-s& de acordo com as normas sugendas pelo Colégo Brasileiro
para Expernmentacdo Animal & com as normas intemacionais eslabeiecidas pelko
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sao
adotadas como criténos de avaliagao @ juigamento pala CEUA-UFFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasd, especiaimante a La|
11.794 de 08 de cutubro de 2008, que trata da questdo do uso dé animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel 80s prolocolos expearimantais a
seram realizados.

Fisiologia @ Fammacologia — CCRB/IUFPE; Animais; Ratos
heterogénicos; Linhagem; Wistar, Peso, 210-220g;
| Sexo, fBmeas; Namero tolal de animass: 15.
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