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RESUMO

A incidéncia de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) vem aumentando anualmente e o
tratamento apresenta limitagdes, sendo importante a busca de alternativas
terapéuticas. A Croton cajucara Benth. é utilizada para o tratamento do DM2, no
entanto, estudos relatam sua hepatotoxicidade. O objetivo do presente estudo é
avaliar a capacidade de reducéo da tolerancia a glicose pelo C. cajucara, bem como
sua toxicidade oral aguda. O extrato etandlico de C. cajucara (EECc) foi obtido por
maceracao, sendo caracterizado por métodos cromatograficos (Cromatografia em
Camada Delgada - CCD, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Detector
de Arranjo de Diodos - CLAE-DAD) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Na
toxicidade oral aguda foram realizadas as seguintes avaliacdes: screening hipocratico,
ganho ponderal, consumo de agua e racdo, andlises bioquimicas. No teste de
tolerancia oral a glicose (TOTG), houve a inducédo da hiperglicemia com aloxano. Apos
4 dias realizou-se o tratamento com EECc, controle hipoglicemiante (glibenclamida,
5mg/kg) e agua, sendo avaliada em diferentes tempos a taxa glicémica. Estudos
fitoquimicos de EECc sugerem a presenca de &acido galico, epicatequinas, canferol,
flavonoides e terpenos. Na toxicidade oral observou-se alteracdo nas fezes, consumo
de 4gua, onde inicialmente houve menor ganho de peso no grupo tratado com EECc,
porém o peso final do grupo controle e tratado foram semelhantes. Nos testes de
prova hepética, realizados 14 dias ap0s o tratamento, houve discreta elevacdo TGO,
TGP e fosfatase alcalina para o grupo tratado com EECc, enquanto nos testes de
funcéo renal, a ureia estava elevada e a creatinina reduzida. O TOTG demonstrou
acdo do EECc (150mg/kg) similar a glibenclamida, sugerindo possivel atividade
hipoglicemiante. Em sintese, a C. cajucara se mostra bastante promissora para a
regulacao glicémica em casos de DM, no entanto, os estudos de toxicidade sugerem
um possivel efeito hepatotoxico reversivel, ou elevacdo do catabolismo, ou
desidratacéo.

Palavras-chave: Croton cajucara; diabetes mellitus; flavonoides; toxicidade; glicemia.



ABSTRACT

The incidence of type 2 diabetes mellitus (T2DM) has been increasing annually, and
treatment options have limitations, making the search for therapeutic alternatives
important. Croton cajucara Benth. is used for the treatment of T2DM; however, studies
report its hepatotoxicity. The objective of this study is to evaluate the ability of C.
cajucara to reduce glucose tolerance, as well as its acute oral toxicity. The ethanolic
extract of C. cajucara (EECc) was obtained by maceration and characterized using
chromatographic methods (Thin-Layer Chromatography - TLC, High-Performance
Liguid Chromatography coupled with Diode Array Detector - HPLC-DAD) and Nuclear
Magnetic Resonance (NMR). In the acute oral toxicity assessment, the following
evaluations were performed: hypocritical screening, body weight gain, water and feed
intake, and biochemical analyses. In the oral glucose tolerance test (OGTT),
hyperglycemia was induced with alloxan. After 4 days, treatment was administered
with EECc, a hypoglycemic control (glibenclamide, 5 mg/kg), and water, with blood
glucose levels evaluated at different time points. Phytochemical studies of EECc
suggest the presence of gallic acid, epicatechins, kaempferol, flavonoids, and
terpenes. In the oral toxicity assessment, changes in feces and water intake were
observed, with an initial lower weight gain in the EECc-treated group, though the final
weight of the control and treated groups was similar. In liver function tests, conducted
14 days after treatment, there was a slight increase in AST, ALT, and alkaline
phosphatase in the EECc-treated group, while in kidney function tests, urea was
elevated and creatinine reduced. The OGTT demonstrated that EECc (150 mg/kg) had
an effect similar to glibenclamide, suggesting a possible hypoglycemic activity. In
summary, C. cajucara appears highly promising for glycemic regulation in cases of
DM; however, toxicity studies suggest a possible reversible hepatotoxic effect,
increased catabolism, or dehydration.

Keywords: Croton cajucara; Diabetes Mellitus; flavonoids; hepatotoxicity; toxicity;
blood glucose.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca sistémica crbnica, caracterizada pela
deficiéncia do pancreas em produzir insulina, ou disfuncéo do organismo em utilizar a
insulina produzida, podendo ser classificada como tipo 1 (DM1), tipo 2 (DM2) ou
gestacional (Bertonhi e Dias, 2018). Sendo uma das doencas mais prevalentes em
todo o mundo, com aumento drastico nos ultimos 30 anos, é responsavel por cerca
de 1,5 milhdo de mortes todos os anos, representando um grave problema de saude
publica (WHO, 2025).

O DM2 pode predispor o desenvolvimento de outras comorbidades como
doenca renal cronica, disturbios renais, cardiacos e neuropatias (Brasil, 2022), sendo
importante tanto o tratamento ndo farmacolégico quanto o farmacoldgico, com
hipoglicemiantes (glibenclamida e glicazida) e antihiperglicemiantes (metformina).
Estes tratamentos medicamentosos sao de baixo custo e acessibilidade (Carvalho et
al., 2021), eficazes, porém apresentam alguns problemas e limitacdes. O primeiro
problema é a ndo adesdo ao tratamento devido aos inUmeros eventos adversos
(Ladeia, 2013). Com a progressao da doenca, a monoterapia se torna ineficaz, sendo
necessario associar farmacos, levando ao aumento de risco de eventos adversos,
como o risco de hipoglicemia (Araujo, Britto e Cruz, 2000). O maior problema do
tratamento farmacoterapéutico do DM2 é o foco na reducéo da glicemia sanguinea e
fatores importantes como o excesso de peso, a inflamacéo e estresse oxidativo
envolvidos na patogénese néo sédo considerados e tratados (Brunton, 2009; Wronka
et al., 2022). Diante do exposto, a busca de alternativas terapéuticas com menos
eventos adversos € essencial, bem como que possa interferir nos processos
relacionados a patogénese da doenca.

Em comunidades tradicionais, o tratamento do diabetes € realizado com
utilizacdo de plantas, sendo uma planta muito importante o Croton cajucara Benth.
(Euphorbiaceae), cujas folhas e cascas do caule s&o utilizadas na medicina tradicional
amazobnica, no tratamento do diabetes (Maciel et al., 2000). Entretanto, estudos
sugerem que esta espécie pode levar a danos hepaticos (Soares, 2004; Veiga Jr, Pinto
& Maciel, 2005). No entanto, torna-se importante investigar se outros fatores de riscos
podem estar associados a hepatotoxicidade, como por exemplo a sindrome

metabdlica. Varios mecanismos podem estar interligados entre a sindrome
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metabdlica, funcdo hepatica comprometida, e os efeitos hepatotdxicos potenciais de
medicamentos antidiabéticos, entretanto, o tema ainda é pouco estudado.

Diante disso, surgem alguns questionamentos sobre o uso do C. cajucara ser
o responsével pela hepatotoxicidade, independente da condigdo clinica do paciente.
A hepatotoxicidade ocorre apenas em doses elevadas de forma aguda, ou ha
necessidade do uso continuado? Em doses terapéuticas para o tratamento do
diabetes, ocorre hepatotoxicidade? Todos estes questionamentos motivaram a
realizacdo do presente trabalho e a importancia medicinal desta espécie é a principal
justificativa para a realizacdo deste estudo.

As hipoteses do presente estudo sao:

H1: A toxicidade hepatica ocorre apenas em animais tratados com doses
elevadas de forma aguda, sendo reversivel;

H2: Outros tipos de efeitos toxicos podem ocorrer no tratamento agudo se for
utilizada em dose elevada;

H3: Na dose de 150 mg/kg, o EECc € capaz de reduzir os niveis glicémicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diabetes mellitus

No diabetes mellitus ocorre um amplo comprometimento metabdlico, sendo a
DML1 relacionada a forma autoimune, caracterizada pela destruicdo progressiva e
irreversivel das células B-pancreaticas, enquanto o tipo 2 (DM2) é caracterizado como
a forma de resisténcia a insulina e/ou falha na producdo da mesma pelo pancreas
(Hernando, 2011; Chiang et al., 2014; Oliveira et al., 2023). Ainda se tem a diabetes
gestacional, onde a glicemia sanguinea se eleva e aumenta tanto o risco de
complica¢gBes durante a gravidez como pré-eclampsia e parto prematuro, também o
risco de a gestante desenvolver DM2 no futuro (Bellamy et al., 2009; Ye et al., 2022).
O pré-diabetes é uma condicdo intermediaria entre 0 metabolismo normal da glicose
e o diabetes tipo 2, em que a tolerancia diminuida a glicose (IGT) e a glicemia de jejum
prejudicada (IFG) sdo condi¢fes intermediarias na transi¢do entre a normalidade e o
diabetes (Alves et al., 2016; Lin et al., 2007;).

O numero de pessoas com DM vem aumentando, sendo que 108 milhdes com
adoenca em 1980 e 422 milhdes em 2014. Ressalta-se que mais de 95% das pessoas
com diabetes tém o tipo 2 da doenca, que até recentemente era observado
majoritariamente em adultos, mas agora também ocorre cada vez mais
frequentemente em criancas (WHO, 2024). Em 2018, foram notificados cerca de 15,8
milhdes de casos de DM em todo o Brasil. Em 2023, o nimero de pessoas com
diabetes nas capitais do pais ultrapassou 3,5 milhdes de casos, sendo a causa
principal de cerca de 78.258 mil ébitos. Dentre as capitais, Sao Paulo (12,1%), Brasilia
(12,1%) e Porto Alegre (12%) detém numero elevado de casos de diabetes, tendo
elevado em comparagédo ao ano de 2006 (Vigitel, 2023).

Os habitos alimentares inadequados associados ao sedentarismo contribuem
para a obesidade, elevando o risco de DM2. Ainda, fatores genéticos podem estar
relacionados ao surgimento da doenca (Defronzo, 2015). O desenvolvimento da DM2
estd associado a resisténcia periférica dos tecidos a esse horménio e posterior
reducdo da secrecao de insulina decorrente do mau funcionamento das células [3-
pancreaticas apos esforco compensatorio no quadro de resisténcia (Oliveira, 2023).

O mecanismo de produgdo de insulina € regulado a partir das células -

pancreaticas, localizadas nas ilhotas de Langerhans (Figura 1), onde ha a producéao
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da pré-insulina, a substancia precursora da insulina, que passa por processos de
mudanca conformacional mediada por proteinas do reticulo endoplasmatico, e
clivagem em insulina posteriormente. A liberacéo da insulina ocorre, principalmente,
através de estimulo ocasionado por elevadas concentracdes de glicose ou indugéo
por aminoacidos, acidos graxos ou hormonios, que ocasiona o fechamento de canais
de potassio e abertura de canais de célcio e permitem a exocitose da insulina (Lopes,
2012) (Figura 2).

Insulin Production In The Pancreas

Insulina

D

Figura 1. Mecanismo de producao de insulina
Legenda: A: Pancreas; B: Ilhotas de Langerhans; C: Liberagao da insulina pelas células {3-
pancreaticas; D: Ligacao da insulina ao GLUT4, no tecido muscular esquelético.
Fonte: Adaptado de Freepik, 2023
O mecanismo de liberacao da insulina é mediado, inicialmente, pela ligacdo da
glicose aos Transportadores de Glicose 2 (GLUT-2), responsaveis pela entrada da
glicose no meio intracelular. Deste ponto, a glicose é fosforilada a glicose-6-fosfato
(G-6-P) pela acédo das enzimas hexoquinase | e IV, que sofre glicolise originando o
piruvato que é convertido em acetil-coenzima A (acetil-CoA), dando inicio ao ciclo de
Krebs. O ATP gerado do metabolismo da glicose sera responsavel pelo fechamento
dos canais de K* ao mesmo tempo que sera responsavel pela despolarizacdo dos

canais de Ca?* sensiveis a voltagem, resultando no influxo de Ca?' dos canais
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presentes nas ilhotas pancreaticas, desencadeando a exocitose da insulina (Haber et
al., 2001; Seino & Miki, 2023) (Figura 2).

Glicose Insulina o

Glut 2 _’

v
Glicose

l

Glicose 6 - Fosfato

l Pca=*~

Pare
H _-> K*
] ‘o”
] -_—
\ == Despolarizacao
Canalde K* sensivel a ATP Canalde Ca * * (Aberto)
fechado

Figura 2. Exocitose da insulina
Fonte: Adaptado de Guyton.; Hall, 2011.

A causa da resisténcia a insulina ndo € completamente esclarecida, todavia,
estudos mostraram alteragbes moleculares na via de sinalizagdo da insulina e no
préprio receptor da insulina (Saini, 2010). Relacionadas ao receptor ja foram descritas
as seguintes alteracdes: reducdo da expressao do receptor (Saini, 2010), defeitos na
autofosforilagcdo do receptor (Ferreira et al., 2011), glicosilagdo anormal do receptor
devido ao estresse oxidativo (Reis et al, 2008; Soares et al, 2022), interferéncia por
inflamacéo e lipotoxicidade (Souza, 2018) e mutacao no gene do receptor da insulina
(Giannella Neto, 1998).

Algumas vezes, o receptor da insulina esta funcionando perfeitamente, mesmo
assim ocorre resisténcia a insulina, sendo descritos como alteragdes pos-receptores
e podem estar relacionadas: substrato do receptor da insulina tipo 1 e tipo 2 (IRS-
1/IRS-2) mal fosforilados (Copps e White, 2012), que sao proteinas adaptadoras que
se ligam ao receptor de insulina quando a insulina esta ligada, sendo responséaveis

pela ativacao de outras proteinas, como a Fosfatidilinositol 3-quinase (PI13K), que por
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sua vez ativam outras vias de sinalizacdo da insulina, como a via Proteina quinase
ativada por Mitégeno (MAPK) (Myers et al., 1994; Mardilovich, Pankratz e Shaw, 2009;
Kearney et al., 2021). Outro problema pode estar relacionado a alteragcdes na via PI3K,
proteina quinase B (Akt/PKB) que é estimulada pela insulina e estd envolvida na
sinalizacdo da insulina (Tremblay et al., 2001). Outros problemas ja descritos que
podem levar a resisténcia a insulina sdo: inibicdo da translocacdo do GLUT-4
(Gerwen, Shun-Shion & Fazakerley, 2023), disfungéo mitocondrial levando a reducao
do metabolismo da glicose (Kim, Wei e Sowers, 2008; Sergi et al., 2019) e estresse
oxidativo (Evans et al., 2003; Hurrle & Hsu, 2017).

Durante a resisténcia insulinica, as células B-pancreaticas iniciam um processo
de compensacao, onde ocorre producao de insulina a partir do aumento da massa
celular. Este processo vai gradativamente forcando e lesionando as células (-
pancreaticas a fim de manter essa compensacao, resultando em déficit de insulina
dentro do quadro de resisténcia, e consequentemente, hiperglicemia no estado pos-
prandial e em jejum, direcionando o diagndstico de DM2 (Defronzo, 2015; Oliveira,
2023). Além do acometimento das células B-pancreéaticas devido ao mecanismo
compensatorio, a resisténcia insulinica esta relacionada com diversos processos
metabdlicos que promovem o aumento do risco para complicacdes cardiovasculares
e lipidicas (McLellan et al., 2007)

Pacientes DM2 tratados com hipoglicemiantes ou anti-hiperglicemiantes podem
apresentar de forma aguda quadros de hipoglicemia, que pode estar relacionado a
jejuns prolongados e a metformina inibe a gliconeogénese, levando a hipoglicemia
(Akram, 2021; Hundal et al., 2000). Ainda, excesso de exercicios fisicos associados a
uma dieta inadequada podem levar a hipoglicemia (Jung et al., 2021) e associacdes
de medicamentos com atividade hipoglicemiantes (Salvo et al, 2016). O relato de
qguadro de hipoglicemia deve-se investigar e tratar, assegurando a qualidade vida do
paciente e prevenindo acometimentos graves e irreversiveis (Castro et al., 2021).
Eventos de hiperglicemia podem estar relacionados com processos inflamatorios,
estresse oxidativo e a faléncia das ilhotas pancreéticas (Eller-Vainicher et al., 2020,
Galicia-Gracia et al., 2020).

Além de quadros hiperglicemia e hipoglicemia, o paciente com DM pode
apresentar varias complicacoes, dentre estas destaca-se a retinopatia, que € o
problema de maior prevaléncia. As retinopatias ocorrem devido ao acumulo de sorbitol

gue esta diretamente relacionado aos quadros de diabetes mal controlada. O acumulo



21

de sorbitol contribui indiretamente para a ativacdo da proteina quinase C (PKC), que
diminui o oxido nitrico (NO) ocasionando vasoconstricdo, ainda leva ao aumento de
fatores inflamatérios e do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), estimula a
producdo de matriz extracelular e maior permeabilidade vascular (Brownlee, 2005;
Nishikawa, 2000). As alteracbes nestas vias de sinalizagcdo contribuem para
retinopatia, nefropatia e neuropatia diabética (Rask-Madsen & King, 2013). De fato,
sem insulina suficiente para capturar a glicose em excesso, haverd processo
inflamatorio capaz de causar danos vasculares permanentes na retina (Pereira et al.,
2020) e outros o6rgaos.

O acumulo de sorbitol e frutose nos vasos sanguineos causam hipoéxia tecidual
associada a deficiéncia da autorregulacdo dos vasos sanguineos, causando
comprometimento da integridade dos nervos. Varios processos regulatorios
intracelulares sofrem alteracdes que interferem diretamente na atividade da bomba de
sédio e potassio, promovendo aumento da concentracdo de soédio intracelular e
consequentemente, gerando estresse oxidativo (Gagliardi, 2003; Nascimento, Pupe &
Cavalcante, 2016).

O excesso de glicose no organismo também é capaz de comprometer a
cicatrizacdo de ferimentos (Bertonhi e Dias, 2018), havendo um comprometimento da
fase de cicatrizacdo inicial (fase inflamatéria), alternado a resposta imune,
prolongando o processo inflamatério e elevagao de citocinas pré-inflamatéria como IL-
6 (Interleucina 6) e TNF-a (Fator de Necrose Tumoral-a) (Lee et al., 2019; Xu, Zhang
e Graves, 2013). Também ocorrem alteracdes da fase proliferativa, tendo sido
descritas reducdes: na proliferacdo de fibroblastos e queratinécito, producdo de
colageno tipo |, angiogénese devido a reducdo de VEGF e alteracdo na matriz
extracelular dificultando a ades&o celular e remodelagem (Brem e Canic, 2007;
Loughlin e Artlett, 2011; Huang e Kyriakides, 2020; Kamal et al., 2024). Por fim, ainda
é alterada a fase de remodelacdo, havendo aumento de metaloproteinase (MMPS)
gue degradam o colageno, o que dificulta o fechamento da ferida (Ayuk, Abrahamse
e Houreld, 2016). A infeccao destas feridas € uma das principais causas de amputacéo
de membro inferior no diabético (Armstrong et al., 2023).

O tratamento do DM2 acaba se tornando oneroso, apesar dos medicamentos
serem distribuidos pelo Sistema Unico de Saude (SUS), pois envolve medidas n&o
medicamentos tais como: melhorias na alimentacdo (terapia nutricional), controle do

peso corporal, acompanhamento da saude mental do paciente e atividades fisicas
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regulares. Desta forma, as condicbes socioeconbmicas estdo diretamente
relacionadas com a deficiéncia na adesdo ao tratamento ndo medicamentoso de
pacientes diabéticos. Fatores como baixa escolaridade e baixa renda estéo ligados
com as dificuldades de manejo da doenca, seja pela dificuldade de compreenséo do
esquema terapéutico ou as condicbes de manter uma dieta adequada, e também a
disponibilidade de tempo para a pratica de exercicios (Tavares, 2016; Salin, Souza &
Serpa, 2021).

O tratamento do DM2 é pautado no monitoramento metabdlico do paciente.
Para que este controle seja alcancado, € necessario a adesdo a uma dieta adequada,
pratica de exercicios e acompanhamento farmacoterapéutico (Bertonhi e Dias, 2018).
A associacdo entre habitos de vida saudaveis e farmacoterapia levam ao sucesso
terapéutico, no entanto, estudo aponta que a convivéncia com a doenga impacta na
saude mental, predispondo o surgimento de problemas psicossociais e afetando os
niveis glicémicos destes pacientes e adesao ao tratamento (Soares et al., 2022).

O estresse cronico relacionado a doencga e a ansiedade levam ao aumento dos
niveis de cortisol e adrenalina, que aumentam o nivel de glicose sanguinea (Ingrosso,
2023). A depressédo impacta diretamente na adesdo ao tratamento (Gonzalez et al.,
2008) e Burnout do diabetes leva a culpa, frustracdo, sobrecarga e reducdo da adesao
(Kiriella et al., 2021; Kontoangelos et al., 2022), levando a um ciclo negativo entre o
diabetes e os problemas de saude mental.

O tratamento farmacolégico do DM possui diversas alternativas, oferecendo
opcOes isoladas ou associacdes, dependendo do caso. Para o tratamento de DM2, a
metformina € o farmaco de primeira linha, inibindo a gliconeogénese hepatica e
captacdo de glicose pelo musculo esquelético a partir do estimulo da proteina quinase
ativada por adenosina monofosfato (AMPK) (Neto et al., 2015; Souza, Araujo &
Oliveira, 2021). Sdo mais de seis décadas de utilizacdo da metfomina, e o principal
evento adverso relacionado a este farmaco é o aumento subclinico do &cido lactico e
parece causar acidose lactica em casos de sobredosagem extrema. Sua utilizacdo
nao é recomendada em pacientes com fatores de risco para acidose lactica, incluindo
insuficiéncia hepatica, insuficiéncia cardiaca e doenca renal crénica (DRC) (Crowley
et al., 2017). Em relagéo as reacOes adversas relacionadas a metformina, estima-se
que até 25% dos pacientes desenvolvem diarreia e nausea, podendo estar

relacionada a dose utilizada para o tratamento (Bonnet & Scheen, 2017).
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A glibenclamida é um hipoglicemiante bastante utilizado em associacdo a
metformina e atua estimulando a secrecédo de insulina pelas células B-pancreaticas.
O mecanismo de acdo desse farmaco conta com o bloqueio dos canais de K*
sensiveis a ATP. Quando este € inibido, ha a despolarizacdo de membrana celular e
facilitacdo do influxo de calcio para o interior da célula, e da insulina para o meio
extracelular (Galende et al., 2006; Silva et al., 2009). A utilizacdo desse farmaco pode
causar hipoglicemia grave e, a longo prazo, provocar o esgotamento das células 3-
pancredticas, de modo que a terapia insulinica venha a se tornar necessaria (Matos
& Branchtein, 2006; Sakaji, 2022).

Ainda existem outros farmacos que sao utilizados no tratamento do DM2, todos
apresentam vantagens e desvantagens (Figura 3), porém, muitos pacientes que
utilizam estes farmacos podem nao apresentar um controle glicémico adequado,
entdo praticas integrativas e complementares em saude (PICs) podem contribuir para

este tratamento.

FARMACOS ANTI-DIABETICOS

INIBIDORES DA
SULFONILUREIAS 4-GLUCOSIDASE MEGLITINIDAS BIGUANIDAS TIAZOLIDENIDIONAS
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b-pancredticas : ; aguda da glicose : glicose
intestino glicose

Figura 3. Farmacos utilizados no tratamento do DM2
Fonte: Autora, 2025.

No SUS, ainda ndo ha protocolos oficiais que substituam os tratamentos
convencionais por plantas medicinais, nem protocolo que recomendem a associagao
das plantas hipoglicemiantes com os tratamentos convencionais. Entretanto, o SUS
reconhece e apoia o0 uso de praticas integrativas e complementares (PICs), incluindo
fitoterapia e as plantas medicinais. Provavelmente, o grande problema esta na falta

de estudos completos (pré-clinicos e clinicos) das plantas brasileiras que sao
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utilizadas pelas comunidades tradicionais com fins hipoglicemiantes, tornando-se
urgente a realizacdo destes estudos. Uma espécie muito importante € a Croton
cajucara, conhecida como sacaca, sendo suas folhas e cascas do caule utilizadas na
regido amazonica para o tratamento de doencas hepéticas tais como ictericia e
hepatite; renais; reducéo do colesterol sanguineo; diarreia, dor de estdbmago, febre,
malaria; diabetes (Di Stasi et al., 1989; Martins, 1989; Di Stasi et al., 1994; Van Den
Berg, 1993) e reducao de peso (Maciel, 1997; Maciel et al., 1998).

2.2. Croton cajucara Benth. (Euphorbiaceae)

O C. cajucara é encontrado abundantemente nas regides leste e central da
regido amazébnica, em especial nos estados do Para, Amapa e junto ao estuario do
Rio Amazonas. A arvore possui de 6 a 10m com a casca pulverulenta, folhas simples,
alternadas, lanceoladas e olentes, subcoriaceas e lisas na superficie superior. A
inflorescéncia é em ramos terminais, apresentando de 7 flores femininas na base e 12
masculinas na por¢cao mediana terminal e de coloracdo amarela. Os frutos séo
capsulas globosas com uma semente preta em cada carpelo e a multiplicacdo € por

sementes (Tieppo, 2007; Figura 4).

Figura 4. Croton cajucara Benth.
Fonte: Reflora, 2016.

Diferentes comunidades amazénicas que possuem estilo de vida de uso
sustentavel da biodiversidade, utilizam o C. cajucara com fins medicinais, sendo

exemplos as Comunidades do Bom Suspiro e Vista Nova do municipio de Manicoré
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(AM), em que o conhecimento tem sido repassado de geracdo em geracao (Prestes
et al.,, 2023). Certamente, o principal uso da C. cajucara, na forma de infusos e
decoctos de suas folhas e casca do caule, é para o tratamento de diabetes, sendo
ainda atribuidas propriedades anti-inflamatoérias (Maciel, 2000; Assis et al., 2013;
Salatino e Salatino, 2007).

O oleo essencial obtido das folhas de C. cajucara foi analisado por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC/MS), e os
constituintes majoritarios detectados foram: linalol, (E)-nerolidol e 3-cariofileno (Figura
5). Ainda foram identificados 49 compostos, representando 89,6% do 6leo (Lopes et
al., 2000).

O fracionamento do extrato metandlico das cascas da espécie levou ao
isolamento de &cidos carboxilicos lineares de 15 a 28 atomos de carbono, e do
triterpeno &cido acetilaleuritolico (AAA) (Figura 5.1; Barreto Janior et al., 2005). Ainda
foram isolados diterpenos clerodanos como: trans-desidrocrotonina (t-DCTN; Figura
5.D), cajucarinolida (Figura 5.E), isocajucarinolida(Figura 5.F), cis-cajucarina B (Figura
5.G), trans-cajucarina B (Figura 5.H), e o triterpeno acido acetilaleuritélico (Figura 5.1)
(Maciel et al., 1998; Maciel et al., 2009).
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Figura 5. Substancias isoladas de C. cajucara
Legenda: A: linalol; B: (E)-nerodiol; C: e B-cariofileno; D: trans-desidrocrotonina; E: cajucarionolina; F: isocajucarionolida; G: cis-cajucarina B; H: trans-
cajucarina B; I: acido acetilaleuritélico
Fonte: Autor.
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Dos extratos hexanico e cloroformico de folhas C. cajucara, com idade variando
de 18 meses a 6 anos, foram isolados cajucarinolida (Figura 5; Ichihara et al., 1992),
os flavonoides 3,7,4’-tri-O-metilcanferol (Figura 6.A( e 3,7-di-O-metilcanferol (Figura
6.B), canferol 3,4',7-trimetil éter e canferol 3,7-dimetil éter (Figura 5; Dreyer, 1978;
Maciel et al.,, 2009; Valesi et al., 1972; Wollenweber e Yatskievych, 1985) e os
esteroides [3-sitosterol (Figura 7.A), estigmasterol (Figura 7.B) e sitosterol-3-O-f3-
glicosideo (Figura 7.C; Sakakibara et al., 1983; Bilia et al., 1996; Maciel et al., 2000).

HO o)

OH

H,C

Figura 6. Flavanoides isolados de C. cajucara
Legenda: A:3,7,4’-tri-O-metilcanferol; B: 3,7-di-O-metilcanferol.
Fonte: Autora, 2025.
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Figura 7. Esteroides isolados de C. cajucara
Legenda: A: B -sisterol; B: estigmasterol; C: sitosterol-3-O-B-glicosideo
Fonte: Autora, 2025
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O extrato aquoso das cascas de C. cajucara foi submetido a estudos in vivo
para avaliar o efeito antidiabético, hepatotdxico e genotoxico, ainda foi avaliado os
niveis plasmaticos de glicose, triglicerideos, colesterol e transaminases no sangue. O
tratamento com extrato foi capaz de reduzir significativamente o0s niveis de
triglicerideos, porém nado modificou significativamente os niveis de glicose e colesterol
nestes animais. Também, ndo houve elevacdo significativa das transaminases
hepaticas no grupo controle tratado com extrato e nem efeito genotoxico. (Rodrigues
et al., 2010).

Apesar do extrato aguoso das cascas de C. cajucara nao ter apresentado
potencial hipoglicémico, o tratamento com desdroicrotonina (DCTN) promoveu
hipoglicemia em ratos Wistar machos portadores de diabetes induzida por aloxano,
sendo que o tratamento realizado de forma preventiva reduziu os niveis glicémicos na
dosagem de 50mg/kg de animal. A resposta foi tempo-dependente e ndo provocou
hipoglicemia (Farias et al., 1997).

A acao hipoglicemiante da DCTN, nas doses de 25 e 50mg/kg, foi avaliada em
modelo de diabetes experimental induzida em por estreptozotocina, sendo avaliado o
efeito preventivo e o efeito terapéutico. Houve resposta significativa no tratamento
preventivo e reducdo na glicemia de forma tempo dependente, sendo mais
pronunciada na dose de 50mg/kg. O efeito hipoglicemiante da DCTN foi semelhante
ao apresentado pelo controle positivo (aminoguanidina). O tratamento com a DCTN,
na fase do diabetes estabelecido, promoveu uma reducao significativa transitéria da
hiperglicemia 3h apds a administracao (Silva et al., 2001), sugerindo a possibilidade
de acéo no tratamento da hiperglicemia pés-prandial.

A atividade hipolipidémica de C. cajucara estéa relacionada a DCTN, reduzindo
0s niveis séricos de triglicerideos e colesterol. Resultados similares foram obtidos em
outro estudo, onde se observou reducéo dos niveis de triglicerideos e colesterol em
animais com dieta rica em gordura, onde os animais tratados com t-DCTN tiveram um
menor ganho de peso (Silva et al., 2001). Ainda, foi avaliado a atividade hipolipidémica
da DCTN utilizando ratos geneticamente modificados, que permitem simular dois tipos
de hiperlipidemia da genética humana, ndo houve reducao significativa no nivel sérico
lipidico. Entao, o efeito hipolipidémico deste composto pode ser Util para o tratamento
de hiperlipidemia ndo genética (Bighetti et al., 2004). Em muitos casos, 0 paciente

pode desenvolver uma série de sindromes metabolicas, estando estas associadas ao
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excesso de lipidios. Logo, o uso de DCTN pode ocasionar um resultado clinico
satisfatorio (Costa et al., 2007).

Utilizando os modelos do edema de pata induzido pela carragenina e
granuloma, avaliou-se o efeito anti-inflamatério da DCTN. A administragdo da DCTN
antes da inducao da inflamacéo, inibiu a formacédo de edema. No granuloma, durante
6 dias, os diferentes grupos de animais foram tratados oralmente e no 7° dia, 0s
animais foram eutanasiados e os tecidos granulomatosos foram removidos e verificou-
se a inibicdo da inflamagéao (Carvalho et al., 1996).

O efeito antinociceptivo DCTN foi avaliado utilizando os modelos de inducéo de
contracdes abdominais induzidas por acido acético e por teste de termossensibilidade.
A administracdo oral de DCTN inibiu o nimero de contracdes musculares de maneira
dose-dependente. No teste de termossensibilidade, o tempo de reacéo foi observado
pela acdo dos animais que lambem as patas traseiras e/ou fazem movimentos
saltitantes, antes e depois da administracdo da DCTN néo alterou de forma
significativa (Carvalho et al., 1996). Sugerindo que o efeito nociceptivo é de origem
periférica e ndo central.

Quanto aos efeitos antioxidantes, extratos de C. cajucara foram obtidos a partir
de folhas, e investigados em diferentes modelos in vivo. Os extratos mostraram
atividade inibitéria de eliminacdo de radicais contra o radical estavel 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH). Na concentracao citosdlica de &cido tiobarbiritico (TBARS), os
valores nédo diferiram significativamente dos controles em ratos que receberam
adicionalmente o extrato das folhas. A atividade hepatica de superoxido dismutase
(SOD) foi abolida pela administracdo do extrato da folha. O extrato aumentou as
atividades da glutationa peroxidase (GPx) e catalase. Em sintese, o extrato de folhas
de C.cajucara apresenta atividade eliminadora de radicais e reduz o estresse oxidativo
induzido pelo paraquat (1,1'-dimetil-4,4'-bipiridinio), sugerindo o uso benéfico como
fonte potencial de agentes antioxidantes de origem natural (Tieppo et al., 2006).

Ainda foram observados efeitos cardiovasculares, in vivo e com 6rgéo isolado
da DCTN (10 e 15 mg/kg, i.v.), isto é, reducdo na pressédo sanguinea e frequéncia
cardiaca. Estudo demonstrou efeito vasorelaxante no segmento da artéria aorta
isolada de ratos e efeito cronotropico negativo no atrio direito. Os efeitos hipotensivos
e bradicardiacos da DCTN foram associados a liberagéo de 6xido nitrico (Silva et al.,
2005).
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Em sintese, quando se trata do uso de C. cajucara para o tratamento da DM2,
diferentes beneficios podem ser observados, pois muitas vezes a DM2 esta associada
a sindromes metabolicas (associacdo de obesidade, DM2, hipertenséo, dislipidemias,
insuficiéncia renal e cardiaca). Resultados de estudos anteriores demonstraram que
a C. cajucara auxilia na perda de peso (Tieppo, 2006), interfere na dislipidemia (Silva
et al., 2001; Bighetti et al., 2004), reduz o estresse oxidativo (Tieppo, 2006), o
processo inflamatério (Carvalho et al., 1996) e a pressao arterial sistémica (Silva et
al., 2005). Entretanto, o risco do uso continuado da planta para tratar DM2, em
especial o hepatico, precisa ser melhor investigado.

Como o marcador farmacoldgico da espécie tem sido o DCTN, € importante
verificar seu potencial citotdéxico, que parece ser baixo para células fibroblaticas
pulmonares de hamsters chineses (V79; Clso= 240 uM) (Souza-Brito et al., 1998).
Quando o DCTN foi complexado a B-ciclodextrina, sendo controlado a sua liberacéo,
as citotoxicidades para células V79 e cultura de hepatocitos reduziram (Freire et al.,
2003).

O efeito hepatotoxico do extrato aquoso de C.cajucara, via oral e tratados por
14, 28 e 56 dias, em ratos (0,1 ml/100 g) foi avaliado. Alteracdes arquitetdnicas
significativas ndo foram observadas, nem alteracdes das veias centro-lobulares.
Todavia, amplas areas de degeneracdo e necrose zonal foram visiveis em 50% do
grupo tratado por 28 dias, e em 90% do grupo tratado por 56 dias (Graim et al., 2008).
A limitacdo deste estudo foi ndo ter estabelecido a dose administrada por peso. Em
outro estudo, hepatdcitos de ratos foram tratados com DCTN (8 uM), comprovando
danos causados nas células hepéticas apds tratamento subcréonico da DCTN
(Rodriguez; Haun, 1999).

Existem evidéncias que o uso das folhas ou cascas C. cajucara por tempo
prolongado possam acarretar hepatite toxica (Soares, 2004; Maciel et al., 2006), tendo
sido observado este fato em pacientes de Belém e do Rio de Janeiro, onde os efeitos
hepatotoxicos foram irreversiveis (Maciel et al., 2002; Soares, 2004; Veiga Jr. et al.,
2005). Entretanto, hepatites agudas e cronicas fulminantes foram notificadas em
diferentes regides do Brasil em pacientes que utilizaram a espécie para controles de
peso e colesterol (Maciel et al., 2002; Maciel et al., 2006).

A maioria de casos de danos hepaticos no Para estdo relacionados ao uso
prolongado de infuso das folhas, com o objetivo de emagrecimento, apesar do uso

tradicional regional ndo relatar este tipo de problema (Maciel et al., 2002; Veiga Jr. et
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al., 2005; Maciel et al., 2006). Um estudo realizado em pacientes da regido Amazonica
avaliou a toxicidade de C. cajucara durante 36 meses, sendo registrados 25 casos de
hepatotoxicidade atribuidos ao tratamento. Destes casos, 21 pessoas desenvolveram
hepatite aguda, 3 pessoas desenvolveram hepatite cronica e 1 hepatite fulminante
(Soares, 2004). Entretanto, este evento pode ser dose dependente, isto €, estar
presente apenas em doses mais elevadas.

Os camundongos foram tratados com DCTN (555 mg/kg/VO) e observados por
72h, e nenhum sintoma que justificasse a ac¢ao téxica ao nivel do sistema nervoso
central foi observado. Ainda foi avaliada toxicidade aguda da DCTN por via oral (125,
250, 500, 750 e 1000 mg/kg) e intraperitoneal (31, 25, 62,5; 125, 250 e 500mg/kg),
com monitoramento do numero de sobreviventes durante 14 dias. Por via oral, houve
menor toxicidade (DLso= 876 mg/kg) em relagcéo a intraperitoneal (DLso= 47,2 mg/kg)
(Souza-Brito et al., 1998).

A toxicidade oral subaguda da DCTN (50 e 100mg/kg) foi investigada em ratos
Wistar adultos, por 35 dias. Foram observados aumento no peso do figado de todos
0s animais tratados com 100mg/kg. Nesta mesma dose, houve reducdo nos niveis de
fosfatase alcalina e colesterol e aumento na y-glutamil transpeptidase. As alteracdes
histol6gicas ocasionadas pelo tratamento com DCTN foram: tumefacdo turva,
degeneracado microvascular e alteracdes nucleares (Rodriguez, Hiruma-Lima, Souza-
Brito, 2004).

Outro estudo avaliou os possiveis efeitos mutagénicos e antimutagénicos em
tratamentos usando extrato metandlico de C. cajucara em camundongos albinos
suicos, examinando suas células do sangue periférico para microndcleos. Nestes
testes, o extrato foi administrado via oral aos ratos, por gavagem. Nenhuma das doses
avaliadas neste estudo apresentou mutagenicidade, no entanto, a analise da
antimutagenicidade revelou protecdo contra o agente quimioterapico ciclofosfamida
para as duas doses mais altas usadas (Santos et al., 2008).

Tendo em vista a importancia farmacolégica da espécie no tratamento de DM2
pela populagdo amazonica, também os eventos toxicos envolvidos na sua utilizagéo,
€ necessario investigar o perfil de acéo hipoglicemiante C. cajucara e seu perfil de

toxicidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade oral aguda e tolerancia oral a glicose de extrato etandlico

obtido das cascas do caule de Croton cajucara Benth.

3.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar o extrato etandlico obtido das cascas de C. cajucara;

e Avaliar os possiveis efeitos toxicos letais e ndo letais da exposi¢do aguda a C.
cajucara,;

e Avaliar a tolerancia oral a glicose do EECc na dose de 150mg/kg, em animais

com diabetes induzida por aloxano.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Equipamentos

Aloxano (Sigma-Aldrich);

Aparelho de Ressonancia Magnética Nuclear modelo Ascend™ (Bruker,
Rheinstetten, Alemanha);

Banho-maria SOLAB Cientifica, modelo SL150;

Balanca analitica Bel Engineering M214Ai;;

Bomba de vacuo TECNAL TE-0581;

Banho de Ultrassom - Tecnal Equipamentos para laboratorio, modelo 2210
Branson;

Coluna GEMINI C18 (150 x 4,60 mm; 5Sum);

Cromatografo acoplado a Detector de Arranjo de Diodos modelo Prominence
LC-20A, acoplado a bomba de valvula quaternaria (LC-20AT) e detector de
arranjo de fotodiodos (DAD) (SPD-M20A), degaseificador de membrana (DGU-
20A), autoinjetor de amostra (SIL-20A) e interface de comunicagéo (CBM-20A),
todos da marca Shimadzu (Tokyo, Japéo);

Osmose reversa Tanlike TL-RO132;

RMN Bruker;

Estufa ventilada para secagem de material vegetal;

Evaporador rotativo fisaton, modelo R 803, com banho-maria modelo 558.

4.1.2 Solventes e farmacos

Etanol 96° (Santa Cruz);

Metanol (CAQ);

Metanol deuterado (Sigma-Aldrich);
Cetamina 10% (Syntec);

Xilazina 2% (Syntec).

4.1.3 Vidrarias e demais materiais

e Agulhas 0,45 x 13 mm (BD);
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e Agulhas calibre 0,60 x 25 mm (BD);
e Baldo de fundo redondo;

e Bastao de vidro;

e Béquer,;

e Bisturi;

e Dessecador de vidro;

e Erlenmeyer,

e Espatula de metal;

e Laminas silanizadas;

e Pinca;

e Pipetas de vidro graduadas;

e Pipeta Pasteur de vidro;

e Placa Petri;

e Micropipetas;

e Seringas (BD);

e Tubos de coleta com ativador de coagulo e gel separador (Laborimport);

e Tubos de coleta com EDTA (Laborimport).

4.1.4 Animais e aspectos éticos

Foram utilizados 44 ratos Wistar, com idade de 5 a 8 semanas (22 machos e
22 fémeas adultos) dos 184 aprovados, adquiridos no biotério central do Instituto
Evandro Chagas, Ananindeua, Para. Os animais foram alojados no Biotério de
Experimentacdo do Laboratério de Pesquisa em Estresse Oxidativos (LAPEO) do
Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) da Universidade Federal do Para (UFPA), em
gaiolas de polipropileno (30x20x13cm), com grade aramada em aco inoxidavel,
contendo cama em maravalha de Pinus, com no maximo 5 animais por gaiola,
temperatura ambiente de 24+2°C, ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes de 7h as 19h),
e acesso livre a racdo e agua. Antes de qualquer procedimento experimental, 0os
animais foram aclimatados as condi¢des de laboratério.

Os animais foram cuidados e manipulados obedecendo as normas técnicas
preconizadas no Guia Brasileiro de Produc¢do, Manutencéo ou Utilizacdo de Animais
para Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica do Conselho Nacional de Controle

de Experimentacdo Animal (CONCEA), através das Resolu¢cbes Normativas (RN) n°
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15 e n°33.

O curso de Principios Eticos e Manejo de Animais Em Pesquisa oferecido pelo
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de S&o Paulo (ICB-USP) foi realizado
no primeiro semestre de 2023 (Anexo 1). O presente projeto de pesquisa foi submetido
ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPA e aprovado em dezembro de
2023 (Anexo 2).

4.1.5. Obtencado do material vegetal

As cascas de C. cajucara foram coletadas no municipio do Acard, no estado do
Pard (2°01'01.2"S 48°19'07.8"W). A planta foi registrada no Sistema Nacional de
Gestao do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen),
sob o cédigo de cadastro A456C5D.

4.2 Métodos

4.2.1 Estudos quimicos de Croton cajucara

As cascas foram higienizadas em agua corrente e alcool 70° GL, secas em
estufa e pulverizadas em moinho de facas. O p6 (300g) foi submetido a maceracao
exaustiva com 3 litros de alcool etilico a 96° GL por 7 dias, em temperatura ambiente
e ao abrigo da luz, sendo realizadas 3 repeticdes nas mesmas condi¢des. A solucao
extrativa foi filtrada e concentrada até residuo em evaporador rotativo, gerando o
extrato etandlico das cascas de C. cajucara (EECc).

O extrato foi caracterizado pelos métodos de Cromatagrafia em Camada
Delgada (CCD), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Arranjos de
Diodos (HPLC-DAD) e Ressonancia magnética nuclear (RMN). Para as analises em
CCD foi utilizada, inicialmente, a seguinte fase mdével acetato de etila; acido formico;
acido acético glacial; dgua (100:11:11:27), sendo as placas cromatograficas reveladas
em ultravioleta 254nm (Wagner & Bladt, 1996), considerado positivo para flavonoide
a fluorescéncia amarela intensificada com o uso do revelador inespecifico (iodo) e
especifico (cloreto de aluminio).

Nas andlises em HPLC-DAD, 3mg EECc foi solubilizado em 600ul de metanol

grau HPLC. As condigbes utilizadas para a eluicdo foram: coluna mantida a 40° C,
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fluxo de 1mL/min por 40 min, injecdo de 20uL da amostra e gradiente exploratorio
linear de eluigdo contendo no tempo inicial H20-MeOH 95:5 e em 40 min. 0:100 H20
e metanol com mais 5 min. mantidos na ultima concentracdo. Os cromatogramas
foram obtidos em 2 comprimentos de onda 280 nm e 320 nm. Na andlise por RMN H,

21,6 mg da amostra foi solubilizada em 600 pL de metanol deuterado (600ul).

4.2.2 Avaliagdo de toxicidade oral aguda do EECc

O teste de toxicidade oral aguda seguiu o Guia 420 da Organizacao para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Econdémico (OECD). Machos e fémeas foram
igualmente divididos e avaliados em 2 grupos (n = 10/grupo), onde o controle negativo
(agua = 1mL/animal) foi administrado via oral (gavagem) no grupo I; e 2.000 mg/kg do
EECc foi administrado via oral (gavagem) no grupo |l (Tabela 1). Os animais, antes
da administracdo, foram submetidos a jejum noturno de 12 horas, e apds o tratamento,
jejum de 3 a 4 horas, com agua e alimentacdo liberadas apds esse periodo. A
avaliacdo ocorreu a partir da administracdo de dose Unica, onde os animais foram
observados dentro dos intervalos de 30, 60, 120, 240 e 360 minutos no primeiro dia,
e diariamente até o 14° dia, onde foram monitorados e avaliados quanto aos sinais
clinicos de toxicidade. Para a avaliacéo clinica, foi realizado screening hipocratico,
também foi avaliado peso, consumo de ragdo e de agua.

Ao fim do experimento, os animais foram anestesiados com associagao de
Cloridrato de cetamina 300 mg/kg (i.p.) e Cloridrato de xilazina 30 mg/kg. Antes da
eutanasia, as amostras de sangue foram coletadas e centrifugadas a 3000 rpm por 10
minutos, para posterior retirada do plasma, e distribuido em microtubos para
armazenamento em ultrafreezer (-80°C). As amostras de sangue foram coletadas via
puncdo cardiaca para a realizacdo testes biogquimicos como Aspartato
Aminotranferase (AST), Alanina aminotransferase (ALT), Fosfatase Alcalina (FA),
Lactato desidrogenase (LDH), Lipoproteina de Alta Densidade (HDL), Lipoproteina de
Baixa Densidade (LDL), Colesterol Total, Triglicerideos, Lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL), Ureia e Creatinina.
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Tabela 1. Grupos experimentais para avaliacdo de toxicidade aguda do EECc

GRUPOS TRATAMENTO (v.0)
Grupo | (Controle) Agua

Grupo Il EECc 2.000 mg/kg

Fonte: Autora

Monitoramento
(30, 60, 120, 240, 360 min)

Admini'stracéo

Ambientagdo

Wistar °°°Ge°°

(n=20) L )

Monitoramento diario

Figura 8. Delineamento experimental de ensaio de toxicidade aguda
Fonte: Autora, 2025

4.4.3 Tolerancia Oral a Glicose

Neste ensaio, 24 animais (12 ratas fémeas e 12 ratos machos) foram
distribuidos em 3 grupos (n=8/grupo). O grupo | sendo o controle hiperglicémico; o
grupo Il sendo o controle hipoglicémico, com animais diabéticos tratados com 5 mg/kg
de glibenclamida; o grupo Ill sendo de animais diabéticos tratados com 150 mg/kg de
EECc (Tabela 2). Para inducéo da diabetes, os grupos foram submetidos a 12 horas
de jejum com posterior administracao intraperitoneal de 120 mg/kg de aloxano. Apés
4 dias da inducdo, a glicemia capilar dos animais foi verificada e os animais com nivel
glicémico acima de 250mg/dL foram incluidos no presente estudo (Lerco et al. 2003;
Kirsten et al., 2010; Miranda et al.; 2024). No dia do experimento, os animais foram
tratados de acordo com o seu grupo (Tabela 2) e apds 30 minutos receberam uma
dose de glicose de 2,0 g/kg de peso. Os niveis de glicose no sangue foram medidos
em O (antes da ingestdo de glicose), 30, 60, 90 e 120 min apds a ingestéo de glicose
usando um glicosimetro. Ao fim do experimento, os animais foram eutanasiados por
anestesia profunda intraperitoneal, com associa¢céo de cetamina 80 mg/kg e xilazina
15mg/kg.
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Tabela 2. Delineamento experimental do teste de tolerancia a glicose

GRUPOS Glicose (v.0)
Grupo | (Controle hiperglicémico) Agua
Grupo Il Glibenclamida 5 mg/kg
Grupo llI EECc 150 mg/kg

Fonte: Autor

Indugdao do DM Glicose
120 mg/kg/i.p >250 mg/dL  Tratamento
Ambientagio
Wistar 30 minutos
(n=30) :
- Glicose
2g/kg
w3
0,30,60,90e 120
minutos

Figura 9. Delineamento experimental de ensaio de tolerancia oral a glicose (TOTG)
Fonte: Autora, 2025.

4.3.3 Anélise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do programa GraphPad
Prism versao 8. Utilizou-se ANOVA de duas vias e post test Tukey para a analise dos
resultados, perante os parametros de tratamento versus controle, e de diferencas

entre o sexo dos animais (p < 0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anélise Fitoquimica do EECc

O rendimento de EECc foi de 14%, sendo considerado um rendimento
satisfatorio, pois o rendimento de extratos vegetais pode variar de 8 a 20%. Logo, o
método extrativo utilizado no presente estudo foi considerado adequado.

Andlises em CCD mostraram que o EECc possui certa complexidade quimica
qguando revelada com iodo e parece conter flavonoides, porém nao foi possivel
detectar compostos terpénicos. Ressalta-se que a ndo deteccao de terpenos por CCD,
nao significa que o extrato ndo contém esta classe, pode-se sugerir que o teor desta
classe de metabdlito esta abaixo do limite de detecg¢ado (1 a 10 pg), dependendo do
reagente revelador e do composto.

Andlises em CLAE-DAD detectaram a presenca de compostos de alta
polaridade e média polaridade (Figura 11). Ao analisar os espectros em UV dos picos
majoritarios ( A A= 203 — 273nm; B A= 211 — 273nm; C A= 203 — 279nm; Figura 11)
similares. Ao se comparar estes dados a literatura pode-se sugerir que A e C podem
ser uma epicatequina (A = 205 — 278 nm), talvez ainda o extrato possa conter acido
galico (A = 225 - 275 nm) e o canferol, que € um flavonoide. No caso dos flavonoides

0 espectro em UV apresenta 2 bandas (Lin & Hanrly, 2007) e no presente estudo

foram analisados apenas os UVs dos picos de maior intensidade.

Cinamoil
Banda |
300 — 400 nm

Benzenoil
Banda Il
240 -260 nm

@)

Figura 10. Estrutura quimica geral de flavonoides com bandas de absorgéo em UV.
Fonte: Adaptado de Brigido, 2016.
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Legenda: Condigbes cromatograficas: Coluna de fase reversa Gemini C18 (250mm x 4,6mm de diametro e tamanho de particula de 5um). Fase moével: H20

e MeOH em 30 minutos com fluxo constante de 1,0 mL/min.
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No espectro de RMN *H foi possivel notar que os sinais no espectro nédo se
integram. Este evento pode ocorrer por conta da complexidade do extrato, que néo
passou por nenhum processo de fracionamento ou isolamento. Ainda assim, é
possivel relacionar os sinais entre 6H 0,7 — 1,10 ppm com a presenca de prétons
metilicos, presentes em terpenos (Faitanin, 2016; Figura 11). O deslocamento de 1,32
ppm também sugere a presenca de acidos graxos (Reda & Carneiro, 2006). Picos
entre 1,3 e 1,6 ppm correspondem aos metilenos das cadeias de acidos graxos
(Mertins et al., 2008). Terpenos isolados da espécie sao a trans-desidrocrotonina e
acido acetilaleuritolico (Maciel et al., 1998; Maciel et al., 2009). Os deslocamentos
entre OH 3,44 — 4,12 ppm séo sinais caracteristicos de hidrogénios de grupos
metilicos, sugerindo a presenca de terpenos, e hidroxilas de unidades glicosidicas que
podem pressupor a presenca de compostos glicosilados (Junior & Menezes, 2018;
Melo, 2023). Deslocamentos entre 6H 5,1 — 5,42 ppm, sugerem hidrogénio de carbono
olefinico também sugerem a presenca de terpenos na amostra (Faitanin, 2016).

Os deslocamentos dH 5,8 e 5,9 ppm atribuidos ao hidrogénio H1 sao

caracteristicos de p-D-glicosideos (Junior & Menezes, 2018; Okoye, 2016). Esses
dados corroboram com a possivel presenca de compostos fendlicos glicosilados.
O multipleto na faixa de 6,77 — 7,12 ppm indica possivel deslocamento quimico
para hidrogénios aromaticos, caracteristicos de catequinas (Silva et al., 2004).
Sinais nas regides entre 6 6.84 (H-5'), 6 7.56 (H-6") e & 7.55 (H-2') de 7,56 ppm
séo caracteristicos do anel B, da estrutura de flavonoides (Souza-Moreira et al.,
2019). Estes resultados apontam para a possibilidade de parte das catequinas
presentes no EECc serem glicosiladas, como o canferol-3-O-glicosideo, derivado
do canferol que ja foi identificado na C. cajucara (Maciel et al., 2000). E possivel
relacionar o potencial hipoglicemiante aos compostos fendlicos glicosilados.
Alguns estudos sugerem que moléculas glicosiladas, como a canferitrina, sao
capazes de promover atividade hipoglicemiante (Ferreres et al., 2012; Santos et
al., 2014).
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5.2 Toxicidade Aguda do EECc

A avaliacdo dos animais ocorreu imediatamente apds a administracao e até o
14° dia, ndo sendo observadas alterac¢des clinicas significativas (Quadro 1). Houve a
morte de 1 animal macho, aproximadamente 2 horas ap6s a administracdo, entretanto
nao houve nenhuma alteracéo clinica perceptivel e analises histolégicas e exames

complementares, que ndo foram realizados, poderiam explicar o motivo do 6bito.

Alguns fatos precisam ser destacados, os animais mostravam-se tranquilos,
sem alteracdo marcha, sem ptose, salivacado adequada e nenhum sinal de alteracao
no SNC foi observada no grupo tratado, em relacdo ao controle (Quadro 1). Ressalta-
se que o extrato possivelmente contém flavonoides glicosilados e, devido a sua
polaridade, pode ocorrer limitacdo em atravessar a barreira hematoencefalica
limitando uma acgéo central. Entretanto, existe estudo que relatou a neurotoxicidade
da t-DCNT em doses a partir de 100mg/kg (Khan et al., 2009), sugerindo que este
composto atravesse a barreira hematoencefélica, porém esta neurotoxicidade néo foi

observada no presente estudo.

N&o foram observadas altera¢cées no comportamento autolimpante, forca e na
respiracdo do grupo tratado em relacdo ao controle, em todos os periodos de

observagédo. Também néo foram observados ptose ou midriase

Quadrol. Parametros utilizados para avaliacdo hipocréatica durante os 14 dias de observacdo apos
administracdo de EECc (2.000mg/kg)

Sinais e Sintomas Controle EECc 2.000 mg/kg
Mudanca de comportamento Nao Nao

Dificuldade respiratéria Nao Nao
Néo N&o
Néo N&o

Comportamento autolimpante Né&o N&o

Alteracdo no comportamento N&o N&o
motor

Néo Nao
Né&o N&o
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Perda de apetite Nao Sim

Comportamento mediante Normal Normal

estimulo

Ingestao de agua aumentada N&o (200 mL em Sim (300 mL em
média) média)

Aspecto das fezes Normais Secas

Fonte: Autora, 2025.

Os pesos iniciais dos ratos do grupo controle e grupo tratado com EECc foram
superiores ao peso das ratas (Quadro 2), sendo isso considerado normal, visto que
ratos tendem a ser maiores e mais pesados. Ao se comparar as meédias de peso entre
machos dos dois grupos e fémeas dos dois grupos, ndo houve diferencas
significativas (p> 0,05).

Comparando as fémeas do grupo controle ao tratado, nota-se maior ganho de
peso ocorreu entre as ratas do grupo controle (3,18%) em relacéo a tratada (0,8%). E
importante destacar que a ingestao de racao foi menor entre as ratas tratadas com
EECc (Quadro 2), isso pode explicar o menor ganho ponderal. Ressalta-se ainda que
houve reducdo do consumo de 4gua no grupo fémea tratado com EECc. Entretanto,
entre os dois grupos de macho o ganho de peso foi similar, apesar do menor consumo
de racdo e agua pelo grupo tratado (Quadro 2). Vérios fatores podem explicar este
fato como o metabolismo mais elevado das ratas por grama de tecido corporal em
comparacdo com machos, o que pode contribuir para menor acimulo de peso. Outra
possibilidade é a sensibilidade diferenciada de eventos adversos entre machos e
fémeas, sendo as fémeas mais sensiveis aos eventos que os machos (Lazaretti et al.,
2010). Alteracdes hepéticas podem contribuir para a anorexia, aumento do
catabolismo e alteragcbes no metabolismo energético (Dewidar et al., 2023),
contribuindo para perda de peso.



Quadro 2: Ganho ponderal de peso, consumo de racao e agua
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PESO (g) + DP Consumo
Fémeas Machos Racao Agua
TEMPO Controle
Inicial 239 + 8,45 369,8 + 26,82
24h 239+ 8,45 370,8+ 25,56
48h 240,4+ 8,56 360, 6+ 24,2
72h 242,4 + 8,56 362,0 + 23,26 Machos = fémeas 100-200mL
9 a 12g/dia
7 dias 252,8 + 12,76 389 + 26, 85
14 dias 246,6 + 8,41 376 + 25,46
EECc 2.000mg/kg
Inicial 250,02 + 11,98 | 363,06+ 12,03* Machos = fémeas 100-200mL
9 a 12¢g/dia
24h 250,2+ 11,98 359,75 +25,56
48h 250,0+ 11,95 360,6+ 24,2
72h 249,6+11,96 362,0+23,26 Machos (n=4) = a | 250 a 300 mL/dia
8g/dia
7 dias 247,2+15,45 389,0 + 26,85 Fémeas (n=5) = a
10g/dia
14 dias 252,0+15,02 376 + 25,46

Legenda: * Inicial: n= 5 ratos; a partir de 24h = 4 ratos.
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Figura 13. Acompanhamento de peso das fémeas (A) e machos (B) do grupo controle em 24, 48, 72
horas, no 7° e 14° dia. Dados expressos como média = DPM (Controle: n = 10). p< 0,05. ANOVA de

duas vias seguido de post test Tukey.
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Figura 14. Acompanhamento de peso das fémeas (A) e machos (B) do grupo tratado com EECc em
24, 48, 72 horas, no 7° e 14° dia. Dados expressos como média + DPM (n = 9). *p< 0,05 versus 72h,
**p< 0,01 versus 72h. ANOVA de duas vias seguido de post test Tukey. p< 0,05.
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Figura 15. Comparagédo de pesos entre machos e fémeas do grupo tratado com EECc em 24, 48, 72
horas, no 7° e 14° dia. Dados expressos como média + DPM (n = 9). p< 0,05. ANOVA de 2 vias
seguido de post test Tukey.

Visando avaliar se houve alteracBes nas provas hepaticas (ALP, LDH, TGO e
TGP) realizou-se estas analises (Figura 16). Nas ratas fémeas tratadas com o EECc
observou reducdes de ALP, TGO e TGP o que pode sinalizar a que o extrato é capaz
de reduzir a inflamacéo e proteger o figado; pode refletir a resolu¢éo de um processo
inflamatorio hepatico; reducéo dos niveis de TGO/TGP pode sinalizar uma desnutricdo
(Maio, Dichi e Burini; 2000). Associada a perda de peso, reduc¢do do consumo de
racao pode-se pensar em alteracdes nutricionais.

Diferentes das fémeas, nos machos houve elevacdo das quatros provas de
funcdo de hepatica (ALT, TGO, TGP e LDH), estas eleva¢cbes podem sugerir dano
celular, especialmente em tecidos como figado. O aumento de FA pode sugerir
colestase, uma condi¢cdo que promove a reducdo e/ou interrupcdo do fluxo biliar,
ocasionando acumulo de substancias téxicas no figado e sangue, tal como o acumulo
de colesterol (Couto, 2008). A colestase é uma condicdo caracterizada pela
deficiéncia de producéo da bile, ou dificuldade desta de chegar ao intestino, resultando
em acumulo no figado e sangue (Shah & Grant, 2025). Em quadros de colestemia,
ocorre ma digestdo de gorduras, e 0 aspecto das fezes em pacientes com essa
condicéo sdo secas (Azer & Sankararaman, 2023) e com aspecto gorduroso.

A alteracdo de TGO e TGP do grupo tratado pode indicar possivel lesao

hepatica. Essas provas hepaticas sdo amplamente utilizadas para rastreio de
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acometimento hepatico (Pratt & Kaplan, 2000), e se tratando dos resultados obtidos,
€ possivel relacionar essa elevacéo, tal como a elevacdo de FA e a suspeita de

colestemia, com hepatotoxicidade induzida por EECc (Kullak-Ublick, 2013).

Até o presente, ndo ha evidéncias conclusivas indicando que machos ou
fémeas sejam mais sensiveis a toxicidade do Croton cajucara. Entretanto, neste
estudo se observou diferencgas nas provas de funcéo hepética entre machos e fémeas.
Logo, estes resultados precisam ser melhor avaliados.
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Figura 16. Quantificagdo das provas hepaticas.
Legenda: fosfatase alcalina (A); lactato desidrogenase (B); transaminase oxalética (C) e transaminase
glutamica pirtvica (D) ap6s 14 dias da administracao do EECc (2.000 mg/kg/v.0). Dados expressos
como média + DPM (Controle: n = 10); (EECc: n = 9). **p< 0,01 versus controle, ++p< 0,01 versus
controle (fémeas), ++++p< 0,0001 versus EECc (fémeas). ANOVA de duas vias seguido de post test
Tukey. p< 0,05.
Ressalta-se que estas analises foram realizadas no 14° dia ap0s o tratamento
com a dose de 2000mg/kg de EECc, em especial para as fémeas, pode-se sugerir a
reversibilidade do processo de hepatotoxicidade, e que o estado dos animais é
proveniente da recuperacédo destes dentro do periodo de observacio. E possivel que

inicialmente, tenha ocorrido uma elevacao das provas de funcdo hepatica, e com o
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decorrer dos dias, os niveis foram reduzindo. Caso a hipétese que, em dose Unica de
EECc (2.000 mg/kg), houve alteracdo hepatica que tende a reversibilidade, isto ndo
pode ser desconsiderado em termos clinicos, visto que pacientes com doenga
hepatica pré-existente, idosos, alcodlatras ou polimedicados sdo mais suscetiveis a
danos permanentes no figado (Guerra et al., 2024). Neste ponto deve ser destacado
gue um numero significativo de pacientes portadores de DM2 é idoso (Silva et al.,
2024), sendo recomendado que o uso de C. cajucara como hipoglicemiante deve ser
acompanhado, com monitoramento rigoroso das provas de fungéo hepatica, e retirada
imediata em caso de alteracao laboratorial.

No caso do colesterol e fragcdes observou-se diferencas dos resultados obtidos
em fémeas e machos. No caso das fémeas, quando se compara o0 grupo controle ao
tratado com EECc observa-se apenas a reducdo do HDL, porém nédo foi
significativamente estatistica. Entretanto, no grupo de machos tratados com EECc
observou-se elevacao nos niveis de HDL, colesterol total, triglicerideos e lipoproteina
de muito baixa densidade e reducdo no LDL (Figura 17). A elevagéo das provas de
funcdo hepética associada as alteragbes no perfil lipidico pode sugerir disfuncdo
hepatica com distarbio do metabolismo lipidico, podendo indicar uma condicéo
metabdlica em que o figado estd lesado e desregulacdo do processamento e

transporte de lipidios (Maio, Dichi e Burini; 2000).
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Figura 17. Quantificagdo de HDL, LDL, colesterol total, triglicerideos e VLDL.

Legenda: lipoproteina de alta densidade (A); lipoproteina de baixa densidade (B) e colesterol total (C),
triglicerideos (D) e lipoproteina de muito baixa densidade (E) apds 14 dias da administra¢édo de EECc
(2.000 mg/kg/v.0). (Controle: n = 10); (EECc: n = 9). *p< 0,05 versus controle, *** p< 0,001 versus
controle, +p< 0,05 versus EECc (fémeas), ++p< 0,01 versus controle (fémeas), +++p< 0,001 versus
controle (machos), ++++p< 0,0001 versus EECc (fémeas). ANOVA de duas vias seguido de post test
Tukey. p< 0,05.

Nas provas renais, realizadas com as ratas, observou-se elevacédo da ureia e
reducdo da creatinina, mesmo apos 14 dias de suspenséo do tratamento (Figura 18).
A elevacdo da ureia, de forma isolada, pode sugerir algumas condi¢des clinicas, tais
como: alta ingestdo de proteinas ou hipercatabolismo que pode ocorrer em caso de
febre, trauma, infeccdo; quadro de desidratacdo; sangramento gastrointestinal e
quadro de desidratacdo (Beier et al, 2011; Uchino, Bellomo & Goldsmith, 2012).
Ressalta-se que no grupo tratado com EECc, houve um aumento no consumo da agua
gue pode sugerir desidratacdo leve a moderada, associada a reducdo de peso,
reducdo das provas de funcao hepética e reducdo de HDL.

A reducdo na creatinina pode sugerir perda consideravel da massa muscular
ou doenca hepética que leva a redugcdo na producdo da creatina e,
consequentemente, reducdo na creatinina (Diago, 2020; Figura 18). Dados os

resultados bioquimicos, a hipotese apontada é que, em dose Unica elevada

(2.000mg/kg), o EECc é capaz de promover alteragdo hepatica reversivel.
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Figura 18. Quantificagéo das provas renais.

md/dL

1.0+

0.8

0.6

0.4+

0.2+

0.0

1
Fémeas

I
Machos

51

1 Controle

EECc
2.000mg/kg

Legenda: ureia (A) e creatinina (B) apés 14 dias da administracdo de EECc (2.000 mg/kg). Dados
expressos como média + DPM (Controle: n = 10); (EECc: n = 9). ** p< 0,01 versus controle, +++p<
0,001 versus controle (fémeas), ++++p< 0,0001 versus EECc (fémeas). ANOVA de duas vias seguido

de post test Tukey. p< 0,05.

Diferente das ratas, nos ratos houve elevagéo da ureia e uma discreta elevacao

da creatinina (Figura 18). O aumento da ureia em relacdo a creatinina pode estar

relacionado a uma causa pré-renal, como a desidratacao e hipotensédo (Manoeuvrier,

Bach-Ngohou, Batard, Masson e Trewick, 2017). Em sintese, em termo agudo e

usando dose elevada, a toxicidade de C. cajucara néo pode ser descartada e precisa

ser melhor investigada, em especial para identificar se ha ou ndo diferencas em sexos.
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5.3 Tolerancia Oral a Glicose

A glicemia capilar dos animais antes da administracdo da solucdo de glicose
(2g/kg) se mostrou expressivamente elevada, principalmente no grupo de controle
hiperglicémico (530,75 + 28,01), o que mostra a manutencéo desse estado induzido
por aloxano. O aloxano, dentro das células B -pancreaticas, sofre reacdes redox,
gerando espécies reativas de oxigénio (EROs), como peroéxido de hidrogénio (H202),
superoxido (O2) e radical hidroxila (*OH), estas espécies causam peroxidagao lipidica,
danos a proteinas e DNA (Lenzen, 2008).

O tratamento prévio foi capaz de reduzir significativamente (p< 0,05) os niveis
glicémicos dos animais em comparacao com o controle hiperglicémico, sendo possivel
observar redu¢cdo muito mais pronunciada do grupo tratado com o EECc (349,63 £
25,04) em comparac¢ao ao grupo tratado com glibenclamida (426,36 + 20,49; Gréfico
2). Ressalta-se que extratos de C. cajucara possuem atividade inibitoria de eliminacdo
de radicais contra o radical estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Também, o
extrato aumentou as atividades da glutationa peroxidase (GPx) e catalase, sugerindo
0 uso benéfico como fonte potencial de agentes antioxidantes de origem natural
(Tieppo et al., 2006). E possivel que no grupo tratado previamente com EECc, tenha
ocorrido reducao no dano das células B -pancreaticas, o que permitiu que mais
insulina fosse liberada no organismo dos animais deste grupo, em comparacéo ao

grupo tratado com glibenclamida.

Quadro 3: Média e DP dos valores glicémicos dos grupos pré-tratados, antes da carga

glicémica (0 minutos), e ap6s (30, 60, 90 e 120 minutos).

Tempo de glicose Controle Controle hipoglicémico | EECc 150 mg/kg
(min) hiperglicémico (Glibenclamida)

0 518,25 + 68,27 416,71 + 61,21 345,71 + 65,27
30 558 + 46,12 474,13 + 66,61 437,88 + 78,91
60 529 + 81,84 445,75 + 71,46 431,38 + 72,93
90 532,13 + 72,74 466,63 + 83,91 388,63 + 76,43

120

504,38 + 84,53

383,88 + 58,08

367,75 + 59,56
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Figura 19. Curva glicémica dos animais hiperglicémicos previamente tratados com glibenclamida (5
mg/kg) e EECc (150mg/KkQ).

Legenda: Acompanhamento glicémico dos grupos tratados com agua, glibenclamida (5mg/kg) e
EECc (150 mg/kg) no minuto 0, antes da administracdo de solucédo de glicose (2g/kg); 30, 60, 90 e
120 minutos apds administracdo da solucdo de glicose. Dados expressos como média £ DP (n =
8/grupo). * p < 0.05 versus controle; ** p < 0.01 versus controle. ANOVA de duas vias seguido de post
test Tukey.

Apoés sobrecarga glicémica, na primeira rodada de verificacdo de glicose (30
minutos), houve aumento da glicemia de todos os grupos (Quadro 3). Nota-se que ha
aumento nos valores glicémicos tanto do grupo controle quanto nos grupos tratados
com glibenclamida e EECc (Gréfico 3). E possivel visualizar a similaridade no pico
hiperglicémico dos grupos controle e tratado com glibenclamida, entretanto no grupo
tratado com EECc houve uma maior elevacao na glicemia capilar (Figura 19), sendo
que o proprio processo de indugdo da hiperglicemia (uso de aloxano) pode prejudicar
a sinalizacdo da insulina e manutencao da hiperglicemia (Lenzen, 2007).

O pico glicémico normalmente é atingido entre 30 a 60 minutos ap6s as
refeicdes, pois é quando o organismo absorve a glicose proveniente sobretudo dos
carboidratos e € onde se inicia 0 mecanismo de liberacdo de insulina para sua
captacao (Milech, Chacra & Kayath, 2001). A destruicdo das células B-pancreaticas
leva a redugéo total ou parcial da producgéo de insulina, que tem relacdo com maior

ou menor expressao do transportador GLUT-2 (Thorens, 2014).
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O grupo tratado com glibenclamida conta com um farmaco que tém como
mecanismo de agao o estimulo as células B-pancreéticas para liberacédo de insulina
(Proks et al., 2002), logo, o tempo para liberacdo da insulina e sua sinalizagao
justificam o aumento aos 30 minutos apos sobrecarga glicémica. (Gréfico 2). No caso
do EECc, parece que a liberacédo da insulina também é essencial para sua atividade
(pico entre 30 e 60 minutos), sugerindo que o(s) composto(s) envolvido(s) nesta
atividade tenha um efeito hipoglicemiante, similar a glibenclamida (Gréfico 2).

Na verificacdo glicémica apds 60 minutos, foi observada a reducéo dos niveis
glicémicos em todos os grupos, algo relacionado com o estabelecimento do estado
pos-prandial, como é possivel observar no controle (Quadro 3; Figura 19). Os grupos
tratados com glibenclamida e EECc mostraram reducéo da glicemia onde, a reducéo
da glicemia no grupo tratado com EECc néo foi tdo pronunciada quanto a promovida
pela glibenclamida (Quadro 3; Figura 19). E possivel que os mecanismos do EECc
envolvidos no estimulo de liberacdo de insulina promovam esse efeito em maior tempo
que a glibenclamida. Outra hip6tese, em concomitancia, € de que o estado
hiperglicémico induzido esteja interferindo na sinalizacdo de insulina no organismo
dos animais.

Aos 90 minutos é possivel notar diminuicdo significativa (**p < 0,01) dos niveis
glicémicos dos grupos tratados com glibenclamida e EECc em relacdo ao controle
(Quadro3), mas ndo entre si. Além da inducdo da liberagdo da insulina pela
glibenclamida, esse efeito pressupde possivel aumento da sensibilidade periférica a
insulina em longo prazo e reducdo da producdo hepatica de glicose, de forma
secundaria (Prato et al. 1991). O EECc pode atuar de forma bastante similar a
glibenclamida a longo prazo, porém € importante investigar melhor os possiveis
mecanismos envolvidos.

Aos 120 minutos, a glicemia dos grupos tratados com glibenclamida e EECc
em relagcédo ao controle decaem (Quadro 3; Figura 19), reforcando a premissa que a
atividade inicial do EECc envolve a liberagcdo de insulina e a longo prazo ocorrem
eventos secundarios de aumento da sensibilidade periférica a insulina elevando a
captacdo muscular da glicose e reducdo da sintese hepatica, que fica prejudicada em
estado hiperglicémico (Tomas et al., 2002).

Um composto com atividade hipoglicemiante presente em C. cajucara € o
canferol, que ja foi descrito como estimulador da translocagéo do transportador de

glicose GLUT-4 para a membrana plasmatica em tecidos como musculo e tecido
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adiposo, aumentando a captacdo de glicose independente da insulina, ou
potencializando sua a¢ao (Kashyap et al., 2023), reforcando a hipotese que o EECc
atue aumentando a captacado glicose ao longo prazo. O canferol ativa o AMPK, que
leva a inibicdo da sintese hepética de glicose e ainda aumenta a sensibilidade a

insulina e a captacao de glicose (Yang et al., 2022).
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6 CONCLUSAO

A toxicidade oral aguda, utilizando elevadas doses de EECc (2.000mg/kg de
animal) ndo pode ser descartada. E provavel que o sexo dos animais seja um fator
importante, tendo sido observado maior potencial hepatotoxico para a sexo masculino
em relacdo ao feminino. Além disso, o evento toxico, em especial no sexo feminino,
pode ser reversivel em dose elevada.

Em doses bem abaixo (150mg/kg de animal) da dose com potencial toxico, o
EECc reduziu a tolerancia oral a glicose. E provavel que a atividade esteja relacionada
coma liberacdo da insulina inicialmente, seguida de aumento da captacédo periférica

da glicose, semelhante a glibenclamida.
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7 ANEXOS
ANEXO A — CERTIFICADO DO CURSO DE PRINCIPIOS ETICOS E MANEJO DE ANIMAIS EM PESQUISA

¢

ICBUSP

Principios éticos e manejo de animais em pesquisa

Declaracao de conclusao de curso
Declaramos para os devidos fins que
Isis Kosmiscky

participou do curso de “Principios éticos e manejo de animais em pesquisa”,
modulo Roedores, com carga horaria total de 40 horas, em formato de ensino a
distancia, coordenado pela Central de Bioterismo do Instituto de Ciéncias
Biomeédicas em parceria com a Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de Sao Paulo.

Sao Paulo, 30 de julho de 2023
(Declaragao valida por 5 anos)

Central de Bioterismo
ICB USP

Instituto de Ciéncias Biomeédicas | USP
Av. Prof. Lineu Prestes, 2415 - Cidade Universitaria “Armando Salles Oliveira” - Butantd — Sdo Paulo — SP - CEP 05508-900
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ANEXO B — APROVACAO DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS EM
PESQUISA (CEUA — UFPA)

s

=

e

- UFPA Comissio de Etica no
Universidade Federal do Para Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "CARACTERIZACAO FITOQUIMICA, ATIVIDADE HIPOGLICEMIANTE E TOXICIDADE AGUA E
SUBCRONICA DE Croton cajucara Benth.", protocolada sob o CEUA n® 9464301123 o ®2431), s0b a responsabilidade de Maria Fani
Dolabela e equipe; Isis de Oliveira Kosmiscky - que envolve a producao, manutencao efou utilizacdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da
Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e fol aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Pard (CEUA/UFPA) na reunido de 21/12/2023

We certify that the proposal "PHYTOCHEMICAL CHARACTERIZATION, HYPOGLYCEMIATING ACTIVITY AND ACUTE AND SUBCHRONIC
TOXICITY OF Creton cajucara Benth.", utilizing 184 Heterogenics rats (males and females), protocol number CEUA 9464301123 o
002431, under the responsibility of Maria Féni Dolabela and team; Isis de Qliveira Kosmiscky - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Federal University of Para (CEUA/UFPA) In the meeting of 12/21,2023.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 02/2024 a 08/2024 Area: Farmacia

Origem:  Biotério da SACPA - Instituto Evandro Chagas
Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Machos e Fémeas  idade: 5 a8 semanas N: 184
Linhagem: wistar Peso: 220a250g

Local do experimento: Laboratério de Pesquisa de Estresse Oxidativo

Belém, 16 de fevereiro de 2024

o sl =

Profa. Dra. Barbarella de Matos Macchi Prof. Dr. James Tony Lee
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Pard Universidade Federal do Pard

Aua Auquse Carres, 01 - Reitoria (Wrreq) - Baima Guam4. CEP 66075-110. Bakém-para - tel: 55 (00} 0000 0000
Horarka de atendimento: 20 2 6 das Bh &5 12h & 14h & 100 - remato : e-mail: caua@ufpa br
CEUA N 9464301123
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