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RESUMO

A espécie Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. é popularmente conhecida como
macauba. Seu fruto € consumido in natura, na forma de farinha ou no preparo de
diversos pratos. A espécie possui relatos de sua utilizacdo na medicina tradicional
para tratamento do Diabetes Mellitus. Neste contexto, o objetivo deste estudo é avaliar
o perfil fitoquimico e o potencial antidiabético dos frutos da macauba. Foram
preparados dois extratos utilizando o extrator de fluido pressurizado, o extrato bruto
contendo pectina (AACE), e o extrato sem pectina (AAFP), a fim de avaliar a influéncia
deste composto ao potencial antidiabético. Para avaliacdo da atividade antidiabética
foram realizados testes de toleréncia oral a glicose em camundongos C57BIl/6
normoglicémicos e hiperglicémicos cronicamente, induzidos por aloxano. Os &cidos
graxos foram analisados por CG-FID. Foram identificados 23 &cidos graxos, sendo os
compostos majoritarios o acido palmitico (C16:0), acido oleico (C18:1) e o &cido
linoleico (C18:2). A analise de flavonoides foi feita por HPLC-DAD-ESI-qTOF/MS/MS,
foram identificados 9 flavonoides no extrato AACE: catequina, apigenina-6,8-di-C-
hexosil, luteolina-6-C-pentosil-8-C-hexosil, 2 isbmeros de apigenina-6-C-pentosil-8-C-
hexosil, 2 isbmeros de apigenina-6-C-hexosil-8-C-pentosil, apigenina-6,8-di-C-pentosil.
Os extratos AACE e AAFP, apresentaram resultados semelhantes no teste de
toler&ncia oral a glicose inicial. Nos testes de controle glicémico, o extrato AACE da
farinha de macauba (400 mg/Kg de massa corporal) reduziu a hiperglicemia induzida
pela sobrecarga de glicose no teste de tolerdncia oral a glicose em animais
normoglicémicos e, cronicamente, apds 28 dias de tratamento, reduziu a glicemia e
hemoglobina glicada dos animais diabéticos de forma semelhante aos tratados com
metformina (100 mg/Kg de massa corporal), comparados aos controles. Esses
resultados mostram o potencial antidiabético dos frutos de A. aculeata e, pelo menos
em parte, 0s possiveis constituintes quimicos responsaveis pela acdo farmacolégica

observada.
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REVISAO DE LITERATURA

Biodiversidade

O Brasil encontra-se em uma posicdo de destaque em relacdo a
biodiversidade, tanto animal quanto vegetal. Considerando-se apenas o restrito
universo de espécies catalogadas no mundo (entre plantas superiores e
animais vertebrados), o pais detém a maior quantidade total (13%) e a segunda
maior quantidade de espécies endémicas em valores absolutos, com 19.288,
somente atras da Indonésia, com 19.348 espécies entre vertebrados e plantas
(ALVAREZ; MOTA, 2010).
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A flora brasilera é a uma das mais ricas do mundo com
aproximadamente 60 mil espécies. O que significa algo em torno de 18% de
toda a diversidade de plantas do mundo, que sdo distribuidas em seis
principais biomas: Pantanal, Floresta Amazoénica, Caatinga, Mata Atlantica e
Cerrado. Isso representa um grande potencial de variabilidade genética a ser
explorado. Diversas espécies nativas sdo importantes alimentos da dieta
humana com importancia regional e local, tais como a mandioca, o abacaxi, 0s
amendoins, 0 cacau, 0 caju, 0O cupuacu, o maracuja, a castanha-do-brasil, o

guarana, a jabuticaba e o acai, entre outras (BRASIL, 1998).

A exploracdo da biodiversidade representa uma importante fonte de
recursos econdmicos. Cerca de 40% da toda economia mundial se baseia
diretamente em produtos e processos relacionados a diversidade natural. Em
particular, setores como alimentos, combustiveis, fibras, madeira, extratos,
0leos, medicamentos e cosméticos utilizam matérias-primas originarias da
biodiversidade (CNI, 2012; PIMENTEL et al., 2015).

Dentro dos biomas brasileiros se destaca o Pantanal, que constitui uma
das maiores biodiversidades do planeta e uma grande fonte de recursos
naturais em diversas areas, seja na area econdémica, medicinal, ecoldgica e
cultural (BRASIL, 2010).



De acordo com o quarto relatério nacional para a convencdo sobre
diversidade biolégica do Ministério do Meio Ambiente, o bioma Pantanal ainda
encontra-se em bom estado de preservacdo, mantendo 86,77% de sua
cobertura vegetal nativa. A vegetacdo nao-florestal (savana [cerrado], savana
estépica [chaco], formacdes pioneiras e areas de tensdo ecoldgica ou contatos
floristicos [ecOtonos e encraves]) predomina em 81,70% do bioma
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2011).

A utilizacdo da biodiversidade para a obtencdo de substancias com
finalidade terapéutica é uma das aplicacdes mais tradicionais e antigas da
humanidade. Alguns compostos, devido a alta complexidade estrutural de suas
moléculas, sédo de dificil reproducdo em laboratério, 0 que torna a natureza
uma importante fonte de variedade quimica. Os compostos naturais vém sendo
utilizados tanto como principios ativos, quanto como precursores para 0O
desenvolvimento de novas moléculas. A diversidade biol6gica ¢é
constantemente referida como uma das possiveis fontes de vantagens
competitivas para o Brasil, sendo a industria farmacéutica um dos setores com

maior potencial para seu aproveitamento (PIMENTEL et al., 2015).

Devido a sua grande biodiversidade e potencial genético, os biomas
brasileiros se tornam uma atraente fonte para pesquisas de recursos biolégicos
com finalidade medicinal, na producéao de fitoterapicos, fitofarmacos, protétipos
para desenvolvimento de novos farmacos, utilizacdo como fonte de matéria-
prima farmacéutica (produtos utilizados na formulacdo de medicamentos),
obtencdo de corantes e demais utilidades tanto na induastria farmacéutica
guanto quimica (SCHENKE; GOSMANN; PETROVICK, 2003).

Plantas medicinais

Os produtos naturais, historicamente, ttm desempenhado um importante
papel no tratamento e prevengdo de varias doencgas, sendo uma fonte de
destaque na descoberta de novas drogas. Nos relatos mais antigos, constam
utilizacdo de plantas medicinais em 2400 a.c. na Mesopotamia (ATTINGER,

2008). Cerca de 95% da biodiversidade do planeta (estimada em 2 milhdes de



espécies de plantas, animais, fungos e microrganismos) nao tiveram a
atividade biologica de seus metabdlitos avaliada (COLEGATE; MOLYNEUX,
2007; DEWICK, 2002; MISHRA; TIWARI, 2011).

Um exemplo de medicamento desenvolvido a partir de produtos naturais
é a metformina, medicamento utilizado no tratamento do diabetes mellitus,
desenvolvido a partir da espécie Galega officinalis L., popularmente conhecida
por galega. O composto responsavel pela atividade hipoglicemiante, a
galegina, serviu como precursor na descoberta de novos compostos com
atividade antidiabética (OUBRE et al., 1997).

Existem cerca de 1200 espécies de plantas relatadas na literatura com
atividade antidiabética. Dessas, um terco apresenta atividade cientificamente
comprovada (CHANG et al., 2013). Espécies como o Arctium minus (bardana),
Allium sativum (alho), Bauhinia forficata (pata-de-vaca) e Anacardium
occidentale (caju), sdo exemplos de plantas com comprovacao cientifica dos
seus efeitos antidiabéticos (BORGES; BAUTISTA; GUILERA, 2008).

A pata-de-vaca (Bauhinia forficata), uma das espécies mais citadas na
literatura, é usada na medicina popular para o tratamento de diabetes ha muito
tempo. Propriedades biolégicas de espécies de Bauhinia tém sido atribuidas
aos seus compostos fendlicos. Entre seus constituintes, estdo presentes 0s
flavonoides (especialmente derivados de quercetina e kaempferol) (SILVA, et
al. 2002). Além dos flavonoides, ha uma proteina semelhante a insulina, que
reduz os niveis de glicose no sangue quando injetada em ratos diabéticos
(AZEVEDO et al., 2006).

A bardana (Arctium minus) demonstrou atividade antidiabética,
diminuindo os niveis plasmaticos de glicose, com poténcia semelhante ao
medicamento glibenclamida (CAVALLI, et al. 2007).

O alho (Allium sativum), alimento comum, usado como tempero no
mundo todo, possui relatos de sua atividade antidiabética (MASJEDI, et al.
2013). Os resultados demonstram que seu extrato metandlico possui um
potencial efeito anti-hiperglicemiante, que pode ser util na reducédo da glicose

no sangue em pacientes diabéticos. Os testes de tolerancia a glicose em ratos



apresentaram reducao da glicose sérica maior que a glibenclamida (GHOSH,
2014).

O caju (Anacardium occidentale), uma espécie nativa do Brasil,
principalmente na regido nordeste, apresenta estudos em relagcdo a sua
atividade anti-inflamatéria, no tratamento de céancer, dano oxidativo e
obesidade (HEMSHEKHAR, et al 2012). Mais recentemente foi avaliada sua
potencial atividade hipoglicémica, com reducdo dos niveis séricos de glicose,
que poderiam melhorar o estado do paciente diabético (DIONISIO, et al. 2015).

Diabetes Mellitus

O diabetes é um grupo de doencas metabdlicas caracterizadas por
hiperglicemia resultante de defeitos na secre¢do de insulina, na agdo da
insulina, ou ambos. A hiperglicemia crénica de diabetes estd associada a
danos a longo prazo, a disfuncdo e a insuficiéncia de diferentes Orgaos,
especialmente olhos, rins, nervos, coracdo e vasos sanguineos. VAarios
processos patogénicos estdo envolvidos no desenvolvimento da doenca. Estas
vao desde destruicdo autoimune das células- § do pancreas, com consequente
deficiéncia de producdo de insulina, até anormalidades que resultam da
resisténcia a acao da insulina. A base das anormalidades no metabolismo de
carboidratos, gorduras e proteinas, no diabetes, € a deficiéncia na acdo da
insulina nos tecidos-alvo. O comprometimento da secrecdo de insulina e
defeitos na acdo da insulina frequentemente coexistem no mesmo paciente
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014; TA, 2014).

Os sintomas de hiperglicemia acentuada incluem polidria, polidipsia,
perda de peso, as vezes com polifagia, e visado turva. Prejuizo ao crescimento e
susceptibilidade a certas infecgdes também podem acompanhar hiperglicemia
cronica (TA, 2014).

O Diabetes Mellitus pode ser classificado em 4 tipos (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2012):



e Diabetes tipo 1: resultado de destruicao das células B pancreéticas,
geralmente levando a deficiéncia absoluta de insulina;

e Diabetes tipo 2: resultado de deficiéncia progressiva na secrecao de
insulina e na resisténcia a insulina;

e Diabetes Mellitus Gestacional (DMG): diabetes diagnosticada durante a
gravidez, que se desenvolve geralmente perto do terceiro trimestre da
gestacao;

e Outros tipos especificos de diabetes devido a outras causas, por
exemplo, defeitos genéticos no funcionamento das células- (3, defeitos
genéticos na acao da insulina, doencas do pancreas exocrino (tal como
fibrose cistica), medicamentos ou induzida por outros componentes
quimicos (tal como no tratamento do HIV/AIDS ou apés transplante de

orgaos);

O Diabetes mellitus é considerado uma epidemia mundial. Trata-se de
um dos mais importantes distarbios crénicos conhecidos, devido ao significativo
namero de portadores, acarretando indices elevados de morbidade e
mortalidade (CRUZ et al., 2013).

Existem cerca de 415 milhdes de diabéticos no mundo (IDF, 2015). A
estimativa para 2040 é que esses numeros subam para 642 milhdes. No Brasil
existem 14,3 milhdes (IDF, 2015). Segundo os dados da International Diabetes
Federation, os custos relacionados a esta enfermidade no mundo inteiro séo
elevados. Estima-se que o gasto com o diabetes represente pelo menos 12%
das despesas de saude global (673 bilhées de dolares em 2015). No mundo
todo o diabetes € responsavel pela morte de 5 milhdes de pessoas (IDF, 2015).

Metabdlitos secundarios com atividade antidiabética
Flavonoides

Os flavonoides representam uma grande classe de, pelo menos, 6000
compostos fendlicos encontrados em frutas, legumes, nozes, sementes de
cereais, cacau, chocolate, cha, soja, vinho tinto, ervas e produtos de bebida.

Estruturalmente, flavonoides consistem em dois anéis aromaticos (A e B)
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ligados por uma cadeia de trés carbonos que forma um anel heterociclico

oxigenado (anel C).

Figura 1- Estrutura basica de um flavonoide.

Existem seis subclasses de flavonoides, incluindo flavonas, flavanonas,
flavonois, isoflavonas e antocianidinas, com base em diferencas na estrutura
genérica do anel de C, nos grupos funcionais nos anéis e na posicdo em que 0
anel B estad ligado ao anel C. Dentro de cada subclasse, os compostos
individuais séo caracterizados por padrdes de hidroxilacdo e conjugacao
especifica (VINAYAGAM;XU,2015).
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Figura 2— Estrutura de algumas classes de flavonoides.

As propriedades antidiabéticas dos flavonoides devem-se principalmente
ao seu efeito sobre uma série de alvos moleculares e regulacdo de varias vias,
como: a reducdo da apoptose, aumentando a proliferagcdo de células 3
pancreaticas e promovendo a secrecao de insulina; regulagdo do metabolismo
da glicose em hepatdécitos e subsequente melhoria da hiperglicemia; diminuicéo

da resisténcia a insulina, inflamacao e estresse oxidativo em adipdcitos e fibras
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esqueléticas; aumento da captacdo de glicose no tecido muscular e adiposo
(HAJIAGHAALIPOUR; KHALILPOURFARSHBAFI; ARYA, 2015).

Tabela 1 - Mecanismo de agéo de alguns flavonoides (CHEN, et al., 2015):

Flavonoides

Quercetina

Kaempferol

Apigenina

Luteolina

Rutina

Miricetina

Acidos Graxos

Mecanismo de acao

Protecédo das células B contra danos
oxidativos; preservacao da funcéo de
células B; promocdo da sintese de

glicogénio; inibicao da a-glicosidase.

Protecao das células B contra danos
oxidativos; inibicdo da sucrase,
maltase e a-amilase.

Protecao das células B contra danos
oxidativos.

Inibicdo da a-glicosidase, a-amilase.

Ativacao de sinalizagdo em células ;
estimulacdo da captacdo de glicose;
sinalizacdo do receptor de insulina;
reducdo da quebra do glicogénio;

inibigdo da a-glicosidase.

Ativacdo de transporte de glicose;
estimulacdo da captacdo de glicose;
promocdo da sintese de glicogénio;
inibicho da sucrase, maltase e a-

amilase.

O primeiro papel dos acidos graxos é como nutriente essencial. Os

efeitos da deficiéncia dos acidos graxos essenciais incluem pele escamosa,

diarreia e, finalmente, a morte. A nivel celular sdo uma parte essencial da



bicamada fosfolipidica de membranas. Também servem como precursores de
moléculas de sinalizacdo, tais como esteroides e prostaglandinas. Podem
apresentar efeitos lipotéxico, todos os quais sdo exemplos de mecanismos em
gue os acidos graxos podem influenciar o desenvolvimento de diabetes do tipo
2 (SAMPATH; NTAMBI, 2005).

Além destas funcdes estabelecidas para os acidos graxos, os acidos
poli-insaturados podem especificamente e rapidamente efetuar alteracdes no
metabolismo celular, diferenciagdo e crescimento, por meio de alteracdes nos
padrdes de expressao génica (SAMPATH; NTAMBI, 2004).

Os acidos linoléico (n-6) e linolénico (n-3) ndo podem ser sintetizados
por mamiferos e sdo, portanto, essenciais na dieta. Os acidos graxos n-3,
especialmente acido eicosapentaendico (20:5) e o acido docosa-hexaenoico
(22: 6) podem ser obtidos a partir de peixes e de mamiferos marinhos,
enquanto os acidos graxos n-6 estdo concentrados 6leos vegetais (soja, milho
e girassol). Acidos n-3 e n-6 s&@o conhecidos por conferir diferentes beneficios
para a saude, incluindo a sinalizacdo aumentada de insulina (SURESH; DAS,
2003), melhor resposta imunoldgica (NTAMBI, et al. 2002), diminuicdo dos
niveis plasmaticos de lipidios, diminuicdo da incidéncia de doenca pulmonar e
doenca cardiaca coronaria (SKERRETT; HENNEKENS, 2003).

(@)
//\\ v/\“-\ /—\v/_\/f\ \//\\//\/l\ OH

Figura 3 — Acido linoléico, acido graxo capaz de aumentar a producdo de

insulina.

Devido ao recente aumento nos disturbios relacionados com lipidios, tais
como obesidade e diabetes, a gordura dietética tem sido relegada. Apesar
disso, com o0 aumento da compreensao dos mecanismos moleculares e vias
bioquimicas, conclui-se que os acidos graxos ja ndo sdo apenas fontes de
energia, mas também moduladores de sinalizagdo celular e metabolismo
(SAMPATH; NTAMBI, 2005).



Os acidos graxos atuam sobre expressdo de genes do metabolismo
lipidico, aumentam a producgédo e a sensibilidade & insulina (VASSILIOU et al.
2009; LIU et al. 2015; TAKKUNEN et al. 2016). Eles sao precursores dos
eicosanoides, os quais desempenham um papel importante na saitde humana,
especialmente na inflamacdo. O consumo de acidos graxos insaturados é
recomendavel a saude (EL-ADAWY; TAHA, 2001).

Pectina

A pectina € uma complexa molécula de polissacarideo, sendo um dos
principais componentes das paredes celulares dos vegetais, responsavel pela
adesdo entre as células e pela resisténcia mecanica da parede celular. Seu
esqueleto é constituido de inumeras moléculas de acido galacturénico ligado
em 1—4, com grau variavel de grupos carboxilas metil esterificados (WILLATS;
KNOX; MIKKELSEN, 2006; VORAGENEet al., 2009).

As propriedades fisico-quimicas da pectina lhe proporcionam grande
importancia do ponto de vista econémico na industria de alimentos, sendo
utilizada para a formacao de géis, devido a suas caracteristicas fisico-quimicas
de formacdo de uma dispersdo coloidal quando dissolvidas na agua,
amplamente usados na producdo de gomas, geleias, produtos lacteos,
sorvetes, com a funcao de emulsificantes e espessantes (SATO et al., 2011).
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Como a pectina € praticamente insolivel em etanol, sua extracdo é
simples e pode ser feita em escala industrial, sendo encontradas no comércio
pectinas de diversas fontes naturais, como maracuja, maca e goiaba. Essas
substancias podem ser encontradas na forma de pd, de coloracdo branca,

amarela clara, acinzentada ou levemente escurecida (UENO et al. 2008).

Do ponto de vista fisiolégico, por ser uma fibra solavel, a pectina
desempenha importante papel no organismo. Sendo empregada nas dietas
devido ao seu poder de reducdo da absorcao da glicose, diminuigdo dos niveis
de colesterol, estimulando a glicélise e a glicogénese e aumento da excregao
de acidos biliares, podendo ser um importante aliado no combate de doencas

relacionadas ao metabolismo de lipidios, aclUcares e carboidratos, como o



diabetes (TERPSTRA et al. 1998; FIETZ, SALGADO, 1999; PIEDADE;
CANNIATTI-BRAZACA, 2003;).

Estudos mostraram que os extratos de Passiflora edulis contendo
pectina causaram a diminuicdo dos niveis de glicose em ratos, diminuicdo de
edema, diminuicdo na infiltracdo de neutrdfilos, indicando sua potencial
atividade antidiabética e anti-inflamatéria (SILVAet al., 2011). Estudos com a
Passiflora glandulosa mostraram o controle dos niveis glicémicos e a

diminuicdo da absorcédo de carboidratos (SOUSA et al., 2015).
Modelo in vivo para estudo de Diabetes Mellitus

A principal caracteristica do diabetes do tipo 1 é a destruicdo auto-imune
das células B pancreéticas, conduzindo a falta de producdo de insulina. Em
modelos animais, esta deficiéncia na producdo de insulina é conseguida por
uma variedade de mecanismos como, a inativacdo quimica das células B de
roedores, inducdo genética, inducdo por virus e inducdo espontanea (KING,
2012).

Em modelos de diabetes tipo 1 quimicamente induzidos, uma elevada
porcentagem de células p endogenas sdo destruidas, portanto, existe pouca
producdo enddgena de insulina, levando a hiperglicemia e perda de peso.
Diabetes quimicamente induzida ndo s6 fornece um modelo simples e
relativamente barato de diabetes em roedores, como também, pode ser
utilizado em animais superiores (KING, 2012; DUFRANE et al., 2006).

O diabetes é normalmente induzido cerca de 5-7 dias antes do inicio da
experiéncia para assegurar hiperglicemia estavel. Dois compostos principais
sdo usadas para induzir diabetes: estreptozotocina (STZ) e aloxano. Por serem
estruturalmente semelhantes a glicose, tanto aloxano quanto a STZ competem
com a glicose, portanto, os animais em jejum tendem a ser mais susceptiveis.
Ambos compostos séo relativamente instaveis, por isso, as solu¢cbes devem ser
feitas imediatamente antes da inje¢cdo (NERUP et al, 1994; KING, 2012).

Diabetes quimicamente induzida € apropriada para testar drogas ou

terapias em que o principal mecanismo de acao é reduzir a glicose no sangue
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de uma forma nao-beta-celular dependente; por exemplo, para testar novas
formulagdes de insulina (JEDERSTROM et al, 2005;. SHESHALA et al., 2009).

Uma desvantagem da indugdo quimica de diabetes é que os produtos
quimicos podem ser toxicos para outros 6rgdos, principalmente figado e rins
(LEE et al., 2010).

O efeito diabético do aloxano (2,4,5,6- tetraoxipirimidine; 5,6-dioxiuracil)
€ atribuido principalmente a rapida absorcdo pelas células beta e a formacéao
de radicais livres que levam a destruicdo das células  pancreaticas (NERUP et
al, 1994). As doses em camundongos variam de 50 a 200 mg.kg-1
(SZKUDELSKI, 2001).

Os camundongos C57BI/6 foram originalmente obtidos por Clarence
Little em 1921. Sdo usados em uma ampla variedade de areas de pesquisa,
como modelo in vivo nos estudos de biologia cardiovascular, biologia do
desenvolvimento, diabetes e obesidade, pesquisas genéticas, imunoldgica,
neurobiolégica e sensorial, além de serem comumente utilizados no
desenvolvimento de animais transgénicos (CECAL, 2016; ENGBER, 2011).

Suas principais caracteristicas incluem: 1) uma alta susceptibilidade a
obesidade induzida por dieta, diabetes tipo 2, e aterosclerose; 2) uma alta
incidéncia de microftalmia e outras anormalidades associadas ao olho; 3)
resisténcia as convulsdes audiogénicas; 4) baixa densidade d&ssea 5)
hidrocefalia hereditaria (relatos iniciais indicam 1 - 4 %); 6) Perda de pélos
associado com over-grooming; 7) uma preferéncia por alcool e morfina; 8)
perda auditiva de inicio tardio e 9) incidéncia aumentada de hidrocefalia e ma-
oclusédo (CECAL, 2016; THE JACKSON LABORATORY, 2016).

Macalba — Acrocomia aculeata

A macauba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart., sinonimia A.
mexicana) pertence a familia Arecaceae, popularmente conhecida como
bocaiuva, coquinho-de-catarro, macaiba e chiclete-de-baiano. E uma palmeira

nativa e abundante na regido do pantanal, com grande importancia para
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populacdo, sendo consumidas in natura, na forma de farinha ou no preparo de

diversos pratos como bolos, pudins, sorvete e geléias (LORENZI, 2006).

Figura 4 — Acrocomia aculeta - palmeira nativa das florestas tropicais cujo
estipe atinge de 10 a 15 m de altura e 20 a 30 cm de diametro.
Fonte:http://belezadacaatinga.blogspot.com.br/2012/07/macauba-acrocomia-aculeata.htmil

O dleo da polpa da A. aculeata € composto em maior parte por acidos
graxos saturados, sendo o acido oléico o predominante (aproximadamente
70%), enquanto no 6leo de sua semente o composto predominante € o acido
laurico (aproximadamente 40%) (JOSE et al., 2016). Apresenta também

vitamina C, vitamina A e B-carotenos entre os constituintes quimicos da polpa.
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Os Oleos da polpa e da semente da A. aculeata possuem diferencas em
relacdo a sua composi¢cdo nutricional. A polpa apresenta cerca de 78% de
triglicerideos, enquanto as sementes apresentam quase sua totalidade, 98%
(OLIVEIRA; CLEMENTE; DA COSTA, 2014).

O o6leo da polpa da A. aculeata foi avaliado em relacdo a sua toxicidade
aguda e subaguda em ratos Wistar. Os parametros bioquimicos, hematologicos
e histopatologicos ndo apresentaram alteracdo significativa, demonstrando
auséncia de toxicidade por via oral (TRAESEL et al. 2014). Em outro estudo,
também utilizando o 6leo da polpa da A. aculeata, ndo foram observados
efeitos mutagénicos, citotoxicos e genotoxicos em ratos Wistar (TRAESEL et
al. 2015).

Existem estudos de avaliacao do valor nutricional de polpa de Acrocomia
aculeata contendo elevada quantidade de célcio, fibra alimentar, lipidios e
carboidratos (SILVA et al. 2008), composicdo de acidos graxos (com
predominio de acidos saturados) e fendis totais (COIMBRA; JORGE, 2011).
Existem também estudos a respeito da presenca de carotenoides e
biodisponibilidade destes para a producao de vitamina A (RAMOS et al. 2007)
e utilizacdo da A. aculeata para producao de biodiesel. O 6leo de polpa da
macauba apresentou caracteristicas que permitem seu uso como matéria-
prima, de baixo custo, na producéo de biodiesel (VIEIRA et al. 2012, Souza, G.
K., 2016).

Também foi verificada a atividade diurética e anti-inflamatéria do 6leo da
polpa in natura e microencapsulado. Ambos apresentaram acao
antiedematogénica, inibindo a migracdo de leucoOcitos e extravasamento
plasmatico, e atividade diurética, com significativo aumento da excrecao

urinaria de liquidos, semelhantes a furosemida (LESCANO, et al. 2015).

Existem estudos da espécie A. aculeata com relacdo a atividade
hipoglicemiante, a partir de extratos de sua raiz, onde foi isolado um composto
derivado di-hexosideo, coyolosa, com atividade hipoglicemiante (PEREZ;
PEREZ; VARGAS, 1997). As raizes e frutos da A. aculeata tém sido utilizadas

por um longo tempo pelos povos indigenas nos estados de Yucatan e
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Tamaulipas, no México para o tratamento de diabetes (ANDRADE-CETTO;
HEINRICH, 2005).

Neste contexto, o trabalho tem como objetivo a analise do perfil
fitoquimico e avaliagdo do potencial antidiabético dos extratos da farinha dos
frutos da macauba, correlacionando-os a presenca dos seus constituintes

quimicos.

OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a presenca e o perfil de flavonoides, acidos graxos e pectina nos
frutos da macauba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd), bem como avaliar o seu

potencial antidiabético em camundongos C57BI/6.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o potencial antidiabético dos extratos com e sem pectina
dos frutos de Acrocomia aculeata;

e Analisar os acidos graxos presentes nos extratos;

e Analisar o perfil de flavonoides dos extratos.

e Correlacionar a presenca da pectina em relacdo ao potencial

antidiabético;
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Abstract

Headings Ethnopharmacological relevance

Acrocomia aculeata, popularly known as macauba, is a native and abundant palm
from the Americas, traditionally used as a hypoglycemic agent.

Aim of the study

This study aimed to evaluate the phytochemical profile and hypoglycemic activity of
A. aculeata fruit extracts and identify the active compounds.

Materials and Methods

Crude and pectin free extracts of A. aculeate were prepared from dry fruit pulp and

analyzed for fatty acid content using GC-FID and secondary metabolites composition
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through HPLC-DAD-ESI-qTOF/MS/MS. We also evaluated the antidiabetic activity
of the extracts through oral glucose tolerance tests in normoglycemic and chronically
hyperglycemic animals.

Results

Twenty three fatty acids were identified, with main compounds being palmitic, oleic,
and linoleic acids. Nine flavonoids were also identified, including catechin,
epicatechin, apigenin-6,8-di-C-hexoside, luteolin-6-C-pentosyl-8-C-hexoside, two
isomers of apigenin-6-C-pentosyl-8-C-hexoside, two isomers of apigenin-6-C-
hexosyl-8-C-pentoside and apigenin-6,8-di-C-pentoside. The crude and a pectin free
extracts exhibited similar results in the initial oral glucose tolerance test, showing
that pectin is not fundamental for the activity. Based on these results,only the A.
aculeata crude fruit pulp extract was selected for the rest of the evaluations,
showingreduction of orally induced hyperglycemia in normoglycemic and
chronically hyperglycemic animals (400 mg/kg body weight (BW) - after 28 days),
as well as, reductions in the blood glucose and glycated hemoglobin levels, similar
tomice treated with metformin (100 mg/kg BW).

Conclusions

This data scientifically supports the traditional antidiabetic use of this plant and
shows that the presence of fatty acids and flavonoids in fruits should be directly

related to this activity.

Keywords: CG-FID, HPLC-DAD-MS/MS, Macauba, diabetes; antihyperglycemic

activity
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1 INTRODUCTION
Diabetes mellitus is characterized as one of the greatest public health problems,

leading to numerous complications, especially cardiovascular comorbidities (Chen et

al., 2012). According to the International Diabetes Federation, there are currently 415

million diabetics in the world between 20 to 79 years old, and this number increases
every year. Among them, 14.3 million of these people are in Brazil, which

corresponds to 10.2% of the Brazilian population within that same age group, ranked

fourth amongst the countries with the highest incidence of this disease (IDF, 2015).
A. aculeata, synonyms of A. mexicana, is a native palm that occurs in the Americas,
mainly in the Brazilian savanna. Its fruit is consumed raw, mostly by children, or

dried in the form of flour for preparing cakes, ice cream, and bread (Oliveira et al.

2013). In addition, fruits and roots are popularly used as adjuvants in the treatment of

diabetes (Andrade-Cetto and Heinrich, 2005; Pérez et al., 1997). Pérez et al. (1997)

demonstrated the hypoglycemic activity of the roots of this species and characterized
the di-hexoside coyolosa as responsible for this action. However, thus far, no studies
confirm this activity for the fruit.

The fruit of 4. aculeata has fatty acids and pectins among the described metabolites

(da Silva et al., 2009; Hiane et al., 2005) and several fruits have the capacity to

control the blood glucose levels attributed to the presence of such compounds

(Prabhakar and Doble, 2008). Pectin can decrease the absorption of glucose from the

intestine and control the rate of glycolys is and gluconeogenesis (Silva et al., 2011).

Besides, it is known that fatty acids act on the expression of lipid metabolism genes,

increasing production and sensitivity to insulin (Liu et al., 2015; Vassiliou et al.,

2009). Despite the extensive use of the fruits in traditional medicine and
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consumption, no studies have been found about the composition of secondary
metabolites and biological activities.

For that reason, this study intends to elucidate the antidiabetic activity of A. aculeata
fruits to evaluate if the scientific data will corroborate with the traditional use of this

species, as well as, the role of pectin has, in the activity.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Equipment and reagents

Ethanol (AR), hexane (AR), acetone (AR), acetonitrile (HPLC), acetic acid (HPLC),
silica gel 60, UFLC, LC-20AD model (Shimadzu) coupled with online DAD and
ESI-QTOF micrOTOF-Q III ( BrukerDaltonics)detectors, rotary evaporator (BUCHI
R3), analytical balance (Bioprecisa), ultrasound (Cristofoli), pressurized liquid
extractor ASE 150 (Dionex) and diatomaceous earth (ThermoScientific), glucometer
Accu-check Active (Roche™), reagent strips for glucose (Accu-CheckActive,
Roche™), equipment for biochemical analysis - Integra 400 Plus (Roche™), gas
chromatograph (Varian Star 3400 model) equipped with flame ionization detector,
and capillary column (DBwax, 30mx0.25 mm, J & W Scientific).

2.2 Plant material

Ripe A. aculeate fruits were collected in the city of Corumba, MS, Brazil and
identified by Dr. Geraldo Alves Damasceno Junior. A voucher sample (number
28966) was deposited in the GCMS Herbarium (Campo Grande, MS). The pulp was
removed and dried at room temperature.

2.3 Preparation of extracts in a pressurized liquid extractor

Crude and pectin free extracts were used for biological and chemical evaluations.

The crude extract (AACE) was prepared in a pressurized liquid extractor: 18g of A.
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aculeate dry fruit pulp and the same proportion of diatomaceous earth was extracted
with ethanol: water (7: 3) in a 100 ml extraction cell, using three cycles of 5 min. at
100 °C. To prepare pectin-free extract (AAPF)we used 100% ethanol, 30g of A.
aculeate dry fruit pulp, three cycles of 5 min. at 100 °C, and to remove pectins we
precipitated the material under low temperate (0 °C). Both extracts were concentrated
in a rotary evaporator and subsequently lyophilized.

2.4 Fatty acids analysis

The fatty acids of the extracts were transesterified with sodium hydroxide and
methanol in a molar ratio of alcohol:extract 6:1 and 1.0% alkali catalyzer. The
analysis of methyl esters of fatty acids was carried out by gas chromatography under
the following chromatographic conditions: injector temperature 250 °C; temperature
of 180 °C for 20 minutes column programmed at 2 °C per minute to reach 220 °C;
temperature of detector 260 °C; Hydrogen as carrier gas hada flow rate of 1.1
ml/min; Nitrogen make-up gas 22 ml/min; and injection volume of 1 pl. Fatty acids
were identified by comparison with standards of methyl esters of fatty acids (Sigma-

Aldrich).

2.5 Analysis of the extracts by HPLC-DAD-ESI-qTOF/MS/MS

The extracts were solubilized in MeOH:H,O 1:1 (Img/ml) and 1plwas injected. The
UV/VIS was monitored at 240-800 nm, and the mass spectrum was acquired in
positive and negative ionization mode (120-1200 Da). AC-18analytical column
(Kinetex,150 x 2.2 mm i.d., 2.6 pm) and a pre-column of the same material were
used. The mobile phase was ultrapure water (A) and acetonitrile (B) both with 0.1%
formic acid, a flow of 0.3 ml/min, and a gradient system of 0-2 min. 3% (B), 2-25
min. 3-25% (B), 25-40 min. 25-80% (B), followed by washing and reconditioning

the column (8 min). The other micrOTOF-Q III parameters were: temperature: 200
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°C; Drying N> flow: 9 I/min Nebulizer: 4.0 bar; capillary voltage: -3500 V (negative),
+4500 V (positive), MS/MS collision energy ranging from 25-50 eV. The internal
calibration TFA-NA was injected at the end of the chromatographic analysis. The
data were processed using the Data Analysis software version 4.2 (Bruker Daltonics).
Comparison to authentic standards identified catechin and epicatechin.

2.6 Animals

All procedures with animals were performedin accordance to the ethical principles of
animal experimentation adopted by the National Council of Animal Experimentation
Control (CONCEA) andwere approved by the Ethics Committee on Animal Use
(CEUA) of the Federal University of Grande Dourados (UFGD) under the number
027/2013. The C57Bl/6 adult mice (weighing between 25 and 30 g), were maintained
during all experimental procedures in a temperature controlled room (23 £ 1°C) with
a 12 h light—dark cycle (lights on at 07:00 h), with free access to food and water. The
mice were randomly grouped into groups of seven (5 groups). Their food
consumption, water ingestion, and body weight were monitored during all
experimental procedures.

2.7 Induction of diabetes by alloxan injection

Normoglycemic adult male mice were induced with diabetes using a single
intraperitoneal injection of alloxan (180 mg/kg BW), creating a model of diabetes
type L.

2.7 Oral Glucose tolerance test (OGTT)

Normoglycemic subjects underwent 12 h of fasting (with free access to water) were
treated by gavage with water, metformin (100 mg/kg BW) and Glibenclamide (2
mg/kg BW), and the extracts AACE and AAPF (200 and 400 mg/kg BW) 30 minutes

before the glucose load (2 g/lkg BW). Diabetes-induced mice were subjected to oral



150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

13
14

glucose tolerance test at the end of 28 days of treatment(by gavage)with water
(control), metformin (100 mg/kg BW),and the extract AACE (200 and 400 mg/kg
BW).

Blood glucose of animals was measured at 0, 30, 60, 90, 120, and 180 min. The total
area under the blood glucose curve was calculated to compare the results of OGTT
among the groups, and the average glycemic values were analyzed at different times.
2.9 Organs, Tissues, and Biochemical Analysis

After euthanasia, the liver, heart, and kidney of the mice were weighed seperatley.
Blood samples were collected to determine glycaemia, total cholesterol, HDL-
cholesterol, triglycerides aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase
(ALT), urea, and creatinine levels using the COBAS equipment (Roche).

2.10 Statistical analysis

Data were expressed as mean + standard error of the mean (SEM). The comparison
among experimental groups is based on the ANOVA analysis of variance with

Student-Newman—Keuls Post-test. The level of significance was set at p <0.05.

3. RESULTS
3.1 Preparation of extracts
Absolute ethanol was used for the preparation of the pectin-free extract (AAPF) due

to insolubility of pectin in this solvent (Garna et al., 2007) and ethanol:water (7:3)

for the crude extract (AACE) due to good extraction capacity of this mixture in a

pressurized liquid extraction system (Mustafa and Turner, 2011). After the

extractions and lyophilization, we obtained a yield of 21% for AAPF and 28% for
AACE.

3.2 Characterization of chemical constituents
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Fatty acid profile showed the presence of 23 fatty acids; the main compounds were
palmitic (C16:0), oleic (C18:1), and linoleic acid (C18:2), the sum of the relative
area of these compounds corresponded to 81.8% (AACE) and 86.4% (AAPF) of

observed compounds in GC-FID (Table 1).

Table 1

HPLC-DAD-MS/MS analysis showed nine flavonoids: catechin (1), epicatechin (3),
apigenin-6,8-di-C-hexoside (5), luteolin-6-C-pentoside-8-C-hexoside (6), two
isomers of apigenin-6-C-pentosyl-8-C-hexoside (7 and 9), two isomers of apigenin-
6-C-hesoxyl-8-C-pentoside (8 and 10) and apigenin-6,8-di-C-pentoside (11) (Table 2,
Figure 1). The flavonoid C-glycosides had its di-sugars preferably cleaved at the C-6

position instead of the C-8 position (Ferreres et al., 2003; Vukics and Guttman

2010). This preferential cleavage produces ions with a different relative intensity in
isomeric pairs. For example, a flavonoid with C-6-pentosyl-C-8-hexoside has a
greater abundance of the fragment [M-H-90]than [M-H-120]". Also, the ions [M-H-

60] and [M-H-120]" are characteristic of C-pentosyl and C-hexosyl cleavage,

respectively (Ferreres et al., 2003; Singh et al., 2015; Vukics and Guttman, 2010).

The flavonoids C-heterosides 7, 8, 9 and 10 at m/z 563 (C1H27014) produce the same
fragments. The compound 7 showed alower abundance of m/z 443 [M-H-120]than
m/z 473 [M-H-90]", confirming the presence of apigenin-6-C-pentosyl-8-C-hexoside.
The ions m/z 383 [M-H-90-90] and m/z 353 [M-H-90-120]corroborated with this
putative identification. The compound 8 (15.9 min) presented a greater relative
abundance of m/z 443 [M-H-120]" than m/z 473 [M-H-90], which indicates the

presence of a 6-C-hexosyl-8-C-pentosidepattern. As well, the ions m/z 383 [M-H-
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120-60] and m/z 353 [M-H-90-120]confirm the compound 8 as apigenin-6-C-
hexosyl-8-C-pentoside.Compounds 9 and 10 are isomeric structures of 7 and 8,
respectively.

The compound 6 m/z 579.1346 has the fragment ion at m/z 489 [M-H-90]as the most
intense ion, suggesting the presence of a 6-C-pentosyl unit. The analysis of other
fragments (Table 2) of this compound identified it as luteolin-6-C-pentosyl-8-C-
hexoside. For compound 11, the ion at m/z 533.1302 (relative to the molecular

formula C,sH»60,3- Table 2) and fragmentation pattern allowed us to identify this

compounds as the di-pentosyl flavone apigenin-6,8-di-C-pentoside(Ferreres et al.,

2003; Vukics and Guttman, 2010).

The compound 2 was identified as aspartic acid, N-[(1-B-D-glucopyranosyl-1H-
indol-3-yl) acetyl] due to its characteristic UV spectrum of indole acetic acid and

comparison of observed fragments with the literature(Kai et al., 2007). The

compound 4 (m/z 381.1766, relative to CisH30010) did not exhibit UV absorption and
showed the fragments m/z 235 (Ci0H190¢)” and m/z 161 (C¢HsOs)". This fragmentation
pattern was compatible with a compound with two hexoses and a butyl alcohol.
Based on this information, this compound was putatively identified as O-butyl-di-O-
hexoside. The literature showed that some fruits have the capacity of accumulating

sugar derivatives conjugated with aliphatic alcohols (Hu et al., 2012; Schwab and

Schreier, 1990).

Figure 1

Table 2

3.3 Oral glucose tolerance test (OGTT)
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After 180 min mice, treated with AACE and AAPF extracts, showed
antihyperglycemic activity compared to the control group (normoglycemic) in the
initial test of oral glucose tolerance, with similar activity of glibenclamide and lower
than metformin (Figure 2). Due to no statistical difference between the extracts (P >
0.05), we decided to carry out further tests only with AACE.

Diabetes was induced with an intraperitoneal injection of alloxan, and the rats were
submitted to oral glucose tolerance test (OGTT). In dose-dependent results, AACE
showed antihyperglycemic activity only at 400 mg/kg BW (Figure 3).

After 28 days of treatment, the AACE at 400 mg/kg BW showed anti-diabetic
activity, reducing blood sugar and glycated hemoglobin at the same level as the
normoglycemic mice and diabetic mice treated with metformin (Figure 4 A and B).
Diabetic mice lost weight compared to control and increased water ingestion
(diabetes symptoms), which was reversed or minimized in animals treated for 28
days with AACE extract (400 mg/kg BW). The results were statically similar (P >
0.05) to those observed in the normoglycemic and diabetic animals treated with
metformin (Table 3).

Biochemical analysis revealed that only the enzymes ALT and AST were altered

between diabetic, control, and treated group.

Figure 2
Figure 3
Figure 4

Table 3

4. DISCUSSION

10
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A. aculeata fruit has received a lot of attention in thepast years due to its high

medicinal potential (Andrade-Cetto and Heinrich, 2005; da Silva et al., 2009;

Lescano et al., 2015) and its possible use as a new renewable source of energy (Cesar

et al.. 2015). Lescano et al. (2015)showed the antidiuretic and anti-inflammatory

activity of the pulp fruit and Silva et al. (2009) isolated a galactoglucomannan with
immune adjuvant propriety. In addition, the fruit extract did not exhibit cytotoxicity,

genotoxicity, and mutagenicity in rats (Traesel et al., 2015; Traesel et al., 2014). In

the present work, we characterized for the first time the polar compounds of the fruit
and proved the hypoglycemic and antidiabetic activity reported in the traditional

medicine (Andrade-Cetto and Heinrich, 2005).

For biological and chemical analysis we prepared two extracts from the 4. aculeata
dry fruit, a crude one and a pectin free extract, to evaluate if the hypoglycemic
activity was directly related to the presence of pectin as suggested in the literature

(Kumar et al., 1993; Silva et al., 2011). The similar results obtained in the initial oral

glucose tolerance test for both extracts (Figure 2), showed us that the hypoglycemic
activity is probably due to other compounds than pectin, such as flavonoids and fatty
acids present in both extracts.

The unsaturated fatty acids and the presence of omega-6 (linoleic acid C18:2) and
omega-3 acids (alpha-linolenic acid C18:3n3) make these extracts important from the
nutritional point of view. The oil from A. aculeata fruit is quite similar to olive oil,
consisting primarily of palmitic acid (7.5-25%) and oleic acid (55-83%) (Boskou et

al.. 2006; Hiane et al., 2005). These unsaturated fatty acids are precursors of

eicosanoids, which play a fundamental role in human health, especially in

inflammation(Yan et al., 2013).

11



273

274

275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

291

292

293

294

295

296

23
24

Palmitic acid was found in AACE and AAPF extracts (corresponding to 24.9% and
21.8% of fat acids, respectively). This compound stimulates B cells of pancreatic

islets to release insulin(Liu et al., 2015). Oleic acid (corresponding to 52.1% of fat

acids in AACE and 60.1% of fat acids in AAPF) can increase production of insulin in
INS-1 cells and reverse the effects of insulin production inhibitor caused by

inflammatory cytokines TNF-a (Vassiliou et al., 2009). A diet rich in oleic acid may

be beneficial for Type II diabetes and reverse the negative effects of inflammatory

cytokines observed in obesity and non-insulin dependent diabetes mellitus (Vassiliou

et al., 2009). Also, studies indicate that the consumption of unsaturated fatty acids
ameliorated diabetes and associated comorbidities by increasing the insulin

sensitivity (Takkunen et al., 2016).

The other primary compounds observed in the AACE were the C-glycosyl flavonoid
derivatives, such as apigenin-6,8-di-C-hexosideand apigenin-6-C-hexosyl-8-C-
pentoside. Compounds of this class are also present in the extracts of the antidiabetic
plants Marrubium vulgare, Spergularia rubra, Artemisia herba-alba, and Ajuga iva

(Boudjelal et al., 2012; Boudjelal et al., 2015; Vinholes et al., 2011). Recently, Islam

et al. (2014)showed that the C-heteroside flavone vicenin-2 has a potent inhibitory
activity against a-glucosidase, PTP1B, and RLAR, three key enzymes and important
therapeutic targets for the treatment of diabetes. Apigenin reduces hyperglycemia and

liver glucose-6-phosphatase (fundamental in the regulation of glucose levels in the

blood) and hypercholesterolemia(Babu et al., 2013). It also increases the
phosphorylation of the monophosphate-activated protein kinase adenosine, an
important regulator of energy homeostasis and may have beneficial effects on

dyslipidemia and diabetes(Babu et al., 2013).

12
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The glycated hemoglobin results extended the action time of the AACE in the
glucose reduction capacity, previously observed in OGTT, since it expresses the
average amount of glucose in the blood throughout the lifetime of the erythrocytes.
Additionally, the reduction of levels of glycated hemoglobin is one of the main

parameters of the efficiency of managing of diabetic patients (Driskell et al., 2014).

The treatment with AACE also attenuated food and water intake by the diabetic
animals. The recovery of these standard parameters reflects the improvement of

glycemic control and reduces the risk factors to other diseases in subjects with pre-

diabetes and diabetes(Li et al., 2007).

Biochemical analysis, except ALT and AST enzymes, revealed no significant changes

in other parameters between diabetic, control, and treated group. Similar results have

been observed in patients that use drugs for glycemic control (Niafar et al., 2016).
Changes in ALT and AST enzymes could be correlated to the action of alloxan. This

observation is consistent with data previously reported in the literature (Allagui et al.,

2014; Mansour et al., 2002).

5. CONCLUSION

The results of this study showed the phytochemical profile of A. aculeate fruit and its
anti-hyperglycemic and antidiabetic activities, which may be attributed to the
identified compounds, especially fatty acids, and flavonoids. These results
substantiate the traditional antidiabetic use of the fruits and open novel perspectives
for the development of products for the prevention and treatment of diabetes based

on this plant.
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Table 1 - Profile of fatty acids (%) of crude (AACE) and pectin free extract (AAPF)

from Acrocomia aculeata fruits.

Saturated AACE AAPF Unsaturated AACE AAPF

fatty acids (%) (%) fatty acids (%) (%)
C12:0 0.77 0.56 Cl6:1 2.83 3.32
C14:0 0.73 0.41 Cil7:1 0.07 0.12
C15:0 0.13 - C18:1 52.15 60.09
C16:0 24.92 21.77 C18:2 4.72 4.58
C17:0 0.15 0.11 C18:3n3 0.74 0.98
C18:0 2.70 2.30 C18:3n6 0.17 -
C20:0 0.35 0.22 C20:1 0.36 0.17
C22:0 0.29 0.09 C20:4 0.22 0.12
C23:0 0.12 - C22:1 0.09 0.06
C24:0 0.31 0.13
Total

30.47 25.59 61.37 69.45

identified
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Figure 1: HPLC-MS chromatography profile in negative ionization mode of the
Acrocomia aculeata crude extract (AACE). A = Base Peak Cromathogram of AACE; B
=Extract lon Cromatogram (EIC) of m/z 289; C = EIC of m/z 381; D = EIC of m/z 451;
E = EIC of m/z 593; F = EIC of m/z 579; G = EIC of m/z 563; H = EIC of m/z 533. 1=
catechin; 2= aspartic acid, n-[(1-p-d-glucopyranosyl-1h-indol-3-yl) acetyl]; 3=
epicatechin; 4= di-hexosyl-O-C4H9; 5= apigenin-6,8-di-C-hexosyl; 6= luteolin-6-C-
pentosyl-8-C-hexosyl; 7= apigenin-6-C-pentosyl-8-C-hexosyl; 8= apigenin-6-C-
hexosyl-8-C-pentosyl; 9= apigenin-6-C-pentosyl-8-C-hexosyl; 10= apigenin-6-C-

hexosyl-8-C-pentosyl; 11= apigenin-6,8-di-C-pentosyl.



Table 2: Secondary metabolites identified by HPLC-DAD-MS/MS from the Acrocomia

aculeata crude extract (AACE).

Peak RT Compound Molecular MS Error MS/MS (m/z) uv
(min) Formula (m/z) (ppm) [M-HT (nm)
[M-H]
1 7.3 catechin Ci5H140¢ 289.0704 4.8 279
2 8.3 aspartic acid, n-[(1-B-d- CyHx;N,0,9 451.1337 4.7 333.1056; 291.1004; 271
glucopyranosyl-1h- 172.9892
indol-3-yl) acetyl]
3 111 epicatechin C15H140¢ 289.0719 0.3 279
4 11.6  O-butyl-di-O-hexoside CigH300,9  381.1766 2.3 235.1195; 161.0446
5 13.9 apigenin-6,8-di-C- Cy7H30015  593.1479 25 503.1142; 473.1058; 271,
hexoside 455.0895; 413.0881; 334

395.0740; 383.0760;
365.0711; 353.0655;
325.0751; 297.0783
6 145 luteolin-6-C-pentosyl- CysH5015 579.1346 1.1 489.1066; 471.0904;  275;
8-C-hexoside 459.0977; 429.0896; 334
411.0717; 399.0732;
381.0640;
3669.0649;
341.0118
7 15.2  apigenin-6-C-pentosyl- CyH2014  563.1393 2.4 503.1149; 473.1031;  267;
8-C-hexoside 443.0930; 425.0898; 335
413.0846; 395.0700;
383.0789; 365.0648;
353.0654; 325.0718;

297.0708
8 15.9 apigenin-6-C-hexosyl- CyeH5014 563.1394 2.3 545.1228; 503.1168; 271;
8-C-pentoside 473.1089; 455.0990; 334

443.0972; 425.0857;
413.0888; 395.0771;
383.0760; 365.0671;
353.0649; 325.0704,

297.0748
9 16.6  apigenin-6-C-pentosyl- Cy6H2g054  563.1392 2.5 473.1080; 443.0955;  279;
8-C-hexoside 425.0853; 413.0881; 335

395.0711; 383.0740;
365.0683; 325.0733;

297.0745
10 17.0 apigenin-6-C-hexosyl- CyH2014  563.1403 0.8 473.1036; 443.0971;  280;
8-C-pentoside 413.0892; 395.0802; 332

383.0768; 365.0643;
353.0652; 325.0677;

297.0795
11 18.1 apigenin-6,8-di-C- CysHx013  533.1302 0.2 515.1148; 473.1116;  277;
pentoside 455.0914; 443.0946; 333

425.0889; 413.0868;
395.0787; 383.0778;
365.0650; 353.0678;
325.0685; 311.0567;
297.0791

RT: retention time.
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Figure 2: (A) Blood glucose and (B) area under the curve obtained from the oral
glucose tolerance test in normoglycemic male mice treated with water, glibenclamide
(10 mg/kg BW), metformin (100 mg/kg BW) and Acrocomia aculeata extracts AACE
and AAPF (200 e 400 mg/kg BW), by gavage 30 minutes before the test. n = 7. Values
are expressed as mean + SEM. Mean values followed by different superscript letters

indicate statistically significant differences (P <0.05).
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Figure 3: (A) Blood glucose and (B) area under the curve obtained from the oral
glucose tolerance test in diabetics adult male C57BL/6 mice treated with water,
metformin (100 mg/kg BW) and Acrocomia aculeata extract AACE (400 mg/kg BW),
by gavage 30 minutes before beginning the test. n= 7. Values are expressed as mean *

SEM. Mean values followed by different superscript letters indicate statistically

significant differences (P <0.05).
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Figure 4:(A) Blood glucose and (B) Glycated hemoglobin of diabetics adult male
C57BL/6 mice treated with water, metformin (100 mg/kg BW) and Acrocomia aculeata
extract AACE (200 and 400 mg/kg BW), by gavage for 28 days. N= 7. Values are
expressed as mean = SEM. Mean values followed by different superscript letters

indicate statistically significant differences (P <0.05).



Table3: Body weight (A BW), food and water intake and organ weights, biochemical

and hematological parameters of adult male C57BL/6 of normoglycemic mice (ND-

Control) and alloxan-induced diabetic treated for 28 days with water (D-Control),

metformin (D-Met, 100 mg/kg BW) and Acrocomia aculeata extract AACE (200 e 400

mg/kg BW).

Parameters ND-Contra D-Control D-Met D-AACE 2C D-AACE 40
A BW (%) 6+3% 0.4+4% 8+3° -7.6+4° 11.9+4.2%
Food intake (g.day™) 46+0.2*°  6.8x0.5° 6.5+0.2" 75404  5.3+0.1°
Water ingestion (mL.day™ 7.50.4%  30.4+1.4°  23.3x0.9° 29.1+2° 16.6+0.9"
Liver (g.100 g* of BW)  4.1%0.2°  52+02™  4.740.2° 5.6+0.3°  4.6+0.3%
Heart (3.100 g* of BW)  0.45+0.01° 0.46+0.01* 0.45+0.01* 0.51+0.02° 0.44+0.01°
Kidney (g.100 g* of BW) 1.08+0.03" 1.48+0.05° 1.12+0.09* 1.52+0.09° 1.07+0.12°
Total cholesterol (mg.dL™) 100+7™ 105+8™ 96+5™ 99+10™ 100+6™
HDL-cholesterol (mg.dL™) 103+8™ 108+8"™ 90+5™ 99+11™ 99+6"™
Triglyceride (mg.dL™) 51+4" 49+5™ 70+£14™ 59+7"™ 77+11"™
ALT (U.L™ 26+3° 72415 58+23°f 12529 60+17°
AST (U.L™ 63+6° 16320 131+54° 250456 133+45°%
Ureia (mg.dL™) 106+9™  143+20™  110+11™  128+14™  107+10™
Creatinine (mg.dL™) 0.23+0.02™ 0.27+0.02™ 0.26+0.01™ 0.27+0.02™ 0.22+0.01™

A BW (%) change between the initial and final body weight. AST: aspartate

aminotransferase; ALT: alanine aminotransferase. BW: body weight. Values are

presented as mean £ SEM. N= 7 mice per group. Values are expressed as mean = SEM.

Mean values followed by different superscript letters (a,b,c and d) indicate statistically

significant differences (P <0.05).Mean values followed by different superscript letters (e

and f) indicate statistically significant difference (P <0.001).
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