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RESUMO

DA CUNHA, Janielle da Silva Melo. Universidade Federal da Grande Dourados, junho
de 2018. “Tratamentos medicinais baseados em animais: conhecimento
tradicional e prospecgao farmacoloégica”. Orientadora: Prof.2 Dr.2 Kely de Picoli
Souza. Co-orientador: Prof. Dr. Marcos Antbnio Soares.

A utilizagdo medicinal de animais ou produtos derivados deles é uma pratica milenar
difundida em diversas culturas, dentre elas a indigena. Contudo, os dados sobre a
zooterapia ainda sdo escassos, embora as moléculas bioativas de origem animal sejam
fontes promissoras para o desenvolvimento de novos produtos e para o tratamento de
diversas doencas. Assim, 0 objetivo desta pesquisa foi realizar um levantamento de
animais utilizados para fins medicinais nas etnias indigenas Guarani e Kaiowa do estado
do Mato Grosso do Sul, Brasil, e, investigar o potencial farmacol6gico de duas espécies
indicadas para o tratamento de diabetes. Neste sentido, foram realizadas entrevistas
com universitarios indigenas das etnias Guarani e Kaiowd e, a partir das informacdes
coletadas foi elaborado um livro intitulado “Animais medicinais na cultura Guarani e
Kaiowa” para devolugdo a comunidade indigena e ndo-indigena. Para os experimentos
in vitro e in vivo foram selecionadas as espécies Apis mellifera e Cuniculus paca. Como
indicado pelos indigenas foram preparados o cha da abelha Apis mellifera (AmT) e o
extrato etandlico da bile de Cuniculus paca (CpE) e avaliados quanto a suas atividades
antioxidante e anti-hiperglicemiante. O AmT e o CpE demonstraram atividade
antioxidante, in vitro e in vivo, capturando radicais livres, protegendo eritrocitos humanos
da acdo hemolitica de agente indutor oxidante, reduzindo a producao de malondialdeido
tanto em eritrocitos humanos induzidos ao estresse oxidativo como em tecidos e 6rgaos
de camundongos hiperglicémicos. Adicionalmente o AmT e o CpE também
apresentaram acao anti-hiperglicemiante in vivo, sendo capazes de normalizar a
glicemia pés-prandial em camundongos normoglicémicos submetidos a sobrecarga oral
de glicose e, reduzir os niveis de glicose de camundongos hiperglicémicos induzidos
por dieta. Em conjunto, nossos dados registram a existéncia de conhecimento
zooterapico indigena Guarani e Kaiowa e indicam a agéo farmacolédgica antioxidante e
anti-hiperglicemiante do cha da abelha Apis mellifera e do extrato etandlico da bile de
Cuniculus paca. O registro em livro do conhecimento levantado, nas linguas portuguesa,
guarani e inglesa, busca compartilhar conhecimentos entre diferentes culturas,
consolidar a ideia da importancia da manutencdao cultural e abrir possibilidades de novos

estudos.

Palavras chave: Zooterapia. Antioxidante. Hiperglicemia. Diabetes.



ABSTRACT

DA CUNHA, Janielle da Silva Melo. Federal University of Grande Dourados, June 2018.
"Animal-based medicinal treatments: traditional knowledge and pharmacological
prospecting". Advisor: Prof.2 Dr.2 Kely de Picoli de Souza. Co-adviser: Marcos Anténio
Soares.

The medicinal use of animals or products derived from them is a millenarian practice
spread in diverse cultures, among them the indigenou one. However, data on zoo-
therapy are still scarce, although animal bioactive molecules are promising sources for
the development of new products and the treatment of various diseases. Thus, the
objective of this research was to perform a survey of animals used for medicinal
purposes in the Guarani and Kaiowa indigenous ethnicities of the state of Mato Grosso
do Sul, Brazil, and to investigate the pharmacological potential of two species indicated
for the treatment of diabetes. In this sense, interviews with indigenous university students
of the Guarani and Kaiowa ethnicities were carried out and, based on the information
collected, a book entitled "Medicinal animals in the Guarani and Kaiowa culture" was
prepared for devolution to the communities indigenous and non-indigenous . For the in
vitro and in vivo experiments the species Apis mellifera and Cuniculus paca were
selected. As indicated by the Indians were prepared Apis mellifera bee tea (AmT) and
the ethanolic extract of bile of Cuniculus paca (CpE) and evaluated for its antioxidant
and antihyperglycaemic activities. AmT and CpE demonstrated antioxidant activity in
vitro and in vivo, capturing free radicals, protecting human erythrocytes from the
hemolytic action of oxidant inducing agent, reducing the production of malondialdehyde
in both human erythrocytes induced by oxidative stress and in tissues and organs of
mice hyperglycemia. In addition, AmT and CpE also showed antihyperglycemic action in
vivo, being able to normalize postprandial glycemia in normoglycemic mice submitted to
oral glucose overload and to reduce the glucose levels of hyperglycemic mice induced
by diet. Together, our data record the existence of indigenous zoological knowledge of
Guarani and Kaiow&d and indicate the antioxidant and antihyperglycemic
pharmacological action of the honey bee Apis mellifera and the ethanolic extract of the
bile of Cuniculus paca. The register in knowledge book, in the Portuguese, Guarani and
English languages, seeks to share knowledge among different cultures, consolidate the

idea of the importance of cultural maintenance and open up possibilities for new studies.

Keywords: Zooterapia. Antioxidants. Hyperglycemia. Diabetes.
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1. Introducéo

Os recursos naturais envolvendo plantas e animais tém sido utilizados
para tratamento de doencas por diferentes culturas desde a antiguidade (Alves
e Alves, 2011; Souto et al.,2011; Cragg e Newman et al.,2013). Na sociedade
moderna, o conhecimento medicinal tradicional constitui um elemento
importante, pois muitos dos medicamentos disponiveis foram desenvolvidos a
partir de compostos bioativos naturais tradicionalmente usados por varias
culturas, inclusive indigenas (Cragg e Newman, 2013; Vijaykumar et al., 2015;
Borah e Prasad, 2017).

Embora plantas e seus derivados sejam os elementos mais difundidos na
medicina tradicional, 0os recursos animais também sdo relevantes para a saude
(Alves e Rosa, 2005; Costa-Neto, 2005; Borah e Prasad, 2017). A zooterapia
pode ser definida como a cura de doencas humanas pelo uso de diferentes
animais e seus derivados (Costa-Neto, 1999). O Brasil até o ano de 2010
registrou 326 animais indicados para o tratamento de diversas doencgas (Costa-
Neto, 2010; Borah e Prasad, 2017).

O estado de Mato Grosso do Sul (MS) tem a segunda maior populacao
indigena do Brasil, incluindo as etnias Guarani e Kaiowa (IBGE, 2012). Sabe-se
gue o conhecimento sobre o uso de diferentes animais na medicina tradicional é
geralmente transmitido oralmente de geracdo em geracdo (Borah e Prasad,
2017) e este conhecimento € por vezes perdido, ja que muitas comunidades se
apresentam em transformacéo socioecondémica e cultural (Alonso-Castro et al.,

2011). Até o momento, evidencia-se na literatura apenas um registro sobre o



conhecimento zooterapico dessas etnias, o qual € produto desta pesquisa e
encontra-se registrado nesta tese (Melo da Cunha et al., 2018).

Além da importancia de registrar o conhecimento indigena zooterapico,
ressaltamos a relevancia de investigacdes clinico-farmacoldgicas como
instrumentos para o0 desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas
(Rodrigues e Carline, 2003), contribuindo para o tratamento de diversas doencgas
que afligem as sociedades, como a diabetes (Guariguata et al., 2014).

Diabetes mellitus € um distarbio crénico e progressivo que resulta da
incapacidade do organismo em produzir insulina suficiente ou utiliza-la
eficientemente (OMS, 2016), e tem como principal caracteristica a hiperglicemia,
ou, niveis elevados de glicose no sangue (Back e Kaufman, 2012). Devido a sua
natureza complexa e multifatorial, o diabetes afeta outros o6rgdos além do
pancreas, podendo levar a neuropatia, nefropatia e retinopatia, problemas
comuns que surgem a medida que a doenca progride (Natarajan et al., 2012;
Hashimoto e Tanaka, 2016; Berry et al., 2018).

O numero de diabéticos no mundo tem crescido vertiginosamente e
atingido niveis de epidemia mundial (Cho et al, 2017), inclusive nas comunidades
indigenas Guarani e Kaiowa (Freitas et al., 2016), evidenciando a relevancia do
desenvolvimento de novas terapias voltadas a prevencdo e o tratamento da
diabetes. Neste sentido, esta pesquisa foi realizada com o objetivo de registrar
animais utilizados para fins medicinais por indigenas das etinias Guarani e
Kaiowa do MS, bem como investigar o potencial farmacologico de duas espécies
de animais indicados para o tratamento do diabetes.

O trabalho apresentado a seguir esta estruturado por breve revisédo

bibliogréafica: A zooterapia no Brasil; Comunidades indigenas Guarani e Kaiowa
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do MS; Estresse oxidativo e diabetes mellitus; seguida dos anexos que
representam as producgdes desta pesquisa: livro com registro de conhecimento
zooterapico Guarani e Kaiowa do MS, redigido em trés linguas; e dois artigos
cientificos com as investiga¢des farmacoldgicas de duas espécies animais (Apis
mellifera e Cuniculus paca) indicadas por essas etnias para o tratamento de

diabetes.
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2. Revisao bibliogréfica

2.1. A zooterapia no Brasil

Os animais constituem uma parte de nossa cultura e séo utilizados de
varias maneiras para atender a necessidades humanas (De Jonge e Ruud,
2005). Uma das formas de interacdo entre humanos e fauna, registrada nos
documentos historicos, se refere ao uso medicinal de animais ou seus derivados
para o tratamento de doencas (Lev 2000, 2003; Borah e Prasad, 2017). Neste
sentido, a zooterapia é conhecida como o uso de animais para fins medicinais
(Marques, 1994), que em outras palavras pode ser definida como a cura de
doencas humanas pelo uso de medicamentos preparados a partir de diferentes
animais e/ou subprodutos derivados de animais (Costa-Neto, 1999; Alves e Dias,
2010).

Documentos histéricos indicam que o uso de animais medicinais no Brasil
vem desde a época da colonizacdo do pais, como observado na obra de Piso,
“Histéria Natural do Brasil llustrada”, em que foi relatado 29 animais medicinais
(Almeida 2005). Destacamos também outras importantes obras, desenvolvidas
entre os séculos XVI e XIX que mencionam usos de animais medicinais, como
de ilustres figuras da medicina Moquin-Tandon (1861) e Stephenson (1832) que
empregaram o termo medical zoology (Almeida, 2010). No século XVII, os
médicos portugueses Simao Pinheiro Mordo (1618-1685) e Joao Ferreyra da
Rosa (1659-1725) produziram tratados médicos com receituarios de 22 e 19
espécies zooterapéuticas, respectivamente (Almeida, 2010).

Assim, ao longo dos séculos, animais ou partes destes tém sido

amplamente usados na medicina tradicional brasileira e tém desempenhado um

11



significativo papel em praticas de tratamento e cura de doencas (Almeida 2005;
Alves e Rosa 2006; Alves et al., 2007; Vijaykumar et al., 2015; Borah e Prasad,
2017).

Entretanto, somente a partir dos anos 80, estudos vém demonstrando o
conhecimento zooterpico de comunidades tradicionais em diferentes regiées do
Brasil (Alves e Rosa, 2006). Esses estudos ainda sdo escassos quando
comparados as pesquisas voltadas a etnobotanica (Quave et al., 2010; Alves e
Souto, 2010; Costa-Neto e Alves, 2010). Mesmo assim, a riqueza da fauna e do
etnoconhecimento brasileiro ja permitiram o registro de 326 animais indicados
para o tratamento de diversas doencas (Costa-Neto, 2010).

Os animais medicinais constituem uma parte integral da medicina
tradicional brasileira e, em algumas cidades, os animais medicinais sao
comercializados por erveiros em mercados e feiras livres espalhados por todo o
pais (Alves e Dias, 2010).

A zooterapia ndo se restringe a utilizacao tradicional, mas estende-se a
utilizacdo pela industria farmacéutica, que produz drogas com compostos
bioativos derivados de animais (Alves e Rosa, 2005), por exemplo, farmacos
baseados em peconha de cobra jararaca para o controle de pressao arterial,
xaropes a base de mel e prépolis com funcéo expectorante e cremes a base de
apitoxinas voltados ao rejuvenescimento.

Evidencia-se, entretanto, a necessidade de estudos que comprovem a
utilidade terapéutica dos recursos zooterapicos ja descritos para uso medicinal,
como por exemplo, o mamifero Cuniculus paca cuja bile é indicada para
tratamento de diversas doencas, dentre elas a diabetes (Apaza et al., 2003; Pinto
et al., 2003; Rodrigues, 2006; Barros et al.,, 2012) e que assim como para a

12



maioria das espécies zooterapicas ndo existe pesquisas sobre seu potencial
clinico-farmacolégico (Pieroni et al., 2002).

Portanto, a escassez de trabalhos sobre zooterapia no Brasil, como ocorre
em todo o mundo, tem contribuido para que 0s recursos zooterapicos venham
sendo subestimados no pais (Alves e Alves, 2011; Souto et al., 2011). Outro fator
importante a se considerar nos estudos zooterapicos é que algumas espécies
animais comercializadas para uso medicinal estéao registradas em livros e listas
de espécies raras ou ameacadas (Alves, 2009), uma discussdo que pode ser
vista de duas maneiras com um viés entre elas: a conservacao da biodiversidade
e a perda do conhecimento tradicional.

Neste interim, salienta-se que o Brasil € reconhecido por sua
biodiversidade, possuindo uma riqueza bioldgica que se torna ainda mais
importante quando associada a sua sociodiversidade, que envolve varios povos
e comunidades, com visdes, saberes e praticas culturais préprias (Brasil, 2009).
Espera-se que os conhecimentos que as sociedades tradicionais possuem sobre
o0 comportamento, habitos alimentares, reproducao e propriedades terapéuticas
de animais possam ser aproveitados tecnicamente para acumular informacéao
zoolégica e propagar ensaios de manejo e uso sustentavel das espécies
(Diegues, 2000).

O conhecimento zooterapico tradicional é o resultado de geracbes de
saberes acumulados, experimentacao e troca de informacédo (Lima et al., 2014),
geralmente transmitido oralmente de geracdo em geracdo (Borah e Prasad,
2017), e este conhecimento é por vezes perdido, ja que muitas comunidades
estdo em transformacdes socioecondémicas e culturais (Alonso-Castro et al.,
2011).

13



2.2. As comunidades indigenas Guarani e Kaiowa do MS

Os recursos zooterapicos tradicionalmente usados por varias culturas

indigenas sao o resultado da agregacédo da biodiversidade faunistica brasileira

associada a sua sociodiversidade, que envolve varios povos e comunidades no

Brasil, com rituais, cultura e cosmovisdes proprias (Brasil, 2009; Cragg e

Newman, 2013; Borah e Prasad, 2017).

O tamanho da populacéo indigena no Brasil, em 2010, correspondente a

aproximadamente a 0,47% da populacédo do pais, foi estimado em cerca de

896.917 pessoas (Figura 1), sendo que 324.834 habitam em cidades e 572.083

em areas rurais (IBGE, 2010).
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O Estado de Mato Grosso do Sul possui uma populacdo indigena
estimada em cerca de 77 mil pessoas (IBGE, 2010), sendo a segunda maior
populacao indigena do pais (Tabela 1), composta pelas etnias: Terena, Kadiweéu,
Guatd, Ofaié, Kiniquinau, Camba, Atikum, Kaiowa e Guarani. Sendo as etnias
Guaranis e Kaiowas a maior delas em numeros de habitantes (Nascimento e

Aguilera-Urquiza et al., 2010).

Tabela 1. Distribuicdo da populacédo indigena no Estado do Mato Grosso do Sul.
Fonte: IBGE, 2010.

Municipios com as maiores populacdes indigenas do Pais, por situagédo do domicilio
Mato Grosso do Sul - 2010
Total Urbano Rural

Codigo Municipio POP Codigo Municipio POP Cédigo Municipio POP

1 5000609 Amambai 7.225 5002704 E?a“lﬂi 5.657 5000609 Amambai 7.158
2 5003702 Dourados 6.830 5001102 | Aquidauana  1.405 5003702 Dourados 6.142
3 5005608 Miranda 6.475 5000708 | Anastacio 1.249 5005608 Miranda 6.140
4 5002704 gf‘;‘%‘; 5.808 5007901 Sidrolandia  1.203 5004502 Itapord 5.059
5 5001102 Aquidauana 5.714 5003702 Dourados 688 5006358 Paranhos 4.378
6 5004502 Itapora 5.095 5000906 | Antbnio Jodo 576 5001102 Agquidauana 4.309
7 5006358 Paranhos 4.404 5005608 Miranda 335 | 5002407 Caarap6 4.277
8 5002407 Caarap6 4.370 5005806 Nioague 230 5004809 Japord 3.816
9 5004809 Japord 3.822 5002209 Bonito 207 5007950 Tacuru 3.611
10 5007950 Tacuru 3.637 5002159 Bodoguena 198 5003157 Zoronel 2.572
Sapucaia

POP = populacéo

Os Guarani que vivem no Brasil dividem-se em trés grupos: os Mbya
(distribuidos em regides Sul e Sudeste, principalmente Sdo Paulo e Santa
Catarina), Nandéva (distribuidos em Mato Grosso do Sul, também no Rio Grande

do Sul, em Santa Catarina, Parana e em S&o Paulo) e Kaiowa (distribuidos no

15



estado de Mato Grosso do Sul) que possuem particularidades tanto no dialeto,
guanto na cultura material e préticas rituais (Chamorro e Combeés, 2015).

As populages indigenas Guarani e Kaiowa no MS sado marcadas por um
processo histdrico de contato inter-étnico agressivo e violento, no qual os povos
indigenas foram constantemente desafiados a moldar e remoldar sua
organizagédo social, a construir e reconstruir sua forma de vida, desenvolvendo
complexas estratégias, alternando momentos de confrontos diretos, permeados
por enorme gama de violéncia, com negociag0des, trocas e aliancas (Cavalcante,
2013).

Historicamente, os Kaiowa e Guarani ocupavam um amplo territério, na
regido sul do atual estado de Mato Grosso do Sul, situado entre o rio Apa (Bela
Vista), Serra de Maracaju, rio Brilhante, rio Ivinhema, rio Parana, rio Iguatemi e
fronteira com o Paraguai (Vieira e Nascimento, 2016). Os Guaranis e Kaiowa
encontram-se hoje em oito reservas, totalizando 22 Terras Indigenas, dentre as
guais se destacam as Terras Indigenas de Dourados, Amambai e Caarap6 que
unidas possuem a maior densidade demogréfica por hectares (Nascimento e
Aguilera-Urquiza et al., 2010).

Em termos legais, a demarcacao das oito reservas foi possivel a partir da
lei n°® 725 de 1915, que permitia a legalizacdo da posse de terras na area sob
concessao da Companhia Matte Laranjeira, por outro lado, deixou as terras livres
para serem requeridas por particulares, disputas que se estendem aos dias
atuais (Cavalcante, 2013; Chamorro e Combes, 2015).

Nas décadas seguintes, essas reservas se constituiram em espaco de
confinamento das comunidades que perderam suas terras tradicionais (Pereira,
2012). As terras reconhecidas ou em processo de reconhecimento, como de
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ocupacao tradicional por comunidades Kaiowa e Guarani em Mato Grosso do
Sul, encontram-se fortemente impactadas pela ocupagao agropastoril. Isto
dificulta a apropriacéo sustentavel de recursos essenciais a reproducao fisica e
cultural dos indigenas (Brand, 1993; 1997; Pereira, 2012).

No inicio da ocupac¢do agropastoril foi frequente a dispersao de familias
indigenas de vérias comunidades por fazendas em fase de instalacdo, concluida
a fundacao das propriedades, a mao-de-obra indigena se tornou dispensavel, e
a maior parte das familias que viviam nas fazendas tinham apenas dois destinos
possiveis: se recolher nas reservas demarcadas ou passar a morar na periferia
dos nucleos urbanos que surgiram na regido (Brand, 1997; Pereira, 2012).

As dificuldades em produzir meios de subsisténcia na reserva, com
espaco para cultivo de rocas e areas de caca e pesca insuficientes para toda a
populagcéo, impds o trabalho dos homens adultos e jovens durante meses nas
fazendas e usinas de alcool (Pereira, 2012).

Assim, entre as alteracdes marcantes nas comunidades indigenas
Guarani e Kaiowa do MS, verificamos o grande adensamento populacional, com
a deterioracdo de sua organizacdo socioecondmica, as mudancas de habitos
alimentares e a degradacdo do ecossistema, que se manifesta no total
desaparecimento das matas nativas e dos animais silvestres e no consequente
comprometimento das atividades de subsisténcia desses indigenas (Oliveira et
al., 2011).

Muitos dos problemas presentes nas aldeias Guarani e Kaiowa sao
reflexos desse processo histérico desfavoravel, onde surgem novas e

preocupantes dificuldades, como o alcoolismo, alto indice de desnutricao,
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prostituicdo, tuberculose, suicidio e diabetes (Nascimento e Aguilera-Urquiza et
al., 2010).

Para o povo Guarani e Kaiowa, seu territdrio tradicional € conhecido como
Tekoha que significa espaco, lugar (ha), possivel para o0 modo de ser e de viver
(teko), dessa forma, o tekoha ndo estd unicamente ligado ao territério,
estabelece relacdo também com a estrutura social e politica do povo Guarani e
Kaiow& (Nascimento e Aguilera-Urquiza et al., 2010). Assim, todo esse contexto
de transformacéo territorial e social que acompanha as mudancas culturais
afetam diretamente o conhecimento tradicional secular sobre o uso de animais

nas comunidades indigenas (Diegues et al., 2000).

2.3 Estresse oxidativo e diabetes mellitus

O oxigénio, além de ser essencial para a sobrevivéncia de organismos
aerdbios, atua como aceptor final de elétrons na cadeia respiratoria mitocondrial
para a producéo de energia na forma de adenosina trifosfato (Bhattacharyya et
al., 2014). A cadeia respiratéria mitocondrial € constituida de complexos
enzimaticos | — NADH-ubiquinona oxidorredutase, |- succinato desidrogenase,
[Il — ubiquinol-citocromo C oxidorredutase e IV — citocromo C oxidase, que atuam
em conjunto com a coenzima Q e a proteina citocromo C para reduzir o O2
tetravalentemente para a formagao de H20 (Bhattacharyya et al., 2014).

Nesse processo sdo formadas espécies reativas como as de oxigénio
(EROs), que também podem ser geradas na presenca de fatores extrinsecos
como fumaca de cigarro, ionizantes e radiagdes ultravioletas, pesticidas e 0zonio

(Pisoschi e Pop, 2015). Essas EROs séo classificadas em radicalares, como o
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anion superoxido (Oze+-) e radical hidroxila (OH¢) e nao radicalares, como o
peroxido de hidrogénio (H20:2) (Lushchak, 2014), por exemplo.

Em quantidades adequadas, as EROs atuam como sinalizadores, por
exemplo, do sistema imunoldgico, e estdo envolvidas tanto na regulacao de vias
metabdlicas do organismo (Lushchak, 2014), como na regulacao da proliferacédo
celular, expressao génica e apoptose (Pisoschi e Pop, 2015). No entanto, em
excesso, as EROs sdo capazes de reagir com biomoléculas, e causar danos ao
organismo (Hocsak et al., 2017). O desequilibrio entre a producéo de EROs e a
capacidade do organismo de neutralizar o excesso dessas substancias através
do sistema de prote¢ao antioxidante culmina no estresse oxidativo (Lampson et
al., 2017).

O estresse oxidativo, por sua vez, determina modificagdes na estrutura e
funcdo de proteinas, acidos nucleicos e lipidios (Pisoschi e Pop, 2015), com
consequente perda de suas funcfes bioldgicas (Pisoschi e Pop, 2015; Hocsak
et al., 2017).

As EROs podem causar fragmentacédo da cadeia peptidica, alterar a carga
elétrica, promover a ligacdo cruzada de proteinas e a oxidacao de aminoacidos
especificos e, assim, levar a um aumento da susceptibilidade a protedlise,
causando mudancas conformacionais, desdobramento e degradacdo das
proteinas, com consequente perda da funcéo biolégica (Chiscia et al., 2017). No
caso de enzima, quando oxidada, pode tornar-se inativa. Os danos causados ao
DNA séo considerados os mais graves. As EROs sdo capazes de oxidar
proteinas, que subsequentemente interagem com cadeias laterais de
aminoacidos, causando danos aos acidos nucleicos, na medida em que pode
provocar reticulacdo DNA-proteina, quebra de cadeia e alteracdo na purina e
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estrutura de bases de pirimidina, tendo como resultados mutacées no DNA, o
gue, por sua vez, pode originar a oncogénese (Pisoschi e Pop, 2015).

Os lipidios também podem ser oxidados por EROs, sendo os acidos
graxos poli-insaturados (PUFAs) constituintes da membrana celular, acido
araquiddnico (w-6) e acido docosa-hexaendico (w-3), 0s mais susceptiveis a
oxidacéo (Pisoschi e Pop, 2015). Durante esse processo, a oxidagao de w-3 e
w-6 forma o malondialdeido (MDA) (Albert et al., 2013), que é um reconhecido
marcador de peroxidacgdo lipidica (Pisoschi e Pop, 2015). Uma vez formado, o
MDA pode ser enzimaticamente metabolizado, ou pode reagir com proteinas
celulares e teciduais, juntamente com o DNA para formar complexos que
resultam em danos biomoleculares (Hocsak et al., 2017).

Neste contexto, 0 estresse oxidativo esta relacionado ao envelhecimento
precoce (Waldner et al., 2018) e em diversas doengas como, as inflamatdrias
(Monn et al., 2018), renais (Cuevas et al., 2013), cardiovasculares (Csanyi e
Miller et al., 2014), neurodegenerativas (Pisoschi e Pop, 2015), cancer (Rocha
et al., 2018) e diabetes mellitus (Berry et al., 2018).

Investigagdes sobre o potencial antioxidante de produtos naturais tornou-
se alvo de estudos (Campos et al., 2016; Rocha et al., 2018; Melo da Cunha et
al., 2018). Caracteriza-se, portanto, como antioxidante qualquer composto que,
guando presente, é capaz de atrasar ou evitar a oxidacdo causada por um
substrato oxidavel, (Kasote et al., 2015). Os antioxidantes podem ser de duas
origens: enddgena, que compreende enzimas e componentes ndo enzimaticos,
ou exdgena, quando adquiridos atraves da dieta (Pisoschi e Pop, 2015).

Os antioxidantes enddgenos enzimaticos sdo a primeira linha de defesa
antioxidante dos organismos, na qual diferentes enzimas e produtos nao
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enzimaticos desempenham papéis-chave na manutencdo do balanco redox
(Baynes, 2010; Kasote et al., 2015).

Nesta perspectiva, observa-se que a superoxido dismutase (SOD) é a
principal enzima a atuar no sistema antioxidante enddgeno (Baynes, 2010;
Pisoschi e Pop, 2015). Trés tipos dessa enzima sao encontrados nos tecidos de
mamiferos. A SODL utiliza como cofator o cobre (Cu) e zinco (Zn) e encontra-se
no citosol, a SOD?2 utiliza 0 manganés (Mn) e encontra-se na matriz mitocondrial
e a SOD3 utiliza Cu e Zn, sendo extracelular. A SOD atua dismutando o O2.- e
o transformando em H20.. A catalase (CAT) é expressa em elevadas
concentracdes no figado e eritrdcitos, e reduz o H202 a H20 (Pisoschi e Pop,
2015). J& a glutationa peroxidase (GPx) utiliza o selénio como cofator (Galant et
al., 2011) e catalisa a redugéao tanto de H202, quanto de OH+ a H20 (Pisoschi e
Pop, 2015).

Ja como fatores antioxidantes ndo enziméaticos tem-se a glutationa (GSH)
gue é sintetizada a partir da combinacgéo de glutamina, glicina e cisteina (Kasote
et al., 2015). Outro exemplo é a ubiquinona, que atua como transportador de
elétrons e de ions de H* nas mitocondrias (Baynes, 2010) tornando-se essencial
para respiracdo celular, além de inibir a peroxidacéo lipidica (Pisoschi e Pop,
2015).

Os antioxidantes exdégenos podem ser ainda sintéticos ou naturais. Os
sintéticos sdo idénticos aos naturais, no entanto sintetizados industrialmente.
Sd8o0 compostos puros, bem caracterizados e relativamente acessiveis
financeiramente. Ja4 os naturais sdo produzidos por microrganismos, fungos,

animais e por plantas (Carocho e Ferreira, 2013).
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Ainda os antioxidantes sintéticos, como o hidroxitolueno butilado (BHT),
hidroxianisol butilado (BHA) e terc-butil hidroquinona (TBHQ) sé&o utilizados nas
industrias alimenticias, cosméticas e farmacéuticas para retardar ou prevenir a
deterioracdo oxidativa, no entanto, estes antioxidantes estdo relacionados a
riscos para a saude (Li et al., 2016).

Assim, compostos naturais com propriedades antioxidantes e anti-
hiperglicémicas podem ser uma alternativa terapéutica para o tratamento de
diabetes, pois podem reduzir o estresse oxidativo e as complica¢des diabéticas
(Baynes, 1991; El-Sayed, 2011; Umeno et al., 2016; Melo da Cunha et al., 2018).

Verifica-se neste sentido, que a prevaléncia mundial de diabetes foi
estimada em 451 milhdes de pessoas em 2017, sendo previsto um crescimento
para 693 milhdes de pessoas até 2045 (Cho et al., 2018). Diabetes mellitus € um
distarbio crbénico e progressivo que resulta da incapacidade do organismo em
produzir insulina suficiente ou utiliza-la eficientemente (OMS, 2016) onde a
principal caracteristica da doenca € a hiperglicemia (Voltar e Kaufman, 2012).

Segundo a Associacdo Americana de Diabetes (ADA, 2010), a
classificagcdo de DM baseia-se na etiologia, sendo dois os principais tipos de
diabetes:

¢ Diabetes Mellitus tipo 1 (DM tipo 1): presente em 5 a 10% dos casos,
resultante da destruicdo das células beta pancreaticas com consequente
deficiéncia de insulina. O inicio dos sinais e sintomas é repentino, € muito
frequentemente ocorrem ainda na infancia ou adolescéncia. Muitos pacientes
apresentam sintomas severos como hiperglicemia intensa e cetoacidose. Na
maioria dos casos, a destruicdo das células beta € mediada por autoimunidade,

porém, ha ainda as formas idiopéticas de DM tipo 1, onde n&do sao observadas
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evidéncias de processo autoimune. A destruicdo autoimune das células beta
pancreaticas esté relacionada a predisposicdo genética e fatores ambientais
ainda néo definidos (ADA, 2010).

¢ Diabetes Mellitus tipo 2 (DM tipo 2): presente em 90 a 95% dos casos,
engloba individuos que apresentam resisténcia a insulina e, habitualmente,
deficiéncia de insulina. Normalmente, os pacientes com DM tipo 2 ndo dependem
de insulina exdgena para sobreviver, mas podem precisar de tratamento com
insulina para o controle metabdlico adequado. A etiologia especifica para o DM
tipo 2 ainda ndo esta bem esclarecida, mas sabe-se que ndo ocorre processo
autoimune. Muitos pacientes com esse tipo de DM sao obesos ou possuem
excesso de gordura distribuida na regido abdominal, fatores que podem causar
resisténcia a insulina (ADA, 2010).

A glicose € um carboidrato do tipo monossacarideo, usado como fonte de
energia primaria pela maior parte dos organismos, além de fazer parte de
importantes vias metabdlicas. No metabolismo dos seres humanos, a glicose €
utilizada como fonte de energia através do processo de respiracdo celular. Nesse
processo, moléculas de glicose sdo degradadas em uma reacdo quimica que
resulta em gas carbbnico (CO2) e agua (H20) com liberacdo de energia, que
sera armazenada por moléculas de ATP (adenosina trifosfato) para ser
posteriormente utilizada (Baynes, 2010).

A regulacéo da glicose no corpo é feita pelo pancreas, através da agéo
conjunta dos hormodnios insulina e glucagon. A insulina é produzida pelas
células-beta do pancreas e € responsavel pela diminuigdo dos niveis de glicose
no sangue. Esse hormonio atua facilitando a absorcdo da glicose pelas células

dos musculos esqueléticos, do figado e do tecido adiposo. Nesses tecidos, a
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insulina ainda promove a unido de moléculas de glicose para a formacédo de
glicogénio, constituindo uma reserva energética. Ja o glucagon é produzido
pelas células-alfa do pancreas e realiza o processo inverso da insulina,
aumentando os niveis de glicose no sangue. Isso ocorre pela estimulacdo da
guebra do glicogénio em moléculas de glicose (Voltar e Kaufman, 2012; Berry et
al., 2018)

No diabetes tipo 2 a maioria dos individuos apresentam reducdo da
sensibilidade dos tecidos-alvo ao efeito da insulina, descrita como resisténcia a
este tipo de hormbnio. Assim, a insulina ndo consegue interagir com suas
células-alvo, dificultando a captacdo celular de glicose e deflagrando varias
respostas intracelulares, incluindo ativacdo ou inibicdo de enzimas sensiveis a
este hormonio nas mitocondrias, sintese proteica e sintese de DNA. Os efeitos
dos niveis de glicose plasmatica persistentemente elevados nas diferentes
partes do corpo variam de acordo com os tipos de células (Back, 2012)

Assim, a falta de controle da glicemia estd associada ao desenvolvimento
de complicagcdes micro e macrovasculares comumente presentes no quadro
diabético (Baynes, 2010). O estresse oxidativo, a glicacdo de proteinas e a
formacédo de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs), sdo mecanismos
importantes nessas complicacdes presentes no diabetes.

Na formacéo dos AGESs, os niveis elevados de glicose comecam a formar
adutos covalentes com proteinas plasmaticas através de um processo nao
enzimatico conhecido como glicacéo (Kiho et al., 2004). A glicacéo de proteinas
ocorre comumente em reacgdes ndo enzimaticas, denominadas reacdo de

Maillard, ocorrendo entre grupos amino livres de proteinas e grupos carbonila de
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acucares redutores como glicose, frutose, pentoses, galactose, manose e
xilulose (Monnier et al., 1996; Singh et al., 2014).

As proteinas glicadas (Produtos de Amadori) tornam-se substratos para a
formacado de AGEs e, também, geram composto com grupos carbonil altamente
toxicos como o metilglioxal e glioxal. Na formacdo de AGESs, espécies reativas
de oxigénio, podem ser geradas e aumentar o0 estresse oxidativo, levando a
danos estruturais e funcionais de macromoléculas (Kiho et al., 2004). Essa
complexa cascata de eventos que leva ao mau funcionamento celular em
resposta a altos niveis de glicose e estresse oxidativo ndo € totalmente
compreendida (Baynes, 2010).

Os povos indigenas em todo o mundo séo desproporcionalmente afetados
pela diabetes e suas complicagbes (Crowshoe et al., 2018). A incidéncia global
de diabetes em popula¢@es indigenas esta ligada a um complexo de fatores
como a industrializagdo e o colonialismo que de alguma maneira alteraram as
formas de subsisténcias dos povos indigenas, causando sérios impactos nos
seus habitos alimentares e modo de vida, acarretando em problemas de saude
como a diabetes (Diegues, 1996; Azanha, 2002; Cunningham e Chapter, 2009;
Freitas et al., 2016).

Entre os indigenas no Brasil, a diabetes era desconhecida até a década
de 1970 (Coimbra et al., 2013). O primeiro estudo que investigou a ocorréncia
de diabetes ocorreu em 1975 com indigenas do Norte do Para, ndo sendo
encontrado nenhum caso (Tavares et al.,1999). Em 1977, os indigenas do Norte
do Amapa foram avaliados, e 1% dos individuos apresentou diabetes (Vieira-

Filho, 1977).
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Na aldeia Jaguapiru, localizada no Municipio de Dourados, (MS), um
estudo realizado entre 2007 e 2008 detectou que 6,8% das mulheres Guarani e
Kaiow& estavam com diabetes (Oliveira et al., 2011). Outra avaliacdo realizada
na mesma aldeia, entre 2009 e 2011, observou que a prevaléncia de diabetes,
no mesmo sexo, elevou-se para 7,8% (Oliveira et al., 2014).

Recentemente, estudos realizados em algumas aldeias de etnia Guarani
e Kaiowa indicaram que a prevaléncia de diabetes superou a média indigena
nacional de 2,6% (Freitas et al., 2016). Outro fator importante é a questao
cultural, uma vez que a glicemia foi maior entre individuos que possuiam um
contato mais intenso com a populagdo nao indigena. Assim, a complexidade
socioambiental traz uma nova perspectiva da identidade dos povos indigenas,
enfrentando a imposicdo do pensar externo sobre seu proprio ser nas
etnociéncias, no conhecimento e nos processos de bioprospeccéao (Leff, 2001,

2010).
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3. Justificativa

Embora o estado de Mato Grosso do Sul possua uma rica biodiversidade
faunistica, e a segunda maior populacdo indigena do Brasil, o registro do
conhecimento tradicional zooterapico Guarani e Kaiowa e, pesquisas sobre o
potencial clinico-farmacoldgico sobre animais medicinais ndo sdo descritos na
literatura. Torna-se, portanto, de grande relevancia investigacdes que
contribuam para a manutencado cultural zooterapica e a caracterizagdo do seu
potencial farmacologico, contribuindo assim para a conservacdo da
biodiversidade e abrindo perspectivas para futuros estudos de desenolvimento

de novos farmacos.
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4. Objetivos

4.1. Geral

Realizar o registro de alguns animais que sao utilizados para fins
medicinais por indigenas Guarani e Kaiowa do estado do MS e, investigar o
potencial farmacolégico de duas espécies indicadas para o tratamento de

diabetes: a abelha Apis mellifera e 0 mamifero Cuniculus paca.

4.2. Especificos

e Investigar e registrar animais usados na medicina tradicional pelos
indigenas Guarani e Kaiowa do estado de Mato Grosso do Sul;

e Determinar a composicao quimica do cha da abelha Apis mellifera (AmT).

e Avaliar o potencial antioxidante in vitro e in vivo do AmT e do extrato biliar
do Cuniculus paca (CpE).

e Investigar a acdo anti-hiperglicemiante do AmT e do CpE em
camundongos normoglicémicos e hiperglicémicos induzidos por dieta.

¢ Investigar a toxicidade aguda do CpE.
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Prefacio

O homem sempre buscou na natureza
0S recursos basicos a sua sobrevivéncia.
Isso incluia a utilizagdo de plantas, animais
e minerais na producdo de remédios
visando a cura de suas enfermidades.
Durante muito tempo, uma atengdo maior
foi voltada a divulgacéao da flora medicinal,
relegando-se o0s estudos sobre animais
medicinais a um

segundo  plano.

Entretanto, recentes  trabalhos de

antrop6logos, etnobidlogos e
etnofarmaco6logos demonstram que, na
ecologia da interacdo homem/animal,
destaca-se a utilizacdo medicinal de
animais

recursos (zooterapia) em

diferentes sociedades humanas.

Nepyrimby

Ikatu oiko hagud ko yvy ari, yvypora
ojeporeka ka’avotyre upéicha ikatu oikove,
ojeporeka mymbare ha itd atyre ikatu
haguda ombogue opaichagua mba’asyre.
Okaragua ojehesareko umi poha ka’atyre
ha ndomafai umi mymba kuéra ojepurdva
pohard. Ko’aga peve ofiepyrl ofiembyaty
umi kuaapy, opaichagua ambue reko ko
yvy ari oipuru umi kuaapy mymba

rehegua. (Zooterapia).

Mba’asype yvypoOra yma oipuru umi
mymba oiko ko yvy ari, ymaiterei umi
kuaapy opaichagua henda ojeikuua.

Umi pohd mymbagui ojejapOva, Oi
umi rapicha ndoroviari ikatu roimo’a umi

kuaapy ymaguare oguerekotee

Preface

Humans have always turned to nature
in the search for basic resources for
survival. This includes the use of plants,
animals and minerals as remedies.
Historically, attention has been focused on
whereas medicinal

medicinal plants,

animals have been largely ignored.

However, recent anthropological,
ethnobiological and ethnopharmacological
studies have demonstrated that
human/animal interactions include the
medicinal use of animal resources
(zootherapy) in several societies.
Zootherapy is the treatment of human
illnesses with animal resources or animal-
derived resources. It is an historically old

and geographically disseminated



Zooterapia ou o tratamento de doencas
humanas pelo uso de recursos obtidos de
animais ou que deles sdo derivados,
caracteriza-se como um fenémeno
historicamente antigo e geograficamente
disseminado. Remédios elaborados a partir
de partes dos corpos de animais, de
produtos de seu metabolismo, como
secrecOes corporais e excrementos, ou de
materiais construidos por eles, como
ninhos e casulos, vém sendo utilizados

desde a Antiguidade.

Embora a utilizacdo de recursos

animais como medicamento pareca

absurda, ndo se deve descartar sua
pertinéncia. A multiplicidade de usos de
zooterapicos e o relato testemunhal de seus
usuarios quanto a sua eficacia permitem
supor que substancias bioativas estejam de

fato presentes. Valeria a pena investigar

Heta ojeiruvu umi pohd@ mymbaguy
tekoteve rohesamondo ha joporekave umi

kuaapyre ikatu hagua roipuru pohara.

Yvypora heta oipuru ambue arape umi
mymba kuéra ha ko’aga ndetopavei umiva,

sa’i sa’1l ojetopa gueteri ka’avotyre.

Jurumi, nhandu, mborevi, gua’a hovy,
gua’a pytd ha tatu canastra, umia ko
yvypora ojeporeka heta hese kuéra ikatu
ojejapo chugui kuéra poha, ha ko’aga peve
ndojetapovei umi mymba kuerape opaicha
ka’avotyre tekoteve ronhangareko porave

hese kuéra.

Oi guiteri umi rapicha ndoquerekoiteri
mo’dguipa otopata ipohard ha’ekuera

ojeporeka mymbare ha ka’avore.

Upeichar6 tekotevé romohesakd umi

kuaapy poha rehegua Guarani ha Kaiowa

phenomenon. Remedies prepared from
animal body parts, their metabolic products
(e.g., secretions, excrement), or built by
them (e.g., nests, cocoons) have been used

since ancient times.

Although the use of animal resources
as medicine may sound bizarre, its
pertinence should not be overlooked. The
numerous uses of zootherapeutics and
accounts attesting to their efficacy support
the hypothesis that there are valuable
biologically active substances to be

explored.

Albeit fascinating, zootherapy is also
cause for concern. Some animals, which
were common in Brazilian ecosystems, are
now rare or extinct. The giant anteater, the
greater rhea, the tinamou, the tapir, the

maned wolf, several macaw species and the



bioquimica e farmacologicamente tal

possibilidade.

Apesar de fascinante, o fendbmeno da
zooterapia é também preocupante. Alguns
animais, antes comuns nos ecossistemas
brasileiros, hoje sdo raros e em algumas
areas ja se extinguiram completamente. O
tamandué-bandeira, a ema, 0 macuco, a
anta, o lobo-guara, algumas espécies de
araras e o tatu-canastra, por exemplo, sdo
vitimas da acdo predatoria humana, que se
utiliza das matérias-primas obtidas destes
animais de maneiras diversas, inclusive
medicinalmente. A exploracdo desses
animais € um dado ecoldgico que deve ser

seriamente estudado.

Deve-se considerar, contudo, que o
valor dos recursos medicinais derivados de

animais € significativo; eles, juntamente

mba’e ko Mato Grosso do Sulpe, ko
rembiapo ojehai mbohapy nhe’€ rupi,
romohesakdta umi yvyrekuaa kuaapy ha

poha rehegua kaiowa ha guarani mba’e.

Eraldo Medeiros Costa Neto

giant armadillo are examples of species
predated by humans for resources,
including medicine. The exploitation of
these animals and its ecological impact

must be further studied.

One must consider, however, that
animal-derived remedies have significant
value; medicinal animals and plants are
typically the only available resource for
people with limited access to modern

medicine and adequate healthcare.

Considering the traditional knowledge
of the indigenous Guarani and Kaiowa
people and the limited knowledge of
zootherapy in the state of Mato Grosso do
Sul, the book Animais medicinais na
cultura Guarani e Kaiowa [Medicinal
Animals in the Guarani and Kaiowa

Cultures], in this trilingual version,



com as plantas, geralmente sdo quase 0s
unicos recursos disponiveis para a maioria
da populacdo humana que tem acesso
limitado aos remeédios da medicina oficial

e a cuidados médicos apropriados.

Desse  modo, considerando o
conhecimento médico tradicional dos
indios Guarani e Kaiowa, bem como o
escasso registro da zooterapia no Estado de
Mato Grosso do Sul, a obra Animais
medicinais na cultura Guarani e Kaiowa,
em sua versdo trilingue, vem sanar esta
lacuna ao apresentar seus aspectos
culturais e ecoldgicos, especialmente
valorizando e divulgando a cultura médica

Guarani e Kaiowa.

Eraldo Medeiros Costa Neto

addresses this gap by presenting the
cultural and ecological aspects of the

Guarani and Kaiowa medical culture.

Eraldo Medeiros Costa Neto
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Dedication

Dedicamos este livro, a todos os indigenas Guarani e Kaiowa do estado de Mato Grosso do Sul.
Que Tupa proteja a todos!
Roikuaave’é maymava Guarani ha Kaiowa oiko ko yvy aripe.
Tupa ronhangareko roimeihaicha.
This book is dedicated to the Guarani and Kaiowa people from the state of Mato Grosso do Sul.
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Introducéao

O uso de animais para tratamento de
doencas e outros problemas de saude é
conhecido como zooterapia [1]. Esta é
uma pratica milenar em diversas culturas,
como nas comunidades indigenas, e €
reconhecida pela Organizagdo Mundial
da Saude [2]. A etnofarmacologica busca
investigar cientificamente as atividades
biolégicas dos  recursos  naturais
utilizados como medicamentos a partir da
visdo de uma determinada cultura [3].
Levantamentos etnofarmacoldgicos que
registram o  conhecimento  das
comunidades tradicionais séo
importantes  instrumentos para 0
desenvolvimento de novas alternativas

terapéuticas [4].

Nepyrii

Okaragua kuaapy omboherava umi
pohd ojejapova mymbagui, Zooterapia
[1], ko’d kuaapy ymaguive yvypoéra
oipuruiti ha Organizacdo Mundial da
Saude [2] ohechakuaa umiva.

Poha kuaapy ojeporeka umi
opaichagua yvyrekuaa sapy’arei umi reko
oipurava [3]. Umi kuaapytee romboaty
ikatu hagud oguata pordve opaichagua
rekohd rupive ikatutaramo rojeporeka
ramo rotopa poha ipyahuva [4].

Kuaapy pohd@ mymbagui ojejapova
heta ymaguive roguereko ko yvy éripe
romohesaka oréve ipordha. Eira opaicha
henda ojeipuriva heta mba’e iporaha
mba’asy vai pire kai ha jai aveipe [5],
ipord avei ani mba’asy vai opud [6]
techapyra ambue

ko’ape ojeipuruva

Introduction

The use of animals to treat illnesses
and other health problems is known as
zootherapy [1]. This is an old practice in
many  cultures and  indigenous
communities and is recognized by the
World  Health

Ethnopharmacological research seeks to

Organization  [2].

investigate the biological roles of natural
resources used as medicines from the
perspective of a given culture [3].
Ethnopharmacological  surveys that
record the knowledge of traditional
communities are important for the
development of new alternative therapies
[4].

Studies have demonstrated the
therapeutic potential of animal resources
medicinal

used for purposes. For
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Dentre os registros de animais
com fins medicinais, alguns estudos tém
demonstrado o potencial terapéutico
desses recursos naturais. O mel de abelha,
mundialmente consumido pela populagéo
para diversos fins, tem sido descrito

como um produto com aplicacdo clinica

no tratamento de feridas, Ulceras e
queimaduras [5], sendo também
considerado um  excelente  agente

antibacteriano [6]. Outro exemplo de
aplicacdo mais regional é a banha
extraida do sapo-cururu [7] e do lagarto
teid [8], que também tem acédo
antimicrobiana. Entretanto, para a
maioria das espécies, ndo ha pesquisas
cientificas sobre o seu potencial clinico-
farmacoldgico, evidenciando a
necessidade de estudos que esclaregcam

suas eventuais utilidades terapéuticas.

nhandy sapo-kururu rehegua [7] , ha teju
paragui [8] umiva iporaha ani mba’asy vai
oguapy nde pirére.

Heta mymbagui neirati ogureko
ikuaapy poh& rehegua, tekotevé nhande
jahesamondo umi kuaapype, Sapy’arei
retopata poha ipyahtva ha mba’eichapa
reipuruta.

Mborevi [9] hasy jatopa hagua [10]
tekotevé umi mymba kuaapy
ronhangareko kuaa hese kuérape ko
Brasilpe [11].

Brasil oguereko heta ha ambue
ka’avoty, ha upéa heta yvypora
ojesesamondo upéape heta ojeporeka umi
kuaapy ipyhtva ka’avo ha mymba
rehegua, pohd ipyahtiva ko’aga ojepuru
imi mba’asy vaietépe [12].

Umi pohétee mymbagui ko Mato

Grosso do Sulpe yvypéra rekotee umi

example, honey, which is consumed
worldwide for several purposes, has
described clinical applications for the
treatment of wounds, ulcers and burns [5]
and is also considered an excellent
antibiotic [6]. A more regional example
is the use of fat extracted from cane toads
[7] and tegus lizards [8], which are
reported to have antimicrobial properties.
However, there is no scientific research
on the clinical-pharmacological potential
for most species, evidencing the need for
further studies that clarify their possible
therapeutic uses.

Some animals used in traditional
medicine, such as the paca [9], have been
listed as threatened [10], demonstrating
the need to include zootherapy within the
context of biodiversity conservation in
Brazil [11].
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Alguns dos animais utilizados na
medicina tradicional, como a paca [9],
constam na lista de espécies ameacadas
de extincgdo [10] demostrando a
necessidade de destacar a zooterapia
como um ponto importante dentro do
contexto da conservacao da
biodiversidade no Brasil [11].

A potencialidade dos biomas
brasileiros, como fonte de substancias
bioativas, tem despertado grande
interesse e desencadeado uma série de
investimentos em pesquisas cientificas e
desenvolvimento de novos farmacos,
como ocorre hoje para os medicamentos
contra o cancer [12]. Embora o uso de
animais medicinais represente um
importante componente da medicina
tradicional, no estado de Mato Grosso do

Sul este conhecimento ndo é muito

arandu rekavo nomanhai mbegue hese
kuérape, kuaapy rekavo oikuaave umi
ka’avo rehegua.

Tekotevé romanha mbegue umi
kuaapy irekohagui ha yvyrekuaagui, umi
kuaapy ymaguive.

Ko ojehaipyre ojejapo va’keu
nhemongetahape guarani ha kaiowa Mato
Grosso do Sulpe, Brasil, oime ko jeporeka
pa’ime rehava “Utilizacdo de recursos
animais como fonte de novos farmacos”.
Roipota ko rembiapo opaichagua henda
oguahé upéicha heta yvypora ikatuta
omonh’¢ ko kuatia romohesakata umi
kuaapy kaiowd ha guarani rehegua ambue
nhe’éme.

Ko rembiapo ogueru ipa’iime umi
mymba rera guarani ha kaiowa ha ambue

nhe’€ okara rehegua.

The potential of Brazilian biomes as
a source of bioactive substances has
aroused great interest in the research and
development of new drugs, including
anti-cancer drugs [12]. Although the use
of medicinal animals is an important
component of traditional medicine, it is
not as well-understood as the use of
medicinal plants in Mato Grosso do Sul.
New studies on the medicinal fauna in
Mato Grosso do Sul, including their
cultural and ecological aspects, will
expand the understanding of this
millenarian form of therapy.

The discussion of zootherapy within
the context of interculturality achieves
cultural  strengthening through the
recording of traditional knowledge and
will be a fundamental element for

bioprospecting.

15



estudado quando comparado as plantas
medicinais. Novos estudos sobre a fauna
medicinal no Mato Grosso do Sul,
levando em consideracdo seus aspectos
culturais e ecoldgicos, ampliardo a
compreensdo desta forma de terapia
milenar.

Discutir a zooterapia dentro do
contexto da interculturalidade, expressa o
objetivo de fortalecimento cultural, a
partir do registro do conhecimento
tradicional, e torna-se um elemento
fundamental para a bioprospeccéo.

Este livro foi elaborado a partir de
entrevistas com indigenas das etnias
Guarani e Kaiowa do estado de Mato
Grosso do Sul, Brasil, e fazem parte da
pesquisa de doutorado intitulada
“Utilizagdo de recursos animais como

fonte de novos farmacos”. O objetivo é

Kuaapy pohd rehegua romoi ko
rembiapdépe PubMed Central: PMC.

Opahape umi kuaapy mymba
ojeporuva pohara omohesaka mba’e umi
ojeporeka  kuaapy

molpa  oguahé

rembiapokue.

This book was created from
interviews with indigenous Guarani and
Kaiowa people from the state of Mato
Grosso do Sul, Brazil, and is part of the
doctoral dissertation entitled “Utilizagao
de recursos animais como fonte de novos
farmacos” (“Use of animal resources as a
source of new drugs”). Our goal is to
present the knowledge of the Guarani and
Kaiowa from Mato Grosso do Sul
regarding the use of animals as sources of
remedies to a greater audience and to
contribute  to the  dissemination,
preservation and cultural dynamization
of indigenous traditional knowledge,
given the social changes of the last
decades. For this purpose, this book is
presented in Portuguese, Guarani and

English.
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apresentar a um maior nimero de leitores
possivel, o registro do conhecimento
Guarani e Kaiowd, do Mato Grosso do
Sul, Brasil, sobre o uso de animais
medicinais,  contribuindo para a
divulgacdo do conhecimento tradicional
indigena, sua manutencdo e dinamizacao
cultural, frente as transformaces sociais
vivenciadas nas Ultimas décadas. Neste
intuito, este livro é apresentado em lingua
portuguesa, guarani e inglesa.

Nele sdo apresentados os animais,
com suas denominacbes Guarani e
Kaiowa, seguidos de seu nome cientifico
e popular. A indicacdo do uso medicinal
dos animais esta sumarizada nas tabelas
que seguem as descricbes, e €
apresentada seguindo fielmente a

transcrigéo das entrevistas.

In the following sections, we list the
species with their Guarani and Kaiowa
names followed by their scientific and
common name in Portuguese. The
indication of the medicinal use of the
animals is summarized in the tables after
the descriptions and is faithfully
presented following the transcription of
the interviews.

The tables include lists of
pharmacological studies performed on
the animal species located in the PubMed
Central database (PMC) using queries in
the format “scientific name of the
species” and “traditional medicine”.

Finally, the main points found in the
pharmacological studies are presented as

the parts used and a summary of results.
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Nas tabelas foram acrescentados
estudos farmacoldgicos ja realizados com
0s animais citados disponiveis na base de
dados PubMed Central: PMC, utilizando-
se como palavras-chave para seu
levantamento  “nome cientifico da
espécie” e “medicina tradicional”.

Finalizando a proposta, para cada
animal citado foram apresentados o0s
principais pontos encontrados nos
estudos  farmacologicos levantados
focando: a parte utilizada e a sintese dos

principais resultados.
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Abelha-de-ferrao

Nome popular: abelha-de-ferrdo, abelha-
alemd, abelha-da-europa, abelha-de-mel,
abelha-domestica, abelha-do-reino, abelha-
escura, abelha-europa, abelha-preta e
oropa.

Nome cientifico: Apis mellifera.
Informac0es gerais: € uma abelha social de
origem europeia encontrada em varias

partes do mundo.

Eira
Téra: Eiru, opa mba’e rekoha ikatu retopa,
okaragua mba’e ko mymba monbyry
ougui.
Téra Arandukuaa: Apis mellifera.
Marandu: kaava ou okaragui opaichagua
rendape retopata.

Honey bee

Popular name: stinging bee, german bee,
european bee, honey bee, domestic bee, bee,
dark bee, european bee, black bee and
oropa.

Scientific name: Apis mellifera

General information: it is a social bee, of

European origin.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicacdo/doenca Parte utilizada Modo de utilizagdo S/D com estudos
Mba’asy Mba’epa reipuru Mba’eicha reipuruta farmacologicos
Indication/disease Part of the animal used Directions for use Mbo’epy poha
S/D with other studies
Diabetes Ferrdo ou todo corpo Deixar o ferrdo morder, ou [13]P) [14]®)
colocar a abelha na agua quente e [15]® [16]®)
tomar cha
Tuguy mba’asy Rete / popia Eira emoi ard ytakure ha hei’u [13]P [14]®)
[15]© [16]®
Diabetes Sting, every body Let the stinger bite; put the bee in [13]) [14]®)
the hot water and drink tea. [15]©) [16]®)
Infeccéo Mel Tomar o mel
Mba’asy jeva Eira eira rei’u ard
Infection Honey Take the honey

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicagdo/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesakd umi kuaapy ipyahtiva ambue poha kuaapy ojeipuriiva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Pontos principais dos estudos farmacoldgicos levantados sobre “Apis mellifera e medicina tradicional”.
Mba’eichagua kuaapy poharehegua rogueru “Kava ha pohitee”
Key points of pharmacological studies raised on ""Apis mellifera and traditional medicine™.
[13]® Titulo: A melitina tem efeito condroprotetor pela inibicdo das expressdes de MMP-1 e MMP-8 e pelo bloqueio da via de sinalizacio
NF-kB e AP-1 em condrdcitos. Esse estudo investigou o efeito do veneno de abelha e de dois de seus componentes (melitina e apamina) e

observou efeitos anti-artrite do veneno e da melitina.

[14]® Titulo: Efeitos inibitorios do veneno de abelha na doenca inflamatdria induzida por Propionibacterium acnes em modelo animal. Esse
estudo investigou os efeitos terapéuticos do veneno de abelha contra a doenca inflamatdria induzida por Propionibacterium acnes e observou

que em modelo animal, o veneno de abelha exerce efeito inibidor sobre as doencas inflamatérias da pele.

[15]® Titulo: Citotoxicidade do veneno da abelha (Apis mellifera) em linfécitos humanos normais e células HL-60. Esse estudo avaliou a
citotoxicidade do veneno de abelha em linfocitos humanos normais e células HL-60, e verificou que o veneno de abelha pode exercer

citotoxicidade nessas duas células com diferentes mecanismos de acao.

[16]® Titulo: Inibicdo da atividade da COX-2 e producéo de citocinas pro-inflamatorias (TNF-alfa e IL-1beta) por partes sub-fracionadas
sollveis em &gua do veneno da abelha (Apis mellifera). Esse estudo avaliou a atividade anti-inflamatéria do veneno de abelha em modelo in
vitro, e seus resultados indicaram atividades farmacoldgicas do veneno de abelha no processo anti-inflamatério incluindo a inibicdo da

expressao de COX-2 e o blogueio da producao de citocinas pro-inflamatorias (TNF-alfa e 1L-1beta).
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[13] (D) Téra: Melitina kuaapy hepyetéva poha pochy iporaha kavarehegua (melitina e apamina) mba’asy kanguerechegua ipora pe poha
pochy.

[14] (D) Téra: kava poha pochy ipord umi mba’asy pirerechegua. Umi kuaapy ojeresareko ombopiro’y umi mba’asy vai Propionibacterium ,

poha pochy kévarehegua iporaha umi mba’asy pirerehegua.

[15](D) Téra: poha pochy kava (Apis mellifera) ruguy yvypora resaire koty’ire HL-60. Kuaapy poha pochyre yvypéra ruguyre resaire avei
koty’i HL-60, ojehecha poha pochyre ikatu ojapo vai umi mokdi koty’ire.

[16](D) Téra: ojejoko rembiapo COX-2 upei ojejapo citocinas ikatu ombohaviru (TNF-alfa e IL-1beta) poha pochy michi michire emoi y
(Apis mellifera). Kuaapy ojeresareko kava poha pochy iporaha moha’angare in vitro, upéicha repyha kava poha pochy iporaha umi mba’e

ruruha pire avei ndohejai oiko COX-2 avei ndohejai toiko umi mba’e ruruha (TNF-alfa e IL-1beta).

[13] (D) "Melittin has chondroprotective effect by inhibiting MMP-1 and MMP-8 expression by blocking the NF-kxB and AP-1 signaling
pathways in chondrocytes.” This study investigated the effect of bee venom and two of its components (melitin and apamine) and observed

anti-arthritis effects of venom and melittin.

[14] (D) "Inhibitory effects of bee venom on Propionibacterium acnes-induced inflammatory disease in animal model.” This study
investigated the therapeutic effects of bee venom against the inflammatory disease induced by Propionibacterium acnes and observed that in
animal model, the bee venom exerts an inhibitory effect on the inflammatory diseases of the skin.

[15] (D) "Bee venom (Apis mellifera) cytotoxicity in normal human lymphocytes and HL-60 cells". This study evaluated the cytotoxicity of

bee venom in normal human lymphocytes and HL-60 cells, where bee venom can exert cytotoxicity in these two cells differently.
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[16] (D) "Inhibition of COX-2 activity and production of proinflammatory cytokines (TNF-alpha and IL-1beta) by water-soluble sub-

fractionated portions of bee venom (Apis mellifera).” The anti-inflammatory activity of n-hexane, ethyl acetate and aqueous partitions of bee
venom was studied using the activity of cyclooxygenase (COX) and proinflammatory cytokines (TNF-alpha and IL-1beta) in vitro, where the
results suggest that the pharmacological activities of bee venom in the anti-inflammatory process include inhibition of COX-2 expression and

blocking the production of proinflammatory cytokines (TNF-alpha and I1L-1beta).
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Abelha Jatai

Nome popular: jatai, abelha indigena.
Nome cientifico: Tetragonisca angustula.
Informacdes gerais: a abelha jatai é nativa
do Brasil e pertence a especie dos

meliponideos.

Jate’i
Téra: Jate’
Téra Arandukuaa: Tetragonisca
angustula.

Marandu: jate’i Brasilpe mba’e ymaguare

opaichagua tenda retopata.

Jatai Bee

Popular name: jatai, indigenous bee
Scientific name: Tetragonisca angustula
General information: the jatai bee, is native
to Brazil and belongs to the Meliponidae

species.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicagédo/doenca Parte utilizada Modo de utilizagéo S/D com estudos
Mba’asy Mba’epa reipuru Mba’eicha reipuruta farmacoldgicos
Indication/disease Part of the animal used Directions for use Mbo’epy poha
S/D with other studies
Pneumonia Mel Tomar junto com banha de tatu -
preto
Ne’avevuiruru Eira He’u ara tatu hii nhandyre -
Pneumonia Honey Take along with black armadillo -
batter

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicagdo/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesaka umi kuaapy ipyahuva ambue poha kuaapy ojeipuriiva umi mymbaré mba’asy ‘re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Anu preto

Nome popular: anu-preto, anu-pequeno,
anum e coro-coro.

Nome cientifico: Crotophaga ani.
InformacgGes gerais: 0 nome anu-preto € de
origem tupi “ani” ou “anim”, usado para

designar um passaro social.

Ano

Téra: Ano
Téra Arandukuaa: Crotophaga ani
Marandu:

Opaichagua rapicha oikuaa

anope

Smooth-billed ani

Popular name: anu-preto, anu-pequeno,
anum, coro-coro.

Scientific name: Crotophaga ani

General information: the name “anu-preto”
(“black anu”) originates from the tupi “ani”

or “anim”, which designates a social bird.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowé
Guarani ha Kaiowé kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicacdo/doenca
Mba’asy
Indication/disease

Parte utilizada
Mba’epa reipuru
Part of the animal used

Modo de utilizagdo
Mba’eicha reipuruta
Directions for use

S/D com estudos
farmacoldgicos

Mbo’epy poha
S/D with other studies

Bronquite, asma
Pyti’a korord

Bronchitis, asthma

Carne

Ro’o

Beef

Cozinhar com temperos e comer
Embojy jukyre ha he’u

Cooking with spices and eating

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicagdo/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesaka umi kuaapy ipyahtva ambue poha kuaapy ojeipuruva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Arraia

Nome popular: arraia, raia e arraia pintada.
Nome cientifico: Potamotrygon falkneri.

InformacBes gerais: a arraia € um peixe
cartilaginoso nativo das bacias do rio

Parana e rio Paraguai.

Javevyi
Téra: Javavyi.
Tera Arandukuaa: Potamotrygon falkneri.
Marandu: javevyi pira oikova ysyry

guasupe Parana ha Paraguay.

Largespot freshwater stingray

Popular name: stingray, stingray and
stingray.

Scientific name: Potamotrygon falkneri.
General information: Arraia is a
cartilaginous fish native to the basins of the

Parana River and Paraguay River.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicacdo/doenca Parte utilizada Modo de utilizagdo S/D com estudos
Mba’asy Mba’epa reipuru Mba’eicha reipuruta farmacoldgicos
Indication/disease Part of the animal used Directions for use Mbo’epy poha
S/D with other studies
Dor de dente Ferrdo Passar no dente varias vezes ao -

Tai rasype

Toothache

dia até a dor melhorar

Popia Heta embohasa ara nde raime
ikatu ombopiro’y hasype
Sting Pass the tooth several times a day

until the pain improves.

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicagado/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesaka umi kuaapy ipyahiva ambue pohd kuaapy ojeipuriva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Bagre

Nome popular: bagre, jundia.

Nome cientifico: Clarias gariepinus.
InformagBes gerais: a maioria desses
peixes tem habitos de vida noturna e pode
ser encontrado na maior parte da América

do Sul.

Jurundi’a

Téra: mandi’i, jurundi’a
Téra Arandukuaa: Clarias gariepinus.
Marandu: pyhareve jurundi’a osé ha

retopata América do Sulpe.

Catfish

Popular name: catfish, jundia

Scientific name: Clarias gariepinus

General Information: Most of these fish
have nightlife habits and can be found in

most of South America.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicacdo/doenca
Mba’asy
Indication/disease

Parte utilizada
Mba’epa reipuruta
Part of the animal used

Modo de utilizagdo
Mba’eicha reipuruta
Directions for use

S/D com estudos
farmacoldgicos

Mbo’epy pohd
S/D with other studies

Dor nos olhos
Tesa rasy

Pain in the eyes

Banha/gordura
Nhandy

Bath/fat

Fritar e passar ao redor dos olhos

Embochyryry ha embohasa nde
resape

Fry and pass around the eyes

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicacdo/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesakd umi kuaapy ipyahtiva ambue poha kuaapy ojeipuriiva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Bode

Nome popular: bode.

Nome cientifico: Capra aegagrus hircus.
Informag0es gerais: considerado o menor
animal ruminante domesticado sendo

facilmente adaptado a diferentes habitats.

Kavara

Téra: Kavara.

Téra Arandukuaa: Capra aegagrus hircus.

Marandu: opahenda retopata ko mymba.

Domestic Goat

Popular name: goat

Scientific name: Capra aegagrus hircus
General information: considered the
smallest domesticated ruminant animal
being easily adapted to different habitats.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicacdo/doenca
Mba’asy
Indication/disease

Parte utilizada
Mba’epa reipuru
Part of the animal used

Modo de utilizagdo
Mab’eicha reipuruta
Directions for use

S/D com estudos
farmacoldgicos

Mbo’epy poha
S/D with other studies

Dor nas pernas

Tetyma rasy
Leg pain

Banha/gordura
Nhandy

Bath/fat

Massagear o local com a banha
Jepichy hasyhape

Massage the place with the fat

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicagdo/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesaka umi kuaapy ipyahtva ambue poha kuaapy ojeipuruva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Capivara

Nome popular: capivara.
Nome cientifico: Hydrochoerus
hydrochaeris.

Informacdes gerais: mamifero considerado
0 menor animal ruminante e o maior roedor
do mundo, extremamente adaptavel, esta

distribuido por toda a América do Sul.

Kapi’iyva

Téra: Karpincho, Kapi’iyva.
Téra Arandukuaa: Hydrochoerus
hydrochaeris.

Marandu: opahenda retopata ko mymba

América do Sulpe.

Capybara

Popular name: Capybara
Scientific name: Hydrochoerus
hydrochaeris

General information: considered the
smallest ruminant animal is a mammal,
considered the largest rodent in the world,
extremely adaptable, and is distributed

throughout South America.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicacdo/doenca Parte utilizada Modo de utilizagdo S/D com estudos
Mba’asy Mba’epa reipuru Mba’eicha reipuruta farmacoldgicos
Indication/disease Part of the animal used Directions for use Mbo’epy poha
S/D with other studies
Bronquite, tosse, gripe, dor de Banha/gordura Tomar a banha -
garganta, desejo sexual
Pyti’a korord, ahy’o rasy, ahy’o Nhandy Nhandy he’u ara -
korord

Bronchitis, cough, flu, sore Bath/fat Take the bath -

throat, sexual desire

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicagcdo/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesaka umi kuaapy ipyahtva ambue poha kuaapy ojeipuruva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Cascavel

Nome popular: cascavel.

Nome cientifico: Crotalus durissus.
InformacGes gerais: As cascavéis sao
cobras peconhentas que possuem um
chocalho caracteristico na cauda e estdo

presentes em todo o continente americano.

Mbdi chini
Téra: Mbai chini
Téra Arandukuaa: Crotalus durissus.

Marandu: Ipoh& pochy mbarete oguereko

Mbéi Chini avei osunu ryapu imba’eteéva.

Tropical Rattlesnake

Popular name: rattlesnake

Scientific name: Crotalus durissus
General Information: Rattlesnakes are
venomous snakes that have a characteristic
rattle on the tail, and are present throughout

the American continent.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowé
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicacdo/doenca
Mba’asy
Indication/disease

Parte utilizada
Mba’epa reipuru
Part of the animal used

Modo de utilizagdo
Mba’epa reipuruta
Directions for use

S/D com estudos
farmacoldgicos

Mbo’epy poha
S/D with other studies

Dores musculares
Ro’o rasype

Muscle aches.

Banha/gordura
Nhandy

Bath/fat

Fritar e fazer massagem no local
Nhandy embochyryry ha eipychy

Fry and massage on the spot

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicagcdo/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesakd umi kuaapy ipyahtiva ambue pohd kuaapy ojeipuriva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Coro de coqueiro

Nome popular: coré6 de coqueiro
gongo, cord e moroto.

Nome cientifico: Rhynchophores
palmarum.

InformacGes gerais: € uma larva que se

desenvolve no interior do fruto de

varias palméceas, como 0 babacu,
0 coqueiro, a carnauba, entre outras, com

ampla distribuicédo brasileira.

Mbuku

Téra: Mbuku

Téra Arandukuaa: Rhynchophores
palmarum.

Marandu: Etopa mbukdre umi mbokaja
matare ipype. Opaichagua mbokaja Brasil

oguereko.

South American Palm Weevil

Popular name: coconut grove or palm
caterpillar
Scientific name: Rhynchophores palmarum.
General information: they are butterflies
that have a twilight habit and during the day
they hide in host plants. They live

throughout South America.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicagédo/doenca Parte utilizada Modo de utilizagéo S/D com estudos
Mba’asy Mba’epa reipuru Mba’eicha reipuruta farmacologicos
Indication/disease Part of the animal used Directions for use Mbo’epy poha
S/D with other studies
Diabetes Banha/gordura Tomar a banha frita -
Tuguy mba’asy Nhandy He’u nhandy chyryry -
Diabetes Bath/fat Take the fried bath -
Feridas cancerosas Banha/gordura Fritar e fazer massagem no local -
Mba’asy pire vai Nhandy Chyryry ha eipychy -
Cancerous wounds Bath/fat Fry and massage on the spot -

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicacdo/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesakd umi kuaapy ipyahiiva ambue poha kuaapy ojeipuriiva umi mymbaré¢ mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Dourado

Nome popular: dourado, piraju e pirajuba.
Nome cientifico: Salminus maxillosus.

Informacdes gerais: peixe de agua doce
distribuido nos rios brasileiros com

ocorréncia nas Bacias do Parana e do Prata.

Piraju
Téra: Piraju
Téra Arandukuaa: Salminus maxillosus.
Marandu: ysyry oiko ko pira, retopata
ysyryre hérava Parana ha Pratape.

Dorado

Popular name: ouro, Piraju and Pirajuba
Scientific name: Salminus maxillosus

General information: freshwater fish
distributed in Brazilian rivers occurring in

the Parana and Prata Basins.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapy tee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicacdo/doenca Parte utilizada Modo de utilizagdo S/D com estudos
Mba’asy Mba’epa reipuru Mba’eicha reipuruta farmacoldgicos
Indication/disease Part of the animal used Directions for use Mbo’epy poha
S/D with other studies
Alcoolismo Banha/gordura Tomar a banha -
Nhandy Nahndy he’u ara -
Kaureko
Alcoholism Bath/fat Take the bath -

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicagdo/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesaka umi kuaapy ipyahtva ambue poha kuaapy ojeipuruva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Ema
Nome popular: ema, nandu, nhandu,
guaripé e xuri.
Nome cientifico: Rhea americana.

Informacgdes gerais: considerada a maior
ave brasileira e seu habitat se restringe a

América do Sul.

Nhandu

Téra: Nandu, nhandu
Téra Arandukuaapy: Rhea americana.
Marandu: guyra ituichavea ko retdme

Brasilpe, Amarica do Sulpe.

Greater rhea

Popular name: ema, nandu, nhandu,
guaripé and xuri

Scientific name: Rhea americana General
information: It is considered the largest
Brazilian bird and its habitat is restricted to

South America.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicacdo/doenca Parte utilizada Modo de utilizagao S/D com estudos
Mba’asy Mba’epa reipuru Mba’eicha reipuruta farmacoldgicos
Indication/disease Part of the animal used Directions for use Mbo’epy poha
S/D with other studies
Paralisia infantil, para crianca Banha/gordura Passar como pomada nos joelhos -
andar rapido e pernas
Nhandy Eipychy tetymare ha penarére -
Pua’e mita oguata hagua
Childhood paralysis; for children Bath/fat To pass as ointment on the knees -
to walk fast and legs

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicagdo/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesakd umi kuaapy ipyahtiva ambue poha kuaapy ojeipuriiva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Galinha preta

Nome popular: galo preto, galinha preta.
Nome cientifico: Gallus domesticus.
Informacdes gerais: ave domesticada com
ampla distribuicdo na América do Sul e em

outros continentes.

Ryguasu HU

Téra: ryguasu hi.
Téra Arandukuaa: Gallus domesticus

Marandu: Guyra oikova opavavé retdme.

Black chicken

Popular name: black cock, black chicken
Scientific name: Gallus domesticus
General information: It is a domesticated
bird with wide distribution in South

America and in other continents.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicagédo/doenca Parte utilizada Modo de utilizagéo S/D com estudos
Mba’asy Mba’e reipuru Mba’eicha reipuruta farmacologicos
Indication/disease Part of the animal used Directions for use Mbo’epy poha
S/D with other studies
Cicatrizante, dor de ouvido Banha/gordura Fritar e passar 2 vezes ao dia até -
0s sintomas sumirem
Apysa rasy, fiemboty aré Nhandy Chyryry ha he’u -
Healing, earache Bath/fat Fry and pass 2 times a day until -
symptoms subside
Pneumonia, dor de garganta, Banha/gordura Tomar a banha frita -
febre
Nhandy Nhandy chyryry he’u ara -
Ahy’o ray, pyti’avevui
Pneumonia, sore throat, fever Bath/fat Take the fried bath -

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicagdo/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesakd umi kuaapy ipyahlva ambue poha kuaapy ojeipurtiva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Jacaré-do-Pantanal

Nome popular: jacaré-do-pantanal, jacaré-
do-paraguai.

Nome cientifico: Caiman yacare.
Informacdes gerais: habita a parte central
da América do Sul, incluindo o norte da
Argentina, sul da Bolivia e Centro-Oeste
do Brasil, especialmente no Pantanal e rios

do Paraguai.

Jacare

Téra: Jacare.
Tera Arandukuaa: Caiman yacare.

Marandu: Jacare oiko ambue tetdme ko

yvyaripe.

Yacare caiman

Popular name: alligator, alligator, alligator
Scientific name: Caiman yacare

General information: It inhabits the central
part of South America, including northern
Argentina, southern Bolivia and Central
West of Brazil, especially in the Pantanal
and Paraguay rivers.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicagédo/doenca Parte utilizada Modo de utilizagéo S/D com estudos
Mba’asy Mba’e reipuru Mba’eicha reipuruta farmacologicos
Indication/disease Part of the animal used Directions for use Mbo’epy poha
S/D with other studies
Bronquite, catapora Banha/gordura Tomar a banha frita -
Pyti’a chid Nhandy Nhandy chyryry he’u ara -
Bronchitis, chickenpox Bath/fat Take the fried bath -
Hemorroida, diarreia Couro Assar o couro e fazer cha e tomar -
uma dose
Chivi, tye, tuguaipo’i pire Pire mbichy ha ejapo ytakure -
he’u ara
Hemorrhoids, diarrhea Leather Bake the leather and make tea -

and take a dose

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicagdo/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesakd umi kuaapy ipyahtiva ambue poha kuaapy ojeipuriiva umi mymbaré mba’asy ‘re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Jiboia
Nome popular: jiboia, jiboia-constritora.
Nome cientifico: Boa constrictor.
Informagbes gerais: a segunda maior
serpente existente no Brasil, podendo ser
encontrada em diversos locais como Mata
Atlantica, restingas, mangues, Cerrado,

Caatinga e Floresta Amazonica.

Mboi ro’y
Téra: Mboi 1o’y
Téra Arandukuaa: Boa constrictor.
Marandu: mboi ituichava oiko Brasilpe

Common boa

Popular name: jiboia, jiboia-consitora
Scientific name: Boa constrictor

General information: the second largest
snake in Brazil, and can be found in several
places, such as in the Atlantic Forest,
restingas, mangroves, in the Cerrado,

Caatinga and Amazon Rainforest.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicacdo/doenca Parte utilizada Modo de utilizagdo S/D com estudos
Mba’asy Mba’e reipuru Mba’eicha reipuruta farmacoldgicos
Indication/disease Part of the animal used Directions for use Mbo’epy poha
S/D with other studies
Dor de cabeca, dor na coluna, dor Couro Secar o couro e amarrar no local -
Nos 0SS0S da dor
Aka rasy, kangue rasy Pire Emoka ipire ha emosa hasyhape -
Headache, back pain, bone pain Leather Dry the leather and tie at the pain -
site

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre 0s usos medicinais da espécie: considerando a indicagdo/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesakd umi kuaapy ipyahtiva ambue poha kuaapy ojeipuriiva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Lobd

Nome popular: lobo, traira e tararira.
Nome cientifico: Hoplias malabaricus.
InformacBes gerais: peixe de &gua doce
distribuido em todo territorio nacional.
Habita aguas paradas de lagos, represas,
brejos, remansos e rios, tendo preferéncia

por barrancos com vegetacao.

Tare’y
Téra: tare’y.
Téra Arandukuaa: Hoplias malabaricus.
Marandu: opaicha ysyryre ha y rupéare

etopa ko piré.

Wolf fish

Popular name: lobo, traira and tararira
Scientific name: Hoplias malabaricus
General information: freshwater fish

distributed  throughout the national
territory. It inhabits still waters of lakes,
dams, swamps, backwaters and rivers,
having preference for ravines with

vegetation.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicacdo/doenca Parte utilizada Modo de utilizagdo S/D com estudos
Mba’asy Mba’e reipuru Mba’eicha reipuruta farmacoldgicos
Indication/disease Part of the animal used Directions for use Mbo’epy poha
S/D with other studies
Parto 5 cm do rabo Tomar o cha -
Membyréa Ruguai 5cm He’u ytakure -
childbirth 5 with the tail Have tea -

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre 0s usos medicinais da espécie: considerando a indicacdo/doenca € a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesakd umi kuaapy ipyahtiva ambue poha kuaapy ojeipuriiva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Lobo Guara

Nome popular: lobo guaré.

Nome cientifico: Chrysocyon brachyurus.

InformagBes gerais: mamifero que esta
ameacado de extin¢do. Ocorre em savanas
e areas abertas no centro do Brasil,
Paraguai, Argentina e Bolivia, sendo um
animal tipico do Cerrado.

Jaguarundy

Téra: Jaguarundy.

Tera Arandukuaa: Chrysocyon
brachyurus.
Marandu: Jaguarundy ndetopaveima niire

ko mymba oiko ambue tetame.

Maned wolf

Nome popular: lobo guara

Nome cientifico: Chrysocyon
brachyurus

Informac0es gerais: € um mamifero que
estd ameacado de extingdo. Ocorre em
savanas e areas abertas no centro do Brasil,
Paraguai, Argentina e Bolivia, sendo um

tipico animal do Cerrado.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicacdo/doenca Parte utilizada Modo de utilizagdo S/D com estudos
Mba’asy Mba’e reipuru Mba’eicha reipuruta farmacoldgicos
Indication/disease Part of the animal used Directions for use Mbo’epy poha
S/D with other studies
Fortificante infantil Osso do pé Tomar o cha -
Mitd omombarete hagué Py kangue He’u ytakure -
Fortifying child Foot bone Have tea -

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicacdo/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesakd umi kuaapy ipyahtiva ambue poha kuaapy ojeipuriva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Macaco prego

Nome popular: macaco prego, micos-de-
topete.

Nome cientifico: Sapajus apela.
InformagGes  gerais:  primata  com
ocorréncia na América do Sul, desde
regibes amazonicas até o sul do Paraguai e

norte da Argentina.

Ka’i
Téra: ka’i
Téra Arandukuaa: Sapajus apela.
Marandu: Ka’i retopa ko America do

Sulpe, opaichgua retdme.

Tufted capuchin

Popular name: monkey nail, monkey-tufted
Scientific name: Sapajus appeals

General information: It is a primate with
occurrence in  South America, from
Amazonian regions, to southern Paraguay

and northern Argentina.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicacdo/doenca Parte utilizada Modo de utilizagdo S/D com estudos
Mba’asy Mba’e reipuru Mba’eicha reipuruta farmacoldgicos
Indication/disease Part of the animal used Directions for use Mbo’epy poha
S/D with other studies
Fechar a cabeca do recém- Cranio Lavar a cabeca com a agua -
nascido fervida do crénio
Ombotu hagud mita aka Akéangue Embopupu ka’i akangue ha -

Close the head of the newborn

ejohei mitd aka

Skull Wash the head with the boiled

water of the skull

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicacdo/doenca e a parte utilizada.

Heipy: Kuaapy omohesaka umi kuaapy ipyahiva ambue pohd kuaapy ojeipurtiva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.

Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.

55



Onca pintada

Nome popular: onga-pintada, jaguar, onca-
preta.

Nome cientifico: Panthera onca.
Informacdes gerais: mamifero carnivoro
considerado o terceiro maior felino do

mundo sendo encontrado nas Américas.

Jaguarete

Téra: Jaguarete, Jaguarete hii
Téra Arandukuaa: Panthera onca.
Marandu: Jaguarete etopata opachaigua

retdme America do Sulpe.

Jaguar

Popular name: jaguar, black jaguar
Scientific name: Panthera onca

General Information: It is a species of
carnivorous mammal being considered the
third largest feline in the world being found
in the Americas.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicacdo/doenca Parte utilizada Modo de utilizagdo S/D com estudos
Mba’asy Mba’e reipuru Mba’eicha reipuruta farmacologicos
Indication/disease Part of the animal used Directions for use Mbo’epy poha
S/D with other studies
Febre e dores musculares Banha/gordura Passar como pomada -
Nhandy Epopychy -

Rete rasy ha akdnundu
Fever and muscle aches Bath/fat To pass as ointment -

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicagdo/doenga e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesakd umi kuaapy ipyahtiva ambue poha kuaapy ojeipurava umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Ovelha

Nome popular: ovelha.

Nome cientifico: Ovis aries.

InformacGes gerais: mamifero ruminante
bovideo, que habita quase todos os lugares
do mundo, podendo ser selvagem ou

domesticado.

Ovecha

Téra: Ovecha
Téra Arandukuaa: Ovis aries.

Marandu: Oecha ho’u kapi’i opachaigua
retdme etopata ko yvyari.

Sheep

Popular name: sheep,

Scientific name: Ovis aries
General information: it is a bovine
ruminant mammal, that inhabits almost all
the places of the world, being able to be

wild or domesticated.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicacéo/doenca Parte utilizada
Mba’asy Mba’e reipuru
Indication/disease Part of the animal used

Modo de utilizagdo
Mba’eicha reipuruta
Directions for use

S/D com estudos
farmacoldgicos

Mbo’epy poha
S/D with other studies

Fratura de 0ssos e tor¢ao Banha/gordura Passar e fazer massagem
Kangue jeka Nhandy Embohasa ha epopychy
Fracture of bones and torsion Bath/fat Pass and do massage

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicacdo/doenca e a parte utilizada.

Heipy: Kuaapy omohesakd umi kuaapy ipyahiiva ambue poha kuaapy ojeipuriiva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.

Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Paca

Nome popular: paca.

Nome cientifico: Cuniculus paca ou Agouti
paca.

InformagOes gerais: roedor encontrado
na América do Sul, desde a Bacia do Rio
Orinoco até o Paraguai, habitando matas
tropicais, preferencialmente perto de lagos,

rios ou riachos.

Akutipai

Téra: Akutipai.

Téra Arandukuaa: Cuniculus paca ou
Agouti paca.

Marandu: ko mymba retopa opacihagua
retdme ko America do Sulpe.

Lowland paca

Popular name: Lowland paca.

Scientific name: Cuniculus paca or Agouti
paca

General information: It is a species of
rodent found in South America, from the
Orinoco River Basin to Paraguay,
inhabiting tropical forests, preferably near

lakes, rivers or streams.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicagédo/doenca Parte utilizada Modo de utilizagéo S/D com estudos

Mba’asy Mba’e reipuru Mba’eicha reipuruta farmacologicos

Indication/disease Part of the animal used Directions for use Mbo’epy poha

S/D with other studies
Bronquite Banha/gordura Tomar a banha frita -
Pyti’a chia Nhandy He’u inhandy -
Bronchitis Bath/fat Take the fried bath -
Diabetes, dor nos rins, dor no Amargoso/fel Colocar o fel na cachaca e tomar -
coracao todo dia

Py’ard Py’ard emoi ytatare ha he’u -

Tuguy mba’asy, fie’a rasy,
Diabetes, kidney pain, heart pain Bitter/gall Put the gall in the cachaca and -
drink every day

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicagdo/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesakd umi kuaapy ipyahtiva ambue poha kuaapy ojeipuriiva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Porco-espinho
Nome popular: porco-espinho.
Nome cientifico: Coendou prehensilis.
Informagdes gerais: roedor ameacgado de
extingdo, habita a Europa, Africa, Asia e

toda a América.

Kure kui’i
Téra: Kure Kui’i
Téra Arandukuaa: Coendou prehensilis
Marandu: ko mymba nderetopavei aimete

opa.

Brazilian porcupine
Popular name: porcupine
Scientific name: Coendou prehensilis
General Information: It is a rodent that is
threatened with extinction, it lives in
Europe, Africa, Asia and throughout

America.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicacdo/doenca Parte utilizada Modo de utilizagdo S/D com estudos
Mba’ay Mba’e reipuru Mba’eicha reipuruta farmacolégicos
Indication/disease Part of the animal used Directions for use Mbo’epy poha
S/D with other studies
Alcoolismo Banha/gordura Ingerir seu 6leo com salada -
Nhandy He’u nhandy tembi’tire -
Ka’ureko
Alcoholism Bath/fat Ingest your oil with salad -

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicacdo/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesaka umi kuaapy ipyahuva ambue poha kuaapy ojeipuriva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Quati

Nome popular: quati, tamandua palito.
Nome cientifico: Nasua nasua.
Informacdes gerais: mamifero que habita
predominantemente as  selvas  sul-

americanas e parte meridional da América.

Kuati
Téra: Kuati, chi’y.
Téra Arandukuaa: Nasua nasua.
Marandu: opaicha retdme retopata ko

mymba.

South American coati

Popular name: porcupine, anteater
Scientific name: Nasua nasua

General information: It is a mammal that
inhabits  predominantly  the  South
American jungles and the southern part of

America.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicacdo/doenca Parte utilizada Modo de utilizacdo S/D com estudos
Mba’asy Mba’e reipuru Mba’eicha reipuruta farmacoldgicos
Indication/disease Part of the animal used Directions for use Mbo’epy poha
S/D with other studies
Coalho virado Banha/gordura Fritar a banha e dar para crianca -
tomar
Nhandy Eme’€ mitdme ho’u hagua -
Kambyryrujére
Overturned rennet Bath/fat Fry the bath and give to child to -
take

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicagdo/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesaka umi kuaapy ipyahiva ambue pohd kuaapy ojeipuriva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Sucuri

Nome popular: sucuri-amarela, anaconda,
arigbdia, boiacu, boicu, boiguagu, boiuna,
sucuriju, sucuriu e vibordo.

Nome cientifico: Eunectes notaeus.
Informacdes gerais: cobra que vive nas
florestas e matas tropicais da América do
Sul.

Mboi pe sa’yju
Téra: mboi pesa’yju.
Tera Arandukuaa: Eunectes notaeus.
Marandu: ka’aguy tuichava oiko mboi pe

sa’yju ko America do Sulpe.

Yellow anaconda

Popular name: yellow-sucker, anaconda,
arigbdia, boiacu, boigu, boiguacu, boiuna,
sucuriju, sucuriu and vibordo.

Scientific name: Eunectes notaeus

General Information: snake that lives in the
forests and tropical forests of South

America.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowé
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicacdo/doenca Parte utilizada Modo de utilizagdo S/D com estudos
Mba’asy Mba’e reipuru Mba’eicha reipuruta farmacoldgicos
Indication/disease Part of the animal used Directions for use Mbo’epy poha
S/D with other studies
Manchas na pele e machucaduras Banha/gordura Passar 1 vez ao dia como pomada -
até os machucados sumirem
Pire mard ha hungare Nhandy Embohasa ha popychy opahape -
hunga
Skin patches and bruises Bath/fat Pass once a day as an ointment -
until the bruises disappear
Febre, dor de cabeca, fortificante Banha/gordura Tomar a banha frita -
infantil
Nhandy Nhandy ho’u ara -
Akénundu, aka rasy, mitad
omombarete pora
Ever, headache, infant fortifier Bath/fat Take the fried bath -

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicagdo/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesakd umi kuaapy ipyahtiva ambue poha kuaapy ojeipuriiva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Tatu-galinha

Nome popular: tatu-galinha, tatu-
verdadeiro, tatu-de-folha, tatu-veado e
tatueté.

Nome cientifico: Dasypus novemcinctus L.

InformagOes gerais: encontrado  dos

Estados Unidos, norte da Argentina e
Brasil, habita diversos tipos de habitat
mata  atlantica,

incluindo  cerrados,

pastagens e areas agricolas.

Tatu

Téra: Tatu

Téra Arandukuaa: Dasypus novemcinctus

Marandu: ko mymba retopa

Americape, opaichagua kaavoty oime.

ko

Nine-banded armadillo

Popular name: armadillo, true armadillo,
armadillo, armadillo and armadillo

Scientific name: Dasypus novemcinctus L.
General information: found from the
United States to the North of Argentina and
Brazil, inhabits several habitat types
including Cerrados, Atlantic Forest and

pastures and agricultural areas.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicagédo/doenca Parte utilizada Modo de utilizagéo S/D com estudos
Mba’asy Mba’e reipuru Mba’eicha reipuruta farmacoldgicos
Indication/disease Part of the animal used Directions for use Mbo’epy poha
S/D with other studies
Gripe e tosse Rabo Colocar o rabo do tatu no nariz -
Mba’asy po’i Ruguai Tatu ruguai emoi itire -
Flu and cough Tail Put the arm of the armadillo in -
the nose
Feridas, inchago Banha/gordura Fritar a banha, depois de fria -
passar na ferida
Kuare, ai, ruru Nhandy Nhandy embohasa kuarépe -
Wounds, swelling Bath/fat To fry the lard, after cold to pass -
in the wound

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre 0s usos medicinais da espécie: considerando a indicacdo/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesakd umi kuaapy ipyahiiva ambue poha kuaapy ojeipuriiva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Teil
Nome popular: teil, lagartiu, teju, tegu,
jacuraru, jacuaru, jacuruaru, jacruaru e
caruaru.
Nome cientifico: Tupinambis sp.
InformacGes gerais: réptil que esta entre os
maiores lagartos do mundo, nativo da
América do Sul.

Teju
Téra: Teju.
Téra Arandukuaa: Tupinambis sp.

otyryryva

ko’apegua voi ha ituicha irapicha pa’iime.

Marandu: ko  mymba

Tegus lizard

Popular name: teil, lagartiu, teju, tegu,
jacuraru, jacuaru, jacuruaru, jacruaru and
caruaru

Scientific name: Tupinambis sp.
General information: It is a reptile, which
comprises the largest lizards in the world
and covers seven species, all native to

South America.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicagédo/doenca Parte utilizada Modo de utilizagéo S/D com estudos
Mba’asy Mba’e reipuru Mba’eicha reipuruta farmacologicos
Indication/disease Part of the animal used Directions for use Mbo’epy poha
S/D with other studies
Bronquite Banha/gordura Tomar a banha frita -
Pyti’a chia Nhandy He’u nhandy chyryry -
Bronchitis Bath/fat Take the fried bath -
Tumores e feridas na pele Banha/gordura Fritar a banha, depois de fria -
passar na ferida
Ai, kuare ha mbore pire Nhandy Echyryry nhandy hapei epopychy -
kuarere
Tumors and sores on the skin Bath/fat To fry the lard, after cold to pass -
in the wound

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicagdo/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesakd umi kuaapy ipyahtiva ambue poha kuaapy ojeipuriiva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Urubu-de-cabeca-preta

Nome popular: urubu-de-cabeca-preta.
Nome cientifico: Coragyps atratus.
Informacdes gerais: € uma ave de rapina,
encontrada na regido central dos Estados
Unidos e em toda a América do Sul.

Yryvu hi

Tera: Yryvu hi
Téra Arandukuaa: Coragyps atratus.
Marandu: guyra ituichava retopa Estados

Unidospe pa’time ha America do Sulpe

Black Vulture

Popular name: Black-headed buzzard
Scientific name: Coragyps atratus.
General Information: It is a bird of prey,
found in the central region of the United

States, and throughout South America.
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicacdo/doenca
Mba’asy
Indication/disease

Parte utilizada
Mba’e reipuruta
Part of the animal used

Modo de utilizagdo
Mba’eicha reipuruta
Directions for use

S/D com estudos
farmacoldgicos

M/D Mbo’epy poha
S/D with other studies

Problemas de visao

Tesa mba’asy
Vision problems

Banha/gordura
Nhandy

Bath/fat

Passar a banha ao redor do olho
Embohasa nhandy tesa jerére

Pass the lard around the eye

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre 0s usos medicinais da espécie: considerando a indicacdo/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesakd umi kuaapy ipyahiiva ambue poha kuaapy ojeipuriiva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Urutau

Nome popular: mée-da-lua, emenda-toco,
ave fantasma.

Nome cientifico: Nyctibius griseus.
InformagGes gerais: presente em todo o
Brasil, a ave, por seu canto, figura entre
varias lendas. A lenda mais conhecida é
sobre Nheambid, filha do poderoso cacique

guarani.

Urutau

Téra: Urutau, guaimingue.
Téra Arandukuaa: Nyctibius griseus.
Marandu: Brasilpe retopata opavavé reda

rupi.

Common Potoo

Popular name: mother-of-the-moon, senda-
toco, ghost bird

Scientific name: Nyctibius griseus

General information: present throughout
Brazil, the bird, by its song, figure among
several legends. The best-known legend is
about Nheambid, daughter of the powerful

Guarani cacique
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Conhecimento Tradicional Guarani e Kaiowa
Guarani ha Kaiowa Kuaapytee
Traditional Knowledge Guarani and Kaiowa

Indicacdo/doenca
Mba’asy
Indication/disease

Parte utilizada
Mba’e reipuru
Part of the animal used

Modo de utilizagdo
Mba’eicha reipuruta
Directions for use

S/D com estudos
farmacoldgicos

M/D Mbo’epy poha
S/D with other studies

Problemas de visao

Tesa mba’asy
Vision problems

Banha/gordura
Nhandy

Bath/fat

Passar a banha ao redor do olho
Embohasa nhandy tesa jerére

Pass the lard around the eye

Legenda: S/D = Estudos que relatam descobertas semelhantes (S) ou diferentes (D) sobre os usos medicinais da espécie: considerando a indicacdo/doenca e a parte utilizada.
Heipy: Kuaapy omohesaka umi kuaapy ipyahuva ambue poha kuaapy ojeipuriiva umi mymbaré mba’asy re vore ojepuru kuaa.
Legend: Studies reporting similar (s) or different (d) findings on the medicinal uses of a species. # means it was not found.
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Consideracoes finais

Este livro trouxe o registro, pela

primeira vez, de uma riqueza de
conhecimentos medicinais tradicionais
do povo indigena Guarani e Kaiowa do
estado do Mato Grosso do Sul, Brasil, que
pode agora ser utilizado para a propria
manutencdo cultural e compartilhado
com todos 0s outros povos.

E importante ressaltar que 0
conhecimento medicinal dos animais
apresentados nesse livro, é parte de uma
cultura e ndo pode ser extraido direta e
isoladamente para ser aplicado por
outros, sem a compreensdo dos aspectos
subjetivos intrinsecos do povo Guarani e

Kaiowa. Embora seja muito provavel a

Informasioén

Ko kuatia ojehaipire oguereu ha

omohesakd umi kuaapytee Guarani
Kaiowa mba’e, Mato Grosso do Sul,
Brasil.

Ko’a kuaapytee tekotevé eipuru kuaa,
ko kuaapy oime guarani kaiowa poguype,
heta ara ohasa ikatu hagud oikuaa ko’a
kuaapy.

Yvypora kuéra tekotevé omanha pora
ko’a kuaapy ikatu otopa opa mba’e umi
mymbare, ka’avore upeicha oikuaaveta
opa mba’e kuaapy oi ko yvyre.

Yma guive ambue re’yi oguereko
ikuaapy mba’ichapa oipuruta umi mymba

pohard rapicha oiko kuaa opaichagua

mymba. Ikatu rofiangareko kuaa ka’avoty

Final considerations

This book records, for the first time, the
rich traditional knowledge of the indigenous
Guarani and Kaiowa people from the state
of Mato Grosso do Sul, Brazil, to be used
for cultural preservation and shared with
others.

It is important to highlight that the
medicinal knowledge of the animals
presented in this book is part of a culture
and should not be extracted directly and out
of context without the subjective knowledge
of the Guarani and Kaiowa people.
Although the existence of biologically
active substances that affect the indicated
targets is likely, the cultures include other

ritualistic elements in the healing processes.
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existéncia de substancias ativas nas
indicacdes de uso, a cultura insere outros
elementos ritualisticos no processo de
cura. Nesse livro estes animais sdo
apresentados como fontes medicinais,
mas eles tém diversos outros significados
na cultura.

Estudos farmacologicos tém se
somado ao conhecimento tradicional do
povo indigena, acumulado ao longo de
sua histdria, e acrescentado a humanidade
possibilidades terapéuticas para doencas
que afligem as sociedades. Igualmente,
poderdo também desvendar toxicidades
que ainda séo desconhecidas.

A possibilidade de uso milenar desses
recuros animais vem também da
sabedoria do povo indigena de viver de
forma harménica com o0s animais.

Conservar a biodiversidade, bem como

ka’avore rapicha kuéra ojeresareko yvyre.

Toguata  jaipuru  kuaapy  hérava

zooterapica rofiangareko kuaa tekohare

ikatu yvypora oiko pordme!

In this book, animals are presented as
medicinal sources, but they also carry many
other cultural meanings.

Pharmacological studies have added to
the traditional knowledge of indigenous
people that have accumulated throughout
history, contributing to alternative therapies
for human illnesses. They may also reveal
toxicities that are currently unknown.

The ability to use animal resources stems
from the wisdom of indigenous people to
live in harmony with animals. The
conservation of biodiversity, as well as the
natural elements upon which it depends,
should be the collective choice of all people
of the world. The continuity of the
zootherapeutic practice depends on the
integrity of the environment, which in turn

depends on the integrity of humans.
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todos os elementos naturais dos quais ela
depende, deve ser a escolha coletiva de
todos os povos do mundo. A continuidade
da pratica zooterapica depende da
integridade do ambiente e isto depende da

integridade dos homens!
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Resumo

O diabetes é uma das maiores epidemias globais. Estima-se que até 2035 havera 592
milhdes de pessoas diabéticas no mundo. A biodiversidade brasileira e o conhecimento
dos povos tradicionais tém contribuido para o tratamento de varias doencas, incluindo
diabetes. O cha de abelhas Apis mellifera é utilizada por indigenas brasileiros para tratar
a diabetes, e este conhecimento tradicional precisa ser registrado e investigado. O
objetivo deste estudo foi registrar o uso e avaliar a atividade antioxidante, anti-
hiperglicémiante e antidiabética do cha de abelhas de Apis mellifera, que é utilizado
pelos indigenas Guarani e Kaiowa para o tratamento do diabetes. Entrevistas semi-
estruturadas foram realizadas com indigenas Guarani e Kaiowa, do Estado de Mato
Grosso do Sul, buscando identificar as espécies animais utilizadas para fins medicinais.
Para os procedimentos experimentais, foi utilizado cha preparado com abelhas Apis
mellifera maceradas. Ensaios in vitro foram realizados para avaliar a atividade
antioxidante na eliminacdo direta de radicais livres, ha protecdo contra a hemdlise
oxidativa e na peroxidagao lipidica foram avaliadas em eritrécitos humanos e o potencial
de inibir a formacdo de produtos finais de glicagdo avancada (AGEs). In vivo,
camundongos Swiss machos normoglicémicos tratados com cha de Apis mellifera
(AmT) foram submetidos ao teste oral de tolerancia a glicose e comparados com grupos
controle e tratados com metformina. Os camundongos diabéticos induzidos por dieta
foram tratados durante 21 dias com AmT e avaliados quanto aos niveis de glicemia e
malondialdeido no sangue, figado, sistema nervoso e olhos. Durante as entrevistas, os
indigenas descreveram o uso do cha de abelha Apis mellifera para o tratamento do
diabetes. Em ensaios in vitro, o AmT mostrou atividade antioxidante direta e reduziu a
hemdlise oxidativa e a producédo de malondialdeido em eritrécitos humanos. O AmT
inibiu a formacédo de AGEs pelas vias de albumina-frutose e produtos metilglioxal. In
vivo, apos sobrecarga oral de glicose, camundongos normoglicémicos tratados com
AmT reduziram a hiperglicemia em todos os tempos avaliados até 180 min. A AmT
também reduziu os niveis de hiperglicemia e malondialdeido no sangue, figado, sistema
nervoso e olhos de camundongos diabéticos para niveis semelhantes aos dos
camundongos tratados com metformina e controles normoglicémicos. Em sintese, o cha
de abelha Apis mellifera apresentou atividade antioxidante, anti-hiperglicémica e

antidiabética, reforgando a indicagdo do conhecimento indigena Guarani e Kaiowa.

Palavras-chave: Povos indigenas; estresse oxidativo; peroxidacao lipidica; diabetes;

zooterapia.



Introducéo

No Brasil, espécies de animais sdo usadas na medicina tradicional por
varias comunidades como por exemplo as comunidades indigenas [1], e grande
parte desse conhecimento ainda néo foi cientificamente descrito ou comprovado
[2]. O conhecimento zooterapéutico das etnias Guarani e Kaiowa, localizadas na
regidao centro-oeste do Brasil, ainda ndo foi muito investigado.

Assim, registramos o conhecimento zooterapico das etnias Guarani e
Kaiowa que descreveram o0 uso do cha de abelhas Apis mellifera para o
tratamento de diabetes. Pesquisas sobre zooterapia sdo muito importantes para
a manutencao cultural e investigacdes dos seus efeitos farmacoldgicos [1,2,3].

Substancias apicolas tém sido usadas desde a antiguidade para diversos
fins terapéuticos [4]. Exemplos incluem o uso de mel no tratamento de feridas e
gueimaduras [5,6], a propolis como agente antioxidante e antitumoral [7,8] e 0
veneno de abelha para a reducéo de complicac6es decorrentes do diabetes, que
€ um efeito mediado por diminuicdo da hemoglobina glicada [9]. Além disso,
alguns componentes isolados do veneno de abelha, como a melitina, tém efeitos
anti-inflamatorios e anti-carcinogénicos [10,11], e o triptofano suprime a elevagéo
da glicose e preserva a secrecdo de insulina das células B [12], sendo
considerado um novo marcador associado ao risco reduzido de diabetes [13].

Neste contexto, varios produtos derivados de abelhas tém sido utilizados
na prevencdo e tratamento de doencas relacionadas ao estresse oxidativo e
diabetes [14,15,16]. Os antioxidantes sdo capazes de melhorar diretamente o
sistema de defesa endbégena [17] e modular os sistemas enzimaticos [18, 19]

envolvidos na reducdo de espécies reativas, especialmente as espécies reativas



de oxigénio (EROs). Essas atividades acabam por impedir o dano celular
resultante da peroxidacéo lipidica da membrana celular [20], a oxidacdo dos
receptores hormonais [21] e alteragBes no material genético [22], que podem
levar a danos sistémicos irreversiveis, como nefropatia [23], retinopatia. [24] e
neuropatia periférica [25]. Essas complicagbes, além de sua relevancia
individual, sdo agravadas no contexto do diabetes [26, 27].

Estima-se que a prevaléncia global da diabetes aumente de 382 para 592
milhdes de pessoas entre 2013 e 2035 [28] devido a fatores como
envelhecimento, sedentarismo, habitos alimentares e obesidade. A obesidade
esta associada ao aumento da producéo de EROs [29, 30], e é um dos principais
fatores de risco para o desenvolvimento de diabetes tipo 2, que € caracterizada
por resisténcia a insulina e homeostase glicémica desequilibrada [31,32,33].

Assim, compostos com propriedades antioxidantes podem ser uma
alternativa terapéutica, pois podem reduzir o estresse oxidativo, a hiperglicemia
e as complicacdes do diabetes [26,34,35].

Nessa perspectiva, este € o primeiro estudo que descreve e avalia a
atividade antioxidante, anti-hiperglicémica e antidiabética do cha de abelha Apis
mellifera utilizado pelos indigenas Guarani e Kaiowa para o tratamento do

diabetes.

Materiais e Métodos

Conhecimento zooterapico

Entrevistas semi-estruturadas (S1 Texto) foram realizadas para registrar
informacbes sobre as espécies e recursos animais utilizados na medicina

tradicional dos povos indigenas das etnias Guarani e Kaiowa que vivem no
4



estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. Foram entrevistados vinte (20) estudantes
da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD, Dourados, Brasil)
pertencentes as etnias Guarani e Kaiowa (autorizadas pelo Comité de Etica para
pesquisa envolvendo seres humanos da UFGD sob o n° 1.858.827).

As etnias Guarani e Kaiowa estao distribuidas em 21 dos 79 municipios
do Mato Grosso do Sul; juntos, eles representam uma populacdo estimada de

42.000 e representam a segunda maior populacado indigena do Brasil.

Preparacao do Cha

As abelhas da espécie Apis mellifera foram capturadas de suas colmeias
no apiario da Faculdade de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal da
Grande Dourados e imediatamente congeladas para evitar alteracdes
metabolicas. O cha foi preparado de acordo com as informacgdes obtidas nas
entrevistas: dez abelhas foram maceradas e colocadas em 10 mL de agua
guente (aproximadamente 100 °C), o que corresponde a aproximadamente 0,1
g de abelhas por mL de agua, por 10 min. Apés este periodo de infuséo, o cha
de Apis mellifera (AmT) foi filtrado (filtro de papel Whatman, grau 40) e mantido

a 10°C no refrigerador até o uso, que nao foi mais do que 48 h apds a preparacao.

HPLC

O AmT foi analisado por CLAE (Shimadzu), com duas bombas LC-20AD,
auto-injetor SIL-20A, detector de arranjo de diodos SPD-M20A (DAD),
controlador CBM-20A e forno CTO-20A. O cromatégrafo foi acoplado a um
espectrometro de massa microTOFIII (Bruker Daltonics) com fonte de ionizag&o
por eletrospray e analisador de tempo de voo quadrupolar (Q-TOF). A coluna

cromatografica utilizada foi Kinetex C-18 (150 x 2,1 mm, Phenomenex), acoplada
5



a uma pré-coluna com o mesmo material. A fase movel foi composta por
acetonitrila (B) e agua desionizada (A), ambas contendo 1% de acido férmico (v
/ v) sob vazéo de 0,3 ml / min e temperatura do forno de 50 °C. O método do
gradiente aplicado foi: 0 = 2 min: 3% B (isocratico), 2 = 25 min. 3 a 25% de B, 25
- 40 min. 25 a 80% B e 40 £+ 43 min. para 80% B (isocratico). Seguido de lavagem
e recondicionamento da coluna. A férmula molecular de cada composto foi

determinada com base no erro de até 5 ppm e mSigma abaixo de 30.

Atividade de captura de radicais livres ABTS

A atividade antioxidante foi determinada in vitro, pela eliminacdo de
radicais livres de 2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico) (ABTS),
como descrito anteriormente por Larrauri et al., [17]. Para este proposito, 0 AmT
foi utilizado nas concentracdes de 5, 50, 100, 500 e 1.000 pg/mL. Um total de 20
uL de cada concentracdo de AmT foi misturado com 1980 puL de ABTS. Os
padrbes de acido ascorbico e butil-hidroxitolueno (BHT) foram preparados nas
mesmas concentracdes utilizadas para o AmT, e trés experimentos
independentes foram realizados em duplicata. Apds 6 min, a absorvancia foi
registada a 734 nm com um espectrofotometro UV/VIS (PG instruments, Ltd.). A
porcentagem de inibicdo do radical ABTS foi calculada de acordo com a equacao
1:

Atividade de inibicao (%) = (1 — Abs amostra/Abs controle) x 100 Q)

Atividade de captura de radicais livres DPPH
A atividade de captura de radicais livres foi determinada pelo ensaio de

2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), como descrito anteriormente por Gupta e
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Gupta [36], com algumas modificacoes. A atividade de captura de radicais dos
extratos foi avaliada por meio de uma série de diluicdes, que envolveu a mistura
de 1,8 mL de solug¢do de DPPH (0,11 mM DPPH em etanol a 80%) com 0,2 mL
de AmT (5 + 1000 pg / mL). Ap6s 30 min, os radicais DPPH restantes foram
guantificados por absor¢ao a 517 nm. A absorbancia de cada concentragcédo do
AmT foi subtraida da absorbancia das amostras com solu¢cao de DPPH. O acido
ascorbico e o butil-hidroxitolueno (BHT) foram utilizados como antioxidantes de
referéncia. Os testes foram realizados em duplicata em trés experimentos
independentes. A solugdo de DPPH sem a amostra testada foi usada como
controle. A percentagem de inibicdo foi calculada a partir do controle com a
seguinte equacao 2:

Atividade de inibicdo (%) = (1 — Abs amostra/Abs controle) x 100  (2)

Hemolise oxidativa induzida por AAPH

O procedimento experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos da UFGD (autorizacdo n °
1.627.746). A capacidade do AmT em proteger contra a hemalise oxidativa foi
avaliada através da hemdlise induzida pelo agente oxidante dicloridrato de 2,2'-
azobis (2-metilpropionamidina) (AAPH) [37]. Quinze mililitros de sangue
periférico humano de um unico individuo adulto saudavel foram coletados. O
sangue foi centrifugado a 2.000 rpm e o plasma e a camada de leucdcitos foram
descartados. Os eritrocitos foram lavados trés vezes em NaCl a 0,9% e apoés a
lavagem, foi preparada uma suspenséao de eritrocitos a 10% em NacCl a 0,9%.
Posteriormente, o material foi incubado a 37°C por 30 min em tubos de ensaio
na presenca de diferentes concentracfes de &cido ascorbico ou AmT (50, 100,
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500, 1000 pg/ml). Subsequentemente, 0,9% de NaCl ou 50 mM de AAPH foram
adicionados para avaliar a capacidade hemolitica e a inibicdo da hemolise
oxidativa, respectivamente. As amostras foram mantidas a 37°C por 240 min com
agitacdo periodica. Trés experimentos independentes foram realizados em
duplicata. A porcentagem de hemdlise foi determinada medindo a absorvancia a
540 nm e usando a Eq 3:

Hemolise (%) = (Abs amostra/Abs hemdlise total) x 100 3)

Niveis de MDA em eritrécitos humanos

Os ensaios de peroxidacao lipidica foram realizados com suspensdes de
eritrocitos a 10%. Os eritrécitos foram incubados a 37 °C por 30 min na presenca
de diferentes concentracfes de acido ascorbico ou AmT (50, 100, 500, 1000 ug
/ ml). Posteriormente, AAPH 50 mM foi adicionado a solucdo de eritrocitos e
incubado a 37°C por 4 h com agitagcédo periodica. Apos este periodo de tempo,
as amostras foram centrifugadas a 2.000 rpm e aliquotas de 500 pL do
sobrenadante foram transferidas para tubos contendo 1 mL de acido
tiobarbitirico (TBA) 10 nmol. Como padrdo, 500 uL de solucdo de
malondialdeido (MDA) 20 uM foram adicionados a 1 mL de TBA. As amostras
foram incubadas a 96°C durante 45 min. Em seguida, 4 mL de alcool n-butilico
foram adicionados e centrifugados a 2.000 rpm. A absorvancia dos
sobrenadantes foi medida a 532 nm. Dois experimentos independentes foram
realizados em triplicata. A concentracdo de MDA nas amostras € expressa em
nmol / mL e foi obtida da Eq 4:

MDA = Abs amostra x (20 x 220.32/Abs controle) 4)



Teste oral de tolerancia a glicose em camundongos
normoglicémicos

Todos os procedimentos experimentais em animais foram submetidos e
aprovados pelo Comité de Etica em Uso Animal da UFGD (autorizagdo n°
25.2016) e realizados de acordo com as normas do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). O teste oral de tolerancia a
glicose (OGTT) foi realizado apds 12 horas de jejum em 15 camundongos Swiss
machos normoglicémicos, pesando entre 55 e 60 g. Os camundongos
receberam agua, metformina (100 mg / kg de peso corporal) ou AmT (200 mg /
kg de peso corporal), respectivamente, formando os seguintes grupos: (1)
Controle, (2) Metformina e (3) AmT. Apoés 30 min de tratamento, 0s
camundongos receberam sobrecarga de glicose por gavagem (2 g / kg de peso
corporal). Nos tempos 0, 30, 60, 90, 120 e 180 min apds a administracdo de
glicose, a glicemia dos camundongos foi medida usando sangue venoso caudal

[38] usando o medidor de glicose Accu-chek Active (Roche) e tiras especificas.

Avaliacao da glicemia e dos niveis de MDA tecidual em
camundongos diabéticos

Camundongos machos Swiss normoglicémicos com 60 dias de idade
foram mantidos sob temperatura controlada (22 + 2 °C) num ciclo escuro de 12
horas luz e 12 horas escuro com livre acesso a comida e 4gua.

Os camundongos foram alimentados por 120 dias com uma dieta controle
(racdo padrdo Labina para roedores) ou uma dieta de alto teor caldrico para a

inducao de hiperglicemia [32]. Apés este periodo, os niveis de glicose no sangue
9



foram medidos usando o dispositivo Accu-chek Active (Rochel) e tiras de teste
de glicose especificas. Camundongos hiperglicémicos (glicemia = 200 mg/dL)
alimentados com dieta hipercalérica foram divididos aleatoriamente (n=5 por
grupo) e tratados por 21 dias com agua (Grupo D-Controle), 100 mg/kg de peso
corporal (Grupo D-Metformina), ou 200 mg/kg de peso corporal de AmT (Grupo
D-AmT). Camundongos normoglicémicos com dieta controle e 4gua formaram o
Grupo ND-Controle (n = 5).

No final do tratamento, o nivel de glicose no sangue dos camundongos foi
medido novamente. Os camundongos foram entdo anestesiados e
eutanasiados. O sangue arterial foi coletado por puncéo cardiaca, e o figado, o
sistema nervoso e os olhos foram coletados para a medigdo do MDA por um
método adaptado de [39]. Amostras de sangue arterial e tecidos foram
homogeneizados com KCI 1,15% (cloreto de potassio) e centrifugados a 3.000
rpm por 10 min. Em seguida, 500 uL do sobrenadante da amostra ou 500 pL do
padrdo MDA 20 uM foram adicionados a 1 mL de acido tricloroacético a 10%
(TCA) e 1 mL de &cido tiobarbiturico (TBA) 10 nmol e incubados a 96 °C por 45
min.

Depois de resfriar durante 15 min em banho de gelo, adicionaram-se 3 mL
de alcool n-butico e a mistura foi agitada em vortex e centrifugada a 3000 rpm
durante 5 min. Subsequentemente, a absorbéncia de 2 mL do sobrenadante foi
medida a 532 nm em espectrofotometro UV / VIS. A concentracdo de MDA nas

amostras é expressa em nmol/mL e foi obtida da Eq (5):

MDA = Abs amostra x (20 x 220.32/Abs controle) (5)
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Parametros biométricos de camundongos diabéticos. O peso corporal (g),
consumo de agua (mL) e racdo (g) foram avaliados trés vezes por semana
durante os 21 dias de tratamento. Além disso, diferentes depdsitos de tecido
adiposo branco (epididimal, subcutaneo, mesentérico e retroperitoneal) foram

removidos e pesados apés a eutanasia.

Ensaio de inibicdo de glicacao

O potencial de inibir a glicag&o foi realizado considerando a via da frutose
e metilglioxal como descrito por Kiho et al., [40]. Alboumina de soro bovino 8
mg/mL, frutose 0,1 mM e metilglioxal 30 mM foram preparados em tampao
fosfato 0,2 M, pH 7,4, contendo azida de sodio 3 mM, como agente
antimicrobiano. A 30 yL de AmT (1 £ 1000 pg / ml) foi misturado com 135 L de
albumina sérica bovina e 135 pL de frutose ou 135 uL de metilglioxal. A reacéo
de mistura foi incubada a 37°C por 48 horas ou 72 horas (sob condi¢des estéreis
no escuro), para inibicdo da glicacdo frutose ou via glioxal, respectivamente.
Apés este periodo, cada amostra foi examinada para o desenvolvimento de
fluorescéncia usando um leitor de microplacas DTX 800, Beckman (Aex 330 nm
e Aex 420 nm) contra um branco. A quercetina (1 + 1000 ug / mL) foi usada como
padrédo. O controle consistiu em misturar 30 ul de etanol a 80% com 135 uL de
albumina de soro bovino e 135 uL de frutose ou 135 uL de metilglioxal. Trés
experimentos independentes foram realizados em triplicata. A porcentagem de
inibicdo da glicacao foi obtida pela Eq (6) e os valores da ICso foram obtidos por

regressdes ndo lineares da curva concentragdo-resposta.

Inibicao da glicagdo (%) = [1 — (Fluorescencia / Fluorescencia)] x 100  (6)
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Andlises estatisticas

Os resultados sao expressos como as médias + erro padrdo da média. A
andlise de variancia (ANOVA) seguida da analise pds-teste de Student-Newman-
Keuls foi usada para comparacdes multiplas de resultados, e o teste t de Student
foi usado para comparar os resultados de ambos os grupos usando o software

Prism 5 GraphPad. O nivel de significancia foi P <0,05.

Resultados

Conhecimento zooterapico. Nas entrevistas realizadas com vinte

indigenas Guarani e Kaiowa, com idade entre 20 e 40 anos, quanto as espécies
animais utilizadas na medicina tradicional, 30% descreveram o uso do cha de
abelha Apis mellifera para o tratamento do diabetes. Esse uso foi relatado por

individuos com idade entre 30 e 40 anos.

HPLC. 0 AmT foi filtrado e analisado em HPLC-DAD-MS / MS nos modos de

ionizagao positiva e negativa, observamos uma ionizagéo significativa apenas no
modo de ionizacao positiva (S1 Fig) que foi usado para caracterizar o derivado
de triptofano, bem como 16 outros compostos que ainda precisam ser

identificados (Tabela S1).

Atividade antioxidante
Capturaderadicais livres ABTS e DPPH. O AmT apresentou excelente

atividade antioxidante direta com valor de ICso semelhante ao do BHT e maior

do que o do acido ascérbico (Tabela 1).
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Tabela 1. Atividade de captura de radicais livres ABTS e DPPH do cha de abelhas
Apis mellifera (AmT) e dos controles antioxidantes acido ascorbico (AA) e BHT.

ABTS DPPH
Amostra ICs0 Inibicdo Maxima ICs0 Inibicdo Maxima
ug/mL % ug/mL pug/mL % pg/mL
AA 3,39+0,02 | 97,30+0,14 10 4,55 £ 0,05 94,77 £ 0,11 50
BHT 13,12+0,13 | 95,79+ 0,26 50 21,21+0,8 86,77 + 0,18 500
AmT 15,63+ 0,06 | 95,33 +0,68 100 33,74 +£0,8 87,25+0,44 500

ICs0, concentragao necessaria para capturar 50% de ABTS e 50% de radicais livres de DPPH da
reacdo. Os valores sédo expressos como médias + erro padrao da média.

AAPH-Induced Oxidative Hemolysis. A atividade antioxidante do AmT

também foi confirmada pela eliminacéo de radicais livres gerados pela termolise

do AAPH no ensaio em eritrécitos humanos. O AmT reduziu eficientemente a

hemdlise oxidativa dos eritrécitos de maneira dose-dependente, similar a todas

as concentracfes de acido ascorbico (Fig. 1), exceto para 1.000 pg/mL, dose na

qgual o acido ascorbico se comporta como uma substancia pré-oxidante.
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Fig. 1. Hemdlise oxidativa induzida por AAPH. Eritrocitos humanos incubados com

diferentes concentracdes (50-1.000 ug / mL) de acido ascorbico (AA) e cha de abelha
Apis mellifera (AmT) (A) 60, (B) 120 e (C) 180 min apés a adicdo de AAPH. Os valores

sdo apresentados como as médias * erro padrdo da média. * P <0,05; ** P <0,01; e ***

P <0,001 versus amostra de controle.
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Niveis de MDA em eritrocitos humanos. Uma vez confirmada a

protecdo contra a hemodlise oxidativa, investigou-se sua correlagdo com a
reducdo da peroxidacao lipidica, avaliando o marcador malondialdeido (MDA)
em eritrécitos induzidos com AAPH. A figura 2 indica que os eritrécitos incubados
com concentracdes superiores a 100 pg/mL de AmT demonstraram geracéo
reduzida de MDA, semelhante as observacdes em eritrécitos incubados com
acido ascorbico, exceto na maior concentragdo avaliada de 1.000 yg/mL, na qual

0 acido ascorbico demonstra atividade pro-oxidante.
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Fig. 2. Niveis de MDA em eritr6citos humanos. Concentracdo de malondialdeido
(MDA) 180 min ap6s a adicdo do agente oxidante (AAPH) em eritrécitos incubados com
diferentes concentra¢des (50-1.000 mg / mL) de &cido ascoérbico (AA) ou ch& de abelha
Apis mellifera (AmT). Os valores sdo apresentados como as médias + erro padréo da

média. * P <0,05; ** P <0,01; e *** P <0,001 versus amostra controle.

Atividade anti-hiperglicemiante

Teste oral de tolerdncia a glicose em camundongos

normoglicémicos. Apds a sobrecarga oral de glicose, os camundongos



normoglicémicos tratados com AmT apresentaram um pico de hiperglicemia
reduzido apds 30 min e valores de glicose no sangue mais baixos avaliados em
até 180 min em comparagdo com os camundongos controles (Fig. 3A). Essa
reducdo na hiperglicemia sérica também pode ser observada na area sob a
curva, 0 que mostra que a AmT é mais eficiente em comparacdo com o

tratamento de controle metformina (Fig. 3B).
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Fig. 3. Teste oral de tolerancia a glicose em camundongos normoglicémicos. (A)
Variagdo e (B) area sob a curva de glicemia a 0, 30, 60 e 180 min para camundongos
tratados com agua, metformina e AmT apds sobrecarga de glicose. * P <0,05; ** P <0,01;

e *** P <0,001 versus grupo Controle. # P <0,001 versus grupo Metformina.

Atividade antidiabética
Glicemia de camundongos diabéticos. A avaliagdo da glicemia em

camundongos diabéticos induzidos por dieta hipercaldrica no primeiro (1) e
altimo (21) dias de tratamento demonstrou a atividade antidiabética do AmT. A
Figura 4 demonstra que a AmT reduziu a hiperglicemia de ratos diabéticos de

forma semelhante ao tratamento com metformina e ao controle normoglicémico.
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Fig. 4. Glicemia de camundongos diabéticos induzidos por dieta normoglicémica
e hipercaldrica tratados por 21 dias. Glicemia em camundongos dos grupos ND-
Controle (normoglicémico + agua), D-Controle (diabético + agua), D-Metformina
(diabético + metformina) e D-AmT (diabético + AmT) nos dias 1 e 21 do tratamento. Os
valores foram comparados entre os dias 1 e 21 para cada grupo experimental. ** P <0,01

e *** P <0,001 versus dia 1 do respectivo grupo.

Paradmetros biomeétricos de camundongos diabéticos. Os

parametros biométricos avaliados durante o tratamento sdo apresentados na
Tabela 2. Os camundongos diabéticos apresentaram peso corporal reduzido em
comparacao aos animais normoglicémicos, embora ndo tenha sido observada
variacdo no consumo de racdo entre os grupos. O consumo de &agua de
camundongos diabéticos foi aproximadamente 3 vezes maior que o0 de
camundongos normoglicémicos. O tratamento com AmT reduziu a ingestdo de
agua para niveis semelhantes aos dos grupos controle normoglicémico e
metformina. Além disso, uma reducéo do tecido adiposo branco subcutaneo foi
observada em camundongos diabéticos tratados com dgua em comparacao com

camundongos diabéticos tratados com metformina ou AmT ou com
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camundongos normoglicémicos. Os outros depositos avaliados foram

semelhantes entre os grupos investigados.

Tabela 2. Parametros biométricos e consumo de ragcdo e agua de camundongos
nao diabéticos (ND) diabéticos tratados com agua (D-Controle), metformina (D-
Metformina) e cha de abelha Apis mellifera (D-AmT) por 21 dias.

Parametros ND-Controle [D-Controle [D-Metformina|D-AmT
A massa corporal () 59+0,22 |-13,7+0,4° -9,8+0,3° |-13,8+0,3°
Consumo de ragdo (gdia/animal) 4,2 +0,52 3,3+0,42 3,9+0,72 3,9+0,42
Ingesta de agua (mL/dia/animal) 2,7+0,32 8,3+0,7° 2,1+0,42 1,8 +0,42
0,18 + 0,052 |0,23 +£0,062

TAB Subcutaneo (gioo g de massal g 9q 10 g7 | 0,08 +0,02°
corporal)

H a a
TAB MesenterICO (9/100 g de massa 0’68 + 0'153 1,12 + 0,273 O,QGi 0,26 1,23 + 0,31
corporal)
TAB Ep|d|d|ma| (g/lOO g de massacorporab 2,99 + 0,30a 2,09 + 0,41a 1,63 + 0'4961 1,97 + 0’2661
TAB Retroperitonea| (9/100 de massa 0175 + 0,1la 0’71 + 0,08a 0178 * 0120a 0198 x 0’2261
corporal)

A, variac8o da massa corporal entre o inicio e o final do tratamento de 21 dias expresso em%;
TAB, tecido adiposo branco. Letras diferentes indicam P <0,05 entre 0s grupos.

Niveis de MDA no tecido de camundongos diabéticos. Comparado

com camundongos normoglicémicos, camundongos diabéticos tratados com
agua (D-Control) apresentaram niveis aumentados de MDA no sangue arterial
(76%), figado (64%), sistema nervoso (152%) e olhos (142%). (Fig. 5).
Camundongos diabéticos tratados com AmT apresentaram niveis reduzidos de
MDA no sangue (37%), figado (37%), sistema nervoso (48%) e olhos (48%) em
comparacdo ao grupo D-Controle e niveis similares aos dos grupos controle
metformina e normoglicémico (Fig. 5). Nao foram observadas diferencas na

massa relativa dos 6rgéos entre os grupos avaliados.
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Fig. 5. Concentracdo de malondialdeido (MDA) no sangue arterial, figado,

sistema nervoso e olhos de camundongos normoglicémicos e diabéticos. Os

grupos incluem ND-Controle (normoglicEmico + agua), D-Controle (diabético + agua),

D-Metformina (diabético + metformina) e D-AmT (diabético + AmT) apds 21 dias de

tratamento. Os dados s@o apresentados como as médias + erro padrdo da média. * P
<0,05; ** P <0,01; e *** P <0,001 versus grupo D-Controle.

Ensaio de inibicdo da glicacdo. O potencial em inibir a formagdo de

produtos finais de glicacdo avancada (AGES) € apresentado na Tabela 3. O AmT

foi capaz de inibir 53,23% de glicac&o pela via metilglioxal e 98,73% pela via da

frutose.

Tabela 3. Ensaio de inibi¢cdo da glicacéo

Metillglioxal Frutose
Amostra ICs0 inibicdo ICs0 inibicdo
pg/mL % pg/mL pg/mL % pg/mL
Quercetina | 35.57 +0.85 | 80.13 +0.34 100 | 0.31+0.02 | 99.23+0.84 100
AmT 932.63+£0.13 | 53.23+1.54 | 1000 | 111.67 +3.51 | 98.73 +2.82 1000
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O potencial de inibicdo da glicacdo pelas vias metilglioxal e frutose para o controle
Quercetina e AmT. Os valores ICso foram obtidos por regressées néo lineares da curva
concentracao-resposta.

Discussao

O conhecimento tradicional indigena sobre zooterapia € o resultado de
séculos de experiéncias acumuladas e praticas culturais. No entanto, com a
globalizacéo e a interculturalidade, esse conhecimento, que permanece pouco
investigado, esta sendo perdido com o tempo. Sao necessarios registros e
pesquisas cientificas para que as experiéncias acumuladas ao longo dos séculos
nao sejam perdidas, privando assim as geracdes futuras e outras comunidades
desse conhecimento. As pesquisas sobre zooterapia no Brasil € um
desenvolvimento recente [2,41,42], e nenhum estudo sobre o conhecimento das
etnias Guarani e Kaiowda foi realizado. Assim, este estudo contribui para a
manutencdo dessas informagdes e para a revitalizagao cultural, registrando e

avaliando o uso do cha de abelha Apis mellifera para o tratamento do diabetes.

Na caracterizacao de compostos quimicos, o composto 1 apresentou UV
compativel com triptofano e um m/z 188.0706 compativel com o esqueleto
triptofano sem o grupo amonio, assim como 16 outros compostos que ainda
precisam ser identificados. A capacidade de triptofano de reduzir a elevagédo da
glicose no sangue e melhorar a secrecédo de insulina a partir de células 8 [12]
pode ter contribuido para a normalizacao glicémica em camundongos diabéticos
tratados com AmT. A presenca de triptofano no sangue tem sido considerada um
marcador de menor risco de desenvolvimento de diabetes [13]. Para os outros

compostos, observamos duas séries de compostos, compostos 3 e 4 com as
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formulas CisH2209 e CisH24010, respectivamente, ambos sem absor¢do na
regido UV e sem fragmentos de MS/MS. A busca por compostos semelhantes
na literatura ndo retornou resultados. A segunda série é formada pelos
compostos de numero 2, 5 e 17 que tém dois nitrogénios em sua composi¢ao
com aumento do comprimento da cadeia carbbnica (C10 a C20), além de 1 ou 2
oxigénios, nenhum destes compostos também possuem absor¢do na regido no
UV espectro. Novamente, a busca de compostos compativeis na literatura nao
retornou resultados positivos. Diversos autores demonstram a presenca de ceras
na composicao corporal de abelhas e outros insetos, mas estes ndo apresentam
nitrogénio em sua composicao [43, 44]. Acreditamos que ambas as classes de
compostos podem ser novas na literatura; infelizmente, uma caracterizacao

positiva exigira outro trabalho com esse foco.

O estresse oxidativo promove defeitos de secrecao de insulina, diminui a
sensibilidade a insulina nos tecidos periféricos e causa outras complicacdes
associadas ao diabetes, e o controle do estresse oxidativo é util no tratamento
do diabetes [45]. A atividade antioxidante € importante em sistemas biologicos
expostos a excesso de espécies reativas. Por exemplo, as células musculares
cultivadas na presenca de um indutor de EROs mostram captacédo de glicose
reduzida que é superada com o tratamento com substancias antioxidantes [45,
46].

No presente estudo, o AmT mostrou potencial antioxidante, anti-
hiperglicémico e antidiabético. A atividade antioxidante do AmT foi demonstrada
in vitro pela eliminacao direta de espécies reativas ABTS e DPPH, a inibicdo da
peroxidacao lipidica induzida por AAPH e a reducdo da hemdlise oxidativa e

producdo de malondialdeido em eritrocitos humanos. A peroxidagédo de acidos
21



graxos poliinsaturados na membrana celular, que é induzida pelo excesso de
radicais livres [47], causa dano e morte celular [48] e a liberagdo de
malondialdeido (MDA), um derivado da peroxidacdo lipidica [49]. Nossos
resultados sugerem uma sinergia entre compostos com propriedades
antioxidantes obtidos de abelhas totais maceradas em comparacdo com
antioxidantes sintéticos, acido ascoérbico e BHT. Recentemente, [50] observaram
gue o veneno de abelha Apis mellifera iberiensis tinha atividade antioxidante,
mas nao puderam atribuir essa atividade aos principais compostos, que foram

identificados como melitina, fosfolipase A2 e apamina.

A atividade anti-hiperglicémica da AmT foi indicada in vivo pelo controle
da hiperglicemia pos-prandial em camundongos normoglicémicos submetidos a
sobrecarga de glicose, e essa atividade foi semelhante a da metformina. Embora
o principal dano celular relacionado ao diabetes seja causado pela exposicéo
prolongada a hiperglicemia, as estratégias para controlar os picos de
hiperglicemia pés-prandial foram associadas a reducdo do dano vascular em
pacientes diabéticos [51, 52]. Considerando o curto tempo entre a administracao
de AmT e o controle glicEmico melhorado, é possivel inferir que mecanismos de
acao rapida estdo sendo ativados, como a translocacdo de GLUT4 no tecido
muscular esquelético e tecido adiposo branco [53] ou a ativacdo de quinases,
gue é importante em processos relacionados a sensibilidade a insulina e a
captacdo de glicose [54], mas esses mecanismos ainda precisam ser
investigados. Além disso, [55] relataram que a administracdo de veneno de
abelha (apitoxina) em ratos diabéticos induzidos por aloxano aumentou a
secrecao sérica de insulina e reduziu os niveis de glicose no sangue. No entanto,

a melitina, o principal constituinte da apitoxina, melhora a sensibilidade a insulina
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através da ativacao da fosfolipase A2 em camundongos diabéticos induzidos por
dieta [56]. Tanto a apitoxina quanto a melitina podem ter contribuido para o
controle glicémico observado neste estudo, embora a resisténcia a insulina seja
0 mecanismo predominante que desencadeia o diabetes induzido pela dieta [57,

58, 59], que foi 0 modelo usado neste estudo.

Além disso, em camundongos diabéticos tratados com AmT, a reducédo
dos parametros glicémicos a niveis semelhantes aos controles como metformina
e normoglicémicos e a reducdo da peroxidacéao lipidica foram observadas nos

diferentes tecidos e 6rgéos avaliados.

O envolvimento do estresse oxidativo na etiologia e na progressao do
diabetes criou oportunidades para o desenvolvimento de terapias antidiabéticas
ligadas ao blogueio das vias oxidativas com o uso de substancias antioxidantes
[40, 60]. No diabetes, a hiperglicemia intensifica o estresse oxidativo através de
mecanismos que envolvem aumento da atividade da enzima aldose redutase,
proteina-quinases [61] e formacé&o de produtos finais de glicacdo avancada [62].
A glicacdo de proteinas ocorre comumente em reacdes ndo enzimaticas,
chamadas de reacdo de Maillard, ocorrendo entre grupos amino livres de
proteinas e grupos carbonila de acucares redutores como glicose, frutose,
pentoses, galactose, manose e xilulose, formando um composto instavel, a base
de Schiff, que sofre um rearranjo para um produto mais estavel conhecido como
produto de Amadori [63]. O produto de Amadori degrada a uma variedade de
compostos dicarbonilicos reativos, como o metilglioxal e desoxiglucosona, por
desidratacdo, oxidagc&o e outras rea¢fes quimicas [64]. Na formacao de AGEs,

espécies reativas de oxigénio podem ser geradas e aumentar o estresse
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oxidativo levando a danos estruturais e funcionais de macromoléculas [40, 63,
64]. A capacidade do AmT inibir a formacao de AGEs pelas vias da frutose foi
nove vezes mais significativa do que a inibicdo da reacdo dos produtos
metilglioxal, aumentando a possibilidade de que este seja um dos mecanismos
de acdo do AmT, contribuindo para a melhora da glicemia controle e
complicagBes do diabetes. A metformina é eficaz no controle do diabetes porque
tem atividades antioxidantes e anti-hiperglicémicas mediadas por diferentes

mecanismos [65,66].

Recomenda-se a avaliacdo periodica dos produtos de peroxidacéo lipidica
no diabetes, pois sua deteccao e tratamento precoce reduzem as complicacdes
diabéticas, como disfuncdo endotelial, neuropatia e retinopatia, que sao
mediadas pelo excesso de espécies reativas atingindo diferentes tecidos [67,68].
O efeito protetor do AmT foi indicado pela reducédo da peroxidacéo lipidica nos
orgdos e tecidos de camundongos diabéticos; estes camundongos
apresentaram niveis de MDA semelhantes aos animais normoglicémicos no final
do tratamento. Este efeito foi também observado em camundongos diabéticos
tratados com combinacBes de probidticos e vitamina C [69]. Além disso,
parametros que demonstram melhora do diabetes, como a normalizacdo do
consumo de agua e a manutencdo da deposicdo de tecido adiposo branco

subcutaneo [33, 70], foram observados neste estudo.

Conclusoes

O cha de abelha Apis mellifera, utilizado para tratamento de diabetes

pelos grupos indigena Guarani e Kaiowa, mostrou neste estudo potencial
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antioxidante, sendo eficiente no controle da hiperglicemia poés-prandial de
camundongos normoglicémicos e glicemia normalizada em camundongos
diabéticos. Esses dados sao importantes porque contribuem para o registro do

conhecimento zooterapéutico tradicional utilizado no tratamento do diabetes.
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Suporte de informacao

S1 Texto. Modelo de entrevista semiestruturada aplicada para o registro do
conhecimento tradicional.

1- Idade (anos)

2-SexoF( ) M( )
3. Ocupacao: ( ) estudante () técnico () professor
4. Pertence a alguma comunidade tradicional:

( ) Nao () Sim. Qual? () quilombola ( )docampo ( )indigena (

) outra

5. Vocé tem conhecimento de algum remédio natural produzido com partes de

animais?
( ) Nao () Sim. Preencha a tabela a seguir.
NOME DO INDICACAO PARTE DO MODO DE
ANIMAL (DOENCA) ANIMAL UTILIZACAO/
UTILIZADA CONSUMO
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S1 Fig. Perfil cromatografico do cha de Apis mellifera (AmT).

or) Apis mellifera tea (AmT) BPC +All MS
o
1
o 12 314
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o
2
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1.-
n"‘w A A A
—

S1 Tabela. Compostos caracterizados por HPLC-DAD-MS / MS no cha de
Apis mellifera (AmT).

ID Composto Tempo~de [M+H]* (m/2) Erro formula molecular
retencdo (ppm)

1 Tryptophan derivative 5.0 188.0706 0.9 C11HaNO2
2 Unknown 8.7 181.1335 2.0 C10H16N20
3 Unknown 11.3 347.1337 3.1 Ci15H2209
4 Unknown 13.5 277.1442 0.0 C16H24010
5 Unknown 14.6 195.1499 3.4 C11H18N20
6 Unknown 19.2 225.1598 4.2 C12H20N202
7 Unknown 20.7 209.1648 4.4 C12H20N20
8 Unknown 24.5 239.1754 0.7 C13H22N20,
9 Unknown 26.4 223.1805 2.3 C13H22N20
10 Unknown 29.2 253.1919 33 C14H24N203
11 Unknown 30.3 237.1981 1.2 C14H24N20
12 Unknown 31.1 267.2069 0.8 Ci15H26N202
13 Unknown 32.4 281.2230 2.3 C16H28N203
14 Unknown 335 295.2385 1.5 C17H30N202
15 Unknown 345 309.2548 3.7 Ci18H32N203
16 Unknown 35.5 323.2693 4.9 C19H34N20;
17 Unknown 36.4 337.2864 4.4 Ca0H36N20,

ID = Cromatograma do pico de base no modo de ionizagdo positiva.
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Resumo

O uso de animais e seus derivados para fins medicinais, denominado zooterapia,
€ uma pratica milenar em diferentes culturas. No Brasil, como em outros paises,
0 uso da bile do mamifero Cuniculus paca (Linnaeus, 1766) € descrito na
medicina tradicional para o tratamento de diferentes doencas, dentre elas a
diabetes. No entanto, ainda ndo existem registros cientificos sobre sua
toxicidade e potencial farmacolédgico. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar
a toxicidade e o potencial antioxidante e anti-hiperglicemiante do extrato biliar de
Cuniculus paca. Para isso, foi preparado o extrato etandlico da vesicula biliar
contendo bile (CpE) e utilizado em todos os ensaios. Foi realizado o teste de
toxicidade aguda em camundongos fémeas C57BI/6. A atividade antioxidante foi
avaliada in vitro pelos ensaios de captura de radicais livres, hemdlise oxidativa e
peroxidacao lipidica (MDA) em eritrocitos humanos. In vivo, a atividade anti-
hiperglicemiante  foi avaliada em camundongos machos C57BIl/6
normoglicémicos submetidos ao teste de toleréncia a glicose, e, em animais
induzidos a hiperglicemia por dieta hiperlipidica tratados com o CpE por 60 dias,
pela dosagem dos niveis séricos de glicose e hemoglobina glicada, bem como
pelos niveis de malondialdeido no sangue, figado, sistema nervoso e olhos. Os
resultados dos animais tratados com o CpE foram comparados com 0s grupos
Controle e Metformina. Nao foram observados sinais de toxicidade durante 14
dias nos camundongondos tratados agudamente com o CpE. A atividade
antioxidante do CpE foi observada in vitro e in vivo, pela capacidade do extrato
de capturar de radicais livres, bem como pelos menores niveis de hemolise e
MDA gerados, tanto em eritr4citos humanos como no sangue e 6rgaos de
camundongos induzidos a hiperglicemia. A atividade anti-hiperglicemiante do
CpE foi demonstrada pelos menores niveis glicémicos em camundongos
normogliémicos no teste de tolerancia a glicose, expresso em area sobre a curva.
O tratamento com o CpE também foi capaz de reduzir a glicemia e a
hemoglobina glicada no sangue de camundongos induzidos a hiperglicemia ao
final do tratamento, comparados ao grupo Controle. Em suma, o CpE nao
apresentou toxicidade no modelo animal avaliado e indicou atividade

antioxidante e anti-hiperglicemiante.

Palavras chave: zooterapia; animais medicinais; diabetes.



Introducéo

A zooterapia, descrita como o uso de animais para fins medicinais, € uma
pratica milenar em diferentes povos e culturas, reconhecida pela Organizacao
Mundial da Saude, que tem subsidiado o desenvolvimento de produtos
farmacéuticos, ocupando importante papel na medicina moderna [1,2,3,4].

Na América Latina, ja foram registrados 584 animais com valor terapéutico
indicados pela medicina tradicional, distribuidos em 13 taxons [2], sendo o Brasil,
responsavel pelo registro de 326 desses animais indicados para o tratamento de
diversas doencas [5], dentre elas a diabetes [6,7]. Estima-se que a prevaléncia
global de diabetes aumentara de 451 para 693 milhdes de pessoas entre 2017
e 2045 [8]. No quadro diabético destacam-se duas alteracbes metabdlicas, a
hiperglicemia e o0 estresse oxidativo [9]. Produtos com propriedades
antioxidantes e anti-hiperglicemiantes, portanto podem ser alternativas
terapéuticas para o tratamento dessa doenca, em especial pelo controle
glicémico, reducéo de espécies reativas e consequentemente das complicacdes
diabéticas [7,9,10,11]

O uso da bile do mamifero Cuniculus paca (Linnaeus, 1766), também
denominado Agouti paca (Linnaeus, 1766), é descrito na medicina tradicional
para dores no estdmago, coracdo e figado; leishmaniose; doencas urinarias;
mordida de cobra; reumatismo; febre [12]; processos inflamatérios [13], extracdo
de espinhos da pele; furdnculos; derrame; hipercolesterolemia e diabetes [6,14].
A composicdo quiimica da bile inclui &cidos biliares, fosfolipidos, proteinas,
colesterol e bilirrubina. Dentre os acidos biliares estdo os acidos desoxicolicos e

litocdlicos, bem como &cidos sulfolitoscolicos e ursodesoxicolicos [15,16,17].



Este ultimo, com destaque por sua atividade antioxidante [18], imunomoduladora
[19], por melhorar a resisténcia a insulina e diminuir o estresse oxidativo em
tecidos vasculares [20].

Nesta perspectiva, este estudo avalia pela primeira vez a toxicidade
aguda e o potencial farmacolégico antioxidante e anti-hiperglicemiante do extrato

biliar do mamifero Cuniculus paca (Linnaeus, 1766).

Materiais e métodos

Animais experimentais

O projeto foi submetido e aprovado pelo comité de ética e experimentagao
animal da Universidade Federal da Grande Dourados — UFGD (autorizagéo n°
48/2016) e realizado de acordo com os padrbes do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). A quantidade de 1 vesicula
biliar in natura da espécie Cuniculus paca foi obtida por meio de doag¢éo junto ao
criadouro de pacas “Aurélio Guedes Cardoso” com licenga categoria 20-23
criacdo comercial, e, imediatamente pesada e congelada. Camundongos
C57Bl/6 (n=47 machos; n=10 fémeas), provenientes do Biotério Central da
UFGD foram alojados em gaiolas de polietileno (n=4 por gaiola), em ambiente
com ciclos de luminosidade claro/escuro de 12 h e temperatura controlada, com

acesso ad libitum a agua e racao.

Preparacdo do extrato

A vesicula biliar congelada, contendo a bile, foi colocada em etanol 48%

na proporcao de 8 g para 400 mL (m/v) por um periodo de 7 dias e mantida em
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temperatura de 10°C. ApGs este periodo o extrato da vesicula biliar (CpE) foi
rotaevaporado e liofilizado obtendo-se um rendimento de 37,5%. O CpE foi

mantido a 10°C e dissolvido em 4gua imediatamente antes do uso nos ensaios.

Toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda foi realizado com base nos protocolos da
Organization for Economic Cooperation and Development (OECD) - Guidelines
425. Foram utilizados 10 camundongos fémeas C57BI/6 pesando entre 25-30g.
Para este ensaio, no primeiro dia, um camundongo fémea C57bl/6 em jejum de
8 h recebeu via oral a dose de 2000 mg de CpE/kg de massa corporal.
Sequencialmente, outros quatro animais foram submetidos a jejum e dose Unica
de 2000 mg de CpE/kg de massa corporal. O mesmo procedimento foi realizado
posteriormente com outro grupo de animais aos quais foi administrada a dose de
5000 mg de CpE/kg de massa corporal para definir possivel dose letal para 50
% dos animais (DL50). Os animais foram observados periodicamente durante as
primeiras 24 h, posteriormente, uma vez ao dia durante 14 dias. O consumo
hidrico, de racdo e a massa corporal foram registrados. Ao final do periodo de
observacédo, todos os animais foram anestesiados, o sangue foi retirado por
puncdo cardiaca para andlises bioquimicas e o0s animais submetidos a
eutanasia. Os oOrgdos: coracao, pulméo, figado e rins, foram retirados, pesados

e analisados macroscopicamente.

Determinacao da atividade antioxidante in vitro

Ensaio de captura de radicais livres ABTS



A atividade antioxidante in vitro foi determinada pelo método de captura
de radicais livres 2,2 'azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico - ABTS
[21]. Para isso utilizou-se o CpE nas concentragfes de 5, 10, 50, 100, 300, 500
e 1000 e pg/mL. Em seguida foram transferidos 20 pL do CpE em cada
concentracdo e adicionado 1980 puL de ABTS. Os padrbes acido ascorbico e
hidroxitolueno de butila (BHT) foram preparados nas mesmas concentra¢cdes do
CpE. Trés experimentos independentes foram realizados em duplicata. A leitura
foi realizada ap6s 6 min da reacdo em espectrofotémetro UV/VIS a 734 nm (PG
instrumentes LTD). A porcentagem de inibi¢cdo do radical ABTS foi calculada de
acordo com a equagao (1).

Inibigdo (%) = [Abs controle - (Abs amostra/Abs controle)] x 100 (1)

Ensaio de captura de radicais livres DPPH

A atividade de captacédo de radicais livres foi avaliada pelo ensaio de 2,2-
difenil-1-picrilidrazilo - DPPH [22], com algumas modificacfes, usando uma série
de diluicdo, que envolveu a mistura de 1800 pL de solugéo de DPPH (0,12 mM
de DPPH em 80% de etanol) com 200 uL de CpE (5, 10, 50, 100, 300, 500 e
1000 e pg/mL). Apés 30 min, os radicais DPPH restantes foram avaliados em
espectrofotdmetro UV/VIS a 517 nm. O acido ascoérbico e o hidroxitolueno
butilado - BHT foram utilizados como antioxidantes de referéncia. Os testes
foram realizados em duplicata em trés experimentos independentes. A solugéo
DPPH foi utilizada como controle. A porcentagem de inibi¢c&o foi calculada a partir

do controle pela equacéo 2:

Inibicdo (%) = (1 — Abs amostra/Abs controle) x 100 (2)



Atividade hemolitica e hemodlise oxidativa em eritrocitos
humanos

O procedimento experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de
ética em pesquisa envolvendo seres humanos da UFGD (autorizagdo n°
1.858.809). Foi avaliada a atividade hemolitica do CpE e o potencial de protecao
contra a hemdlise oxidativa induzida pelo agente oxidante 2,2 -azobis(2-
methilpropionamidena) dihydrochlorido - AAPH [23]. Para isso, coletou-se 15 mL
de sangue humano periférico de um individuo adulto saudavel. O sangue foi
centrifugado a velocidade de 2000 rpm, e o plasma e a camada leucocitéria
foram descartados. Os eritrocitos foram lavados trés vezes em NaCl 0,9 % e,
apos as lavagens, preparou-se suspensao de eritrocitos a 10 % em NacCl 0,9 %.
Em seguida, incubou-se o material a 37 °C, durante 30 min em tubos de ensaio
na presenca de diferentes concentracfes de &cido ascérbico ou CpE (50, 100,
300, 500, 1000 pg/mL). Posteriormente, adicionou-se NaCl 0,9 % ou AAPH 50
mM, para avaliar a capacidade hemolitica e inibicdo da hemolise oxidativa,
respectivamente. As amostras permaneceram a 37 °C até 240 min, com agitacao
periédica. Foram realizados trés experimentos independentes em duplicata. A
porcentagem de hemdlise foi determinada através da mensuracdo da
absorbancia a 540 nm, pela equacéo (3).

Hemolise (%) = (Abs amostra/Abs hemolise total) x 100 3)

Niveis de MDA em eritrocitos humanos

Suspensfes de eritrocitos humanos a 10 % foram incubados a 37 °C

durante 30 min na presenca de diferentes concentragcfes de &cido ascorbico ou
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CpE (50, 100, 300, 500,1000 pg/mL). Em seguida, adicionou-se AAPH 50 mM a
suspensao de eritrocitos, sendo incubado a 37 °C durante 240 min, com agitacao
periddica. Apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 2000 rpm e
aliquotas de 500 pL do sobrenadante foram transferidas para tubos com 1 mL
de acido tiobarbiturico (TBA) 10 nmol. Como padréao 500 yL de solugdo de MDA
20 mM foram adicionados a 1 mL de TBA. As amostras foram incubadas a 96 °C
durante 45 min. Em seguida, foram adicionados 4 mL de alcool n-butilico e
centrifugadas a 2000 rpm. A absorbéncia dos sobrenadantes foi mensurada a
532 nm [24]. Dois experimentos independentes foram realizados em triplicata. A
concentracdo de MDA nas amostras € expressa em nmol/mL e foi obtida a partir
da equacao (4).

MDA = Abs amostra x (20 x 220,32/Abs MDA) (4)

Ensaios in vivo: camundongos C57BI/6
Teste oral de tolerancia a glicose

O teste oral de tolerancia a glicose (OGTT) foi realizado ap6s 12 horas de
jejum em quinze camundongos machos C57BI/6 adultos, normoglicémicos. Os
camundongos foram distribuidos randomicamente em 3 grupos (n=5 cada grupo)
de acordo com os tratamentos dos grupos: Controle tratados com agua (100
mg/kg de massa corporal), Metformina tratados com metformina (100 mg/kg de
massa corporal) e CpE tratados com CpE (200 mg/kg de massa corporal). Apos
30 min dos tratamentos os camundongos receberam sobrecarga de glicose por
gavagem (2 g/Kg de massa corporal) e, nos tempos 0 (imediatamente antes a

sobrecarga de glicose), 30, 60, 90, 120 e 180 min apos administracdo da



sobrecarga de glicose foi avaliada a glicemia dos camundongos via sangue
venoso caudal [25], utilizando-se o glicosimetro Accu-chek Active (Roche) e fitas

glicométricas especificas.

Dosagem de glicemia, HbA1C e niveis de MDA em camundongos
hiperglicémicos

Camundongos machos C57BI/6 adultos, normoglicémicos (n=32) foram
divididos randomicamente em 4 grupos (n=8 cada grupo). Os camundongos
receberam durante 130 dias as dietas de acordo com seus respectivos grupos:
(1) racdo Labina padrédo para roedores, e (2) racdo hipercalérica para indugédo
da hiperglicemia (14% proteina, 60% lipidios, 26% carboidratos PragSolucdes).
Apos este periodo, foi avaliada a glicemia e observando-se a inducdo da
hiperglicemia (H), por glicemia = 200 mg/dL, os camundongos (n=8 por grupo)
continuaram em dieta hipercalérica e foram tratados por 60 dias com &agua
(Grupo H-Controle), metformina (100 mg/Kg de massa corporal, Grupo H-
Metformina) e CpE (200 mg/Kg de massa corporal, Grupo D-CpE). Os
camundongos alimentados com racdo Labina padrdo para roedores foram
considerados normoglicémicos (N) e tratados com agua por 60 dias, formando o
Grupo N-Controle.

Ao final do tratamento foi novamente dosada a glicemia dos
camundongos, os mesmos foram anestesiados e eutanasiados sendo retirados:
sangue arterial, olhos, sistema nervoso e figado para a dosagem de MDA [7]. A
hemoglobina glicada presente no sangue foi avaliada com Kits especificos

seguindo as especificacdes do fabricante (Gold Analisa).



Analises Estatisticas

Os resultados sdo expressos como médias + erro padrdo da média. A
analise de variancia (ANOVA) seguida da analise pos-teste de Student-Newman-
Keuls foi usada para comparac¢des multiplas de resultados, e o teste t de Student
foi usado para comparar os resultados de glicemia entre os dias inicial e final de
tratamento de cada grupo. As analises foram realizadas com o auxilio do

software Prism 5 GraphPad. O nivel de significancia foi P<0,05.

Resultados

Toxicidade aguda

Os animais tratados com CpE (2000 mg/kg e 5000 mg/kg) néo
apresentaram sinais de toxicidade, ndo sendo observadas alteracdes
comportamentais, variacdo da massa corporal, ingestdo de agua e racao, bem

como de parametros hematoldgicos (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros biométricos e hematolégicos de animais controles e
de tratados com o CpE (2000 mg/kg e 5000 mg/kg) no ensaio de toxicidade
aguda.

Parametros Controle ZOOS%FQIkg Soogang/kg
Biométricos
A Massa corporal (%) 1,10 £ 0,20 0,90 £ 0,40 0,80+0,10
Ingestéo de agua (mL/dia/animal) 1,21 +£0,70 1,14 £ 0,28 1,14+0,14
Ingestéo de racédo (g/dia/animal) 1,56 + 0,11 1,68 + 0,27 1,50 + 0,06
Hematologicos (x105uL)
WBC 2,06 + 0,25 2,44 +0,23 3,45 +0,52
RBC 10,26 +£ 0,40 9,14+ 0,31 9,78+2,42
HGB 14,22 + 0,47 12,98 + 0,33 13,84 + 3,42
HCT 56,46 + 2,51 50,52+ 1,44 54,00 + 13,35
VCM 54,98 + 0,51 55,32 £ 0,40 55,22 + 14,12
HCM 13,86 £ 0,12 14,24 + 0,15 14,14 + 3,59
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CHCM 25,22 £0,30 25,70 £0,16 25,60 £ 6,51
RDW-SD 26,48 £ 0,57 27,44 £0,18 26,10 £ 6,87
RDW-CV 19,82 £ 0,40 18,94 + 0,39 19,00 £ 4,91

NEUT 0,08 +£0,03 0,08 £0,01 0,08 £0,01

LYMPH 1,95 +0,23 2,40+£0,23 2,35+0,51

MONO 0,02+0,01 0,01 £0,00 0,02 £ 0,00

EO 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £0,00

BASO 0,01 +0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

A = variagdo; WBC = gldbulos brancos; RBC = glébulos vermelhos; HGB = hemoglobina HCT =
hematdcitro; VCM = volume globular médio; HCM = hemoglobina corpuscular média; CHCM =
concentragdo da hemoglobina corpuscular média; RDW-SD = amplitude de Distribuicdo de
Glébulos Vermelhos como desvio padrdo; RDW-CV = amplitude de Distribuicdo de Glébulos
Vermelhos como coeficiente de variagdo; NEUT = neutrdéfilos; LYMPH = linfécitos; MONO =
mondacitos; EO = eosinofilos; BASO = basdfilos.

Determinacao da atividade antioxidante in vitro
Ensaio de captura de radicais livres ABTS e DPPH

A atividade antioxidante do CpE expressa pela captura direta de radicais
livres ABTS e DPPH € apresentada em valores de ICso e atividade maxima na
Tabela 2. O CpE apresentou ICso maior que os controles acido ascorbico e BHT

e atingiu atividade maxima em concetracao superior aos controles.

Tabela 2. Atividade de captura de radicais livres ABTS e DPPH do extrato
biliar de Cuniculus paca (CpE) e dos controles antioxidantes acido
ascorbico (AA) e BHT.

ABTS DPPH
Amostra ICso Inibicdo maxima ICs0 Inibicdo méxima
pg/mL % pg/mL ug/mL % pg/mL
AA 459+0,66 | 97.29£0.14 10 6.07 £0.78 | 92.84 + 0.57 50
BHT 10,09 £1,00 | 95.79 £ 0.26 50 19,44 +£1,28 | 91,83 £0.51 500
CpE 35,88+1,55| 99.02+0.08 | 1000 | 70,62 +1,84 | 99,02 £ 0.08 1000

ICs0, concentrac@o necessaria para capturar 50% de radicais livres ABTS e 50% de radicais
livies DPPH. Valores sdo expressos em média + erro padréo da média.
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Atividade hemolitica, hemodlise oxidativa e niveis de MDA em
eritrocitos humanos

A auséncia de toxicidade também foi observada no ensaio de atividade
hemolitica, pela auséncia de hemolise observada em eritrocitos incubados com
o0 CpE, exceto na maior concentracdo avaliada, de forma semelhante ao acido
ascorbico (Fig. 1A).

A atividade antioxidante do CpE também foi confirmada pela capacidade
de captura de radicais livres gerados pelo indutor AAPH no ensaio de hemolise
oxidativa em eritrécitos humanos, no qual o CpE protegeu de forma eficiente os
eritrocitos contra a hemdlise oxidativa, exceto na maior concentracéo avaliada,
de forma semelhante ao acido ascérbico (Fig. 1B).

A reducao da peroxidacao lipidica em eritrécitos induzidos com AAPH foi
observada aos 240 min pelos menores niveis de MDA nas amostras incubadas
com o CpE, exceto na maior concentracdo avaliada, de forma semelhante ao

acido ascorbico (Fig. 1C).
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Figura. 1. Hemolise e conteddo de MDA em eritrocitos humanos incubados por
240 min. Atividade do AA ou CpE em (A) hemdlise, (B) inibicdo de hemdlise e (C)
contetdo de malondeialdeido (MDA) resultante de peroxidacao lipidica induzda por
AAPH. Os valores sao apresentados como as médias + SEM. *P <0,05; e ***P <0,001
versus amostra controle. AA = acido ascorbico e CpE = extrato biliar de Cuniculus paca
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Ensaios in vivo: camundongos C57BI/6

Teste oral de tolerancia a glicose em camundongos
normoglicémicos

Apés 60 min da sobrecarga oral de glicose, os camundongos
normoglicémicos tratados com CpE mostraram menores niveis glicémicos em
comparagao com os camundongos do grupo controle e tratados com metformina
(Fig. 2A). Essa reducao na hiperglicemia também foi observada pela analise de
area sob a curva, na qual o grupo tratado com o CpE apresentou o menor valor

comparado aos grupos controle e metformina. (Fig. 2B).
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Figura. 2. Teste oral de tolerancia a glicose. (A) Variacdo e (B) area sob a curva de
glicemia a 0 (imediatamente antes da sobrecarga de glicose), 30, 60 e 180 min apoés
sobrecarga de glicose em camundongos normoglicémicos tratados com agua,
metformina e CpE. Os valores sdo apresentados como as meédias + SEM. *P<0,05; e
****P<0,0001 versus grupo Controle. #P<0,001 versus grupo Metformina.
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Dosagem de glicemia e HbA1C em camundongos
hiperglicémicos

A avaliacdo da glicemia de camundongos hiperglicémicos no primeiro
(imediatamente antes do inicio do tratamento) e no sexagésimo dia de
tratamento, demonstra que o CpE reduziu a hiperglicemia de forma semelhante
a acdo da metformina (Fig.3A). Essa reducédo é confirmada pelos niveis de
hemoglobina glicada, ao final do tratamento, pela qual observa-se niveis
semelhantes desse parametro entre os grupos tratados, de forma semelhante ao

controle normoglicémico (Fig.3B).
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Figura 3. Glicemia e hemoglobina glicada. (A) Glicemia no 1° (imediatamente antes
do inicio do tratamento) e 60° dias de tratamento. Valores comparados entre os dias 1
e 60 de cada grupo utilizando teste T de Student. (B) Niveis de hemoglobina glicada no
final do tratamento. Os valores sdo apresentados como as médias + SEM. *P<0.05
versus dia 1 do respectivo grupo. Letras diferentes correspondem a diferenca estatistica
entre os grupos P<0.05.

Dosagem de MDA em camundongos hiperglicémicos

Os camundongos hiperglicémicos controles (H-Controle) apresentaram,
aos 60 dias de tratamento, maiores niveis de MDA no sistema nervoso, coracao,

figado e rins, comparados aos camundongos normoglicémcos (N-Controle) (Fig.
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4). Os camundongos tratados com o CpE por 60 dias apresentaram niveis de
MDA semelhantes aos controles normoglicémicos, enquanto nos tratados com

metformina essa reducdo foi observada apenas no tecido cardiaco e renal

(Fig.4).
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Figura 4. Concentracdo de Malondialdeido (MDA) no sistema nervoso, coragéo,
figado e rins de camundongos ap6s 60 dias de tratamento. Grupos: N-Controle, H-
Controle, H-Metformina, e H-CpE apdés 60 de tratamento. Os valores sdo apresentados
como as médias + SEM. Valores sdo comparados entre cada grupo. Letras diferentes
correspondem a diferenca estatistica P<0.05.

Discussao

O conhecimento tradicional, altamente difundido em todos os povos do
mundo, engloba o uso de diversos recursos naturais, além de outros aspectos
culturais. Embora menos popular comparado ao uso de plantas medicinais, a
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zooterapia se configura um conhecimento de muitos povos e representa uma
fonte para o desenvolvimento de novos produtos para prevengao e tratamento
de doencgas. A bile de Cuniculus paca (Linnaeus, 1766) é indicada pela medicina
tradicional para o tratamento de diabetes, doengas urinérias e febre [6,12], no
entanto, sdo escassos 0s dados sobre sua toxicidade e atividade farmacologica.

E crescente a busca por produtos naturais para a manutencdo da satde
e o tratamento de diversas doencas [7,11,24,26], em especial, pelo conceito de
gue esses produtos seriam supostamente mais seguros e menos toxicos. A
toxicidade de produtos de origem animal, em especial as pegconhas de cobras,
aranhas, abelhas e escorpides (27) € bastante conhecida, no entanto, outras
partes dos animais usados na zooterapia ndo geram nos usuarios imediatamente
a ideia de tal risco. Contudo, a seguranca de uso de todas as indicagcOes
populares depende de avaliagcdes toxicoldgicas [28] e, neste estudo, o extrato da
bile de Cuniculus paca (CpE) ndo demonstrou efeitos toxicos tanto no ensaio
celular em eritrécitos humanos como em camundongos submetidos ao teste de
toxicidade aguda e os alimentados com dieta de alta gordura (HFD) tratados com
o CpE.

A hiperglicemia e 0 excesso de espécies reativas sao duas condi¢des que
geram e agravam o quadro de diabetes e suas comorbidades [9]. O controle do
estresse oxidativo busca reduzir os danos celulares causados pelo excesso de
espécies reativas de oxigénio e pode envolver atividade sequestradora direta de
radicais livres, como observada para o CpE, bem como a ativacdo de defesas
endogenas [7,9]. Embora o CpE tenha apresentado acdo de sequestro de
radicais livres inferior aos controles acido ascoérbico e BHT, em eritrocitos, a

protecao celular contra o estresse oxidativo foi semelhante ao do controle acido
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ascorbico. Nos sistemas biolégicos, além da captura direta de radicais livres,
podem ser ativados sistemas enddgenos de defesa antioxidante. Neste sentido,
a modulagdo de substrato antioxidante glutationa e de enzimas antioxidantes
tem sido atribuida ao &cido ursodesoxicolico [18,29,30], uma substancia
presente na bile de mamiferos [17]. Na maior concentracdo avaliada, 0 mesmo
efeito pré-oxidante conhecido do acido ascérbico [7] foi apresentado pelo CpE.

Dentre os danos decorrentes do estresse oxidativo esta a indugcdo de
defeitos na secrecdo e na sensibilidade a insulina, altera¢des iniciais no quadro
de hiperglicemia e que podem gerar outras complicacdes associadas ao
diabetes [31]. Um dos mecanismos envolvidos nessas complicacdes € a
peroxidacdo de &cidos graxos poli-insaturados na membrana celular, induzida
pelo excesso de espécies reativas [32], que causa liberacdo de malondialdeido
(MDA) [33] podendo levar a danos e morte celular [31]. Eritrécitos e animais
tratados com o CpE apresentaram reducdo nos niveis de MDA gerados nos
guadros de estresse oxidativo e de hiperglicemia, respectivamente.

O controle da hiperglicemia pds-prandial tem sido associado a reducédo do
dano vascular em pacientes diabéticos [34,35,36], e 0s animais normoglicémicos
tratados com o CpE apresentaram uma taxa de decaimento da glicemia superior
comparados ao controle e a droga de referéncia metformina, como expresso pela
area sobre a curva do GTT realizado. Além disso, o controle da hiperglicemia
também tem sido relacionado a acédo dos acidos biliares reduzindo MDA, AGEs
e aumentando GSH [20].

Durante a progressao do diabetes, o excesso de glicose presente no
sangue reage com hemoglobina para formar HbAlc [34]. No presente estudo, 0

CpE foi eficaz na reducao dos niveis de glicemia e HbAlc em camundongos
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diabéticos tratados por 60 dias de forma semelhante ao efeito do tratamento com
metformina.

A deteccdo e tratamento precoce dos niveis dos produtos de peroxidacao
lipidica na diabetes reduzem as complicacdes diabéticas, como disfuncao
endotelial, neuropatia e retinopatia, que sdo mediadas pelo excesso de espécies
reativas atingindo diferentes tecidos [37,38,39]. Corroborando com os resultados
antioxidante in vitro e in vivo e anti-hiperglicemiante in vivo, o efeito protetor do
CpE foi demonstrado pela reducao da peroxidacéo lipidica nos érgaos e tecidos
de camundongos diabéticos tratados, que apresentaram niveis de MDA
semelhantes aos animais normoglicémicos ao final do tratamento.

Em conjunto, as atividades antioxidante e anti-hiperglicemiante
apresentadas pelo CpE indicam seu potencial para o desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas para o controle glicémico, reducdo de espécies reativas

e consequentemente das complica¢gdes diabéticas [7,9,10,11].

Conclusao

O extrato biliar de Cuniculus paca (CpE) usado na medicina tradicional
para diversas finalidades terapéuticas dentre elas a diabetes, ndo apresentou
toxicidade no modelo animal avaliado e indicou potencial antioxidante e anti-

hiperglicémico.
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Abstract

Diabetes has emerged as one of the largest global epidemics; it is estimated that by 2035,
there will be 592 million diabetic people in the world. Brazilian biodiversity and the knowl-
edge of traditional peoples have contributed to the treatment of several diseases, including
diabetes. Apis mellifera bee tea is used by indigenous Brazilians to treat diabetes, and this
traditional knowledge needs to be recorded and studied.The objective of this study was to
record the use and to evaluate the antioxidant, antihyperglycemic, and antidiabetic activity
of Apis mellifera bee tea, which is used by the Guarani and Kaiowa indigenous people for
the treatment of diabetes. Semi-structured interviews were performed with Guarani and
Kaiowa ethnic indigenous people from the State of Mato Grosso do Sul, Brazil, seeking to
identify the animal species used for medicinal purposes. For the experimental procedures,
tea prepared with macerated Apis mellifera bees was used. In vitro assays were performed
to evaluate antioxidant activity; direct free radical scavenging, protection against oxidative
hemolysis, lipid peroxidation were evaluated in human erythrocytes and potential in inhibit-
ing the formation of advanced glycation end products (AGESs). In vivo, normoglycemic Swiss
male mice treated with Apis melliferatea (AmT) were subjected to the oral glucose tolerance
test and compared with control and metformin-treated groups. Diet-induced diabetic mice
were treated for 21 days with AmT and evaluated for glycemia and malondialdehyde levels
in the blood, liver, nervous system, and eyes. During interviews, the indigenous people
described the use of Apis mellifera bee tea for the treatment of diabetes. In in vitro assays,
AmT showed direct antioxidant activity and reduced oxidative hemolysis and malondialde-
hyde generation in human erythrocytes. The AmT inhibited the formation of AGEs by albu-
min-fructose pathways and methylglyoxal products. In vivo, after oral glucose overload,
normoglycemic mice treated with AmT had reduced hyperglycemia at all times evaluated up
to 180 min. AmT also reduced hyperglycemia and malondialdehyde levels in the blood,
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liver, nervous system, and eyes of diabetic mice to similar levels as those in metformin-
treated mice and normoglycemic controls. In summary, Apis mellifera bee tea showed anti-
oxidant, antihyperglycemic, and antidiabetic activity, which provides support for the thera-
peutic application of Guarani and Kaiowa indigenous knowledge.

Introduction

In Brazil, several animal species are used for medicinal purposes in folk medicine and by indig-
enous communities [1], and much of this knowledge has not been scientifically described or
proven [2]. The zootherapeutic knowledge of the Guarani and Kaiowa ethnic groups, who are
located in the center-west region of Brazil, has not been sufficiently studied.

Thus, we chose to study the zootherapy used by the Guarani and Kaiowa ethnicities, who
reported the use of Apis mellifera bee tea for the treatment of diabetes. Research on zootherapy
is very important for cultural maintenance and to measure pharmacological effects [1,2,3].

Apiculture substances have been used since ancient times for many therapeutic purposes
[4]. Examples include the use of honey in the treatment of wounds and burns [5,6], propolis as
an antioxidant and antitumor agent [7,8], and bee venom for the reduction of complications
arising from diabetes, which is an effect mediated by decreased human hemoglobin glycation
[9]. In addition, some components isolated from bee venom, such as melittin, have anti-
inflammatory and anti-carcinogenic effects [10,11], and tryptophan suppresses the elevation
of blood glucose and preserves the insulin secretion from B-cells [12], and also considered a
new marker associated with diabetes decreased risk [13].

In this context, several products derived from bees have been used in the prevention and
treatment of diseases related to oxidative stress and diabetes [14,15,16]. The antioxidants are
capable of directly enhancing the endogenous defense system [17] and modulating the enzy-
matic systems [18, 19] involved in reducing reactive species, especially reactive oxygen species
(ROS). These activities ultimately prevent cell damage resulting from cell membrane lipid per-
oxidation [20], the oxidation of hormone receptors [21], and changes in the genetic material
[22], which can lead to irreversible systemic damage such as nephropathy [23], retinopathy
[24], and peripheral neuropathy [25]. These complications, in addition to their individual rele-
vance, are aggravated in the context of diabetes [26, 27].

It is estimated that the global prevalence of diabetes will increase from 382 to 592 million
people between 2013 and 2035 [28] because of factors such as aging, sedentary lifestyle, eating
habits, and obesity. Obesity is associated with the increased production of ROS species [29,
30], and it is one of the main risk factors for the development of type 2 diabetes, which is char-
acterized by insulin resistance and imbalanced glycemic homeostasis [31,32,33].

Thus, compounds with antioxidant properties may be a therapeutic alternative because
they can reduce oxidative stress, hyperglycemia, and diabetes complications [26,34,35].

From this perspective, this is the first study that describes and evaluates the antioxidant,
antihyperglycemic, and antidiabetic activity of Apis mellifera bee tea used by Guarani and
Kaiowa indigenous people for the treatment of diabetes.

Materials and methods
Zootherapeutic knowledge

Semi-structured interviews (S1 Text) were conducted to record information on the species
and animal resources used in the traditional medicine of the indigenous peoples of the
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Guarani and Kaiowa ethnic groups living in Mato Grosso do Sul, Brazil. Twenty (20) students
of the Federal University of Grande Dourados (UFGD, Dourados, Brazil) belonging to the
Guarani and Kaiowa ethnic groups consented to interviews (authorized by the Ethics Commit-
tee for research involving human subjects of UFGD under No. 1.858.827).

The Guarani and Kaiowa ethnic groups are distributed in 21 of the 79 municipalities of
Mato Grosso do Sul; together they account for an estimated population of 42,000 and repre-
sent the second largest indigenous population of Brazil.

Tea preparation

Bees of the species Apis mellifera were captured from their hives in the apiary of the School of
Biological Sciences of the Federal University of Grande Dourados and immediately frozen to
avoid metabolic changes. The tea was prepared according to information learned in interviews
as follows: ten bees were macerated and placed in 10 mL of hot water (approximately 100°C),
which corresponds to approximately 0.1 g of bees per mL of water, for 10 min. After this infu-
sion period, the Apis mellifera tea (AmT) was filtered (Whatman filter paper, grade 40) and
kept at 10°C in the refrigerator until use, which was no more than 48 h after preparation.

HPLC

The AmT was analyzed in an analytical CLAE (Shimadzu), with two LC-20AD pumps, SIL-
20A auto-injector, SPD-M20A diode array detector (DAD), CBM-20A controller and CTO-
20A oven. The chromatograph was also coupled to a microTOFIII mass spectrometer (Bruker
Daltonics) with electrospray ionization source and quadrupole time-of-flight analyzer
(Q-TOF). The chromatographic column used was Kinetex C-18 (150 x 2.1 mm, Phenomenex),
coupled to a pre-column with the same material. The mobile phase was composed by acetoni-
trile (B) and deionized water (A), both containing 1% of formic acid (v/v) under a flow rate of
0.3 ml/min and the oven temperature was 50 oC. The gradient method applied was: 0-2 min.
3% B (isocratic), 2-25 min. 3 to 25% B, 25-40 min. 25 to 80% B and 40-43 min. to 80% B (iso-
cratic). Followed by washing and reconditioning the column. The molecular formula of each
compound was determined based on the error of up to 5 ppm and mSigma below 30.

ABTS free radical scavenging activity

The antioxidant activity was determined in vitro by studying the scavenging of 2,2 ’azino-bis
(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) free radicals, as described previously by Lar-
rauri et al., [17]. For this purpose, AmT was used at concentrations of 5, 50, 100, 500, and
1,000 pg/mL. A total of 20 uL of each AmT concentration was mixed with 1980 uL of ABTS.
Ascorbic acid and butyl hydroxytoluene (BHT) standards were prepared at the same concen-
trations used for AmT, and three independent experiments were performed in duplicate. After
6 min, the absorbance at 734 nm was recorded with a UV/VIS spectrophotometer (PG instru-
ments, Ltd.). The percentage of ABTS radical inhibition was calculated according to Eq I:

Scavenging activity (%) = (1 — Abs sample/Abs control) x 100 (1)

DPPH free radical scavenging activity

Free radical-scavenger activity was determined by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
assay, as described previously by Gupta and Gupta [36], with some modifications. The antirad-
ical activity of the extracts was evaluated using a dilution series, which involved the mixing of
1.8 mL of DPPH solution (0.11 mM DPPH in 80% ethanol) with 0.2 mL of AmT (5-1000 pg/
mL). After 30 min, the remaining DPPH radicals were quantified by absorption at 517 nm.
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The absorbance of each concentration of the AmT was subtracted from absorbance of the sam-
ples with DPPH solution. Ascorbic acid and butylated hydroxytoluene (BHT) were used as ref-
erence antioxidants. The tests were performed in duplicate in three independent experiments.
DPPH solution without the tested sample was used as a control. The percentage inhibition was
calculated from the control with the following Eq 2:

Scavenging activity (%) = (1 — Abs sample/Abs control) x 100 (2)

Oxidative hemolysis induced by AAPH

The experimental procedure was submitted to and approved by the Research Ethics Commit-
tee involving human beings of the UFGD (authorization No. 1.627.746). The ability of AmT to
protect against oxidative hemolysis was evaluated by assessing hemolysis induced by the oxi-
dizing agent 2,2’-azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH) [37]. Fifteen mil-
liliters of human peripheral blood from a single healthy adult individual was collected. The
blood was centrifuged at 2,000 rpm, and the plasma and the leukocyte layer were discarded.
The erythrocytes were washed three times in 0.9% NaCl, and after washing, a 10% erythrocyte
suspension in 0.9% NaCl was prepared. Subsequently, the material was incubated at 37C for 30
min in test tubes in the presence of different concentrations of ascorbic acid or AmT (50, 100,
500, 1000 pg/ml). Subsequently, 0.9% NaCl or 50 mM AAPH was added to evaluate the hemo-
lytic capacity and the inhibition of oxidative hemolysis, respectively. The samples were kept at
37°C for 240 min with periodic stirring. Three independent experiments were performed in
duplicate. The percentage of hemolysis was determined by measuring the absorbance at 540
nm and using Eq 3:

Hemolysis (%) = (Abs sample/Abs total hemolysis) x 100 (3)

Measurement of MDA in human erythrocytes

Lipid peroxidation assays were performed with 10% erythrocyte suspensions. The erythrocytes
were incubated at 37°C for 30 min in the presence of different concentrations of ascorbic acid
or AmT (50, 100, 500, 1000 pug/ml). Thereafter, 50 mM AAPH was added to the erythrocyte
solution and incubated at 37°C for 4 h with periodic stirring. After this period of time, the
samples were centrifuged at 2,000 rpm, and 500-pL aliquots of the supernatant were trans-
ferred to tubes containing 1 mL of 10 nmol thiobarbituric acid (TBA). As a standard, 500 uL of
20 uM malondialdehyde (MDA) solution was added to 1 mL of TBA. Samples were incubated
at 96°C for 45 min. Then, 4 mL of n-butyl alcohol was added and centrifuged at 2,000 rpm.
The absorbance of the supernatants was measured at 532 nm. Two independent experiments
were performed in triplicate. The concentration of MDA in the samples is expressed in nmol/
mL and was obtained from Eq 4:

MDA = Abs sample x (20 x 220.32/ Abs standard) (4)

Oral glucose tolerance test in normoglycemic mice

All experimental animal procedures were submitted to and approved by the UFGD Ethics
Committee for Animal Use (authorization No. 25.2016) and performed according to the stan-
dards of the National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA).

The oral glucose tolerance test (OGTT) was performed after 12 hours of fasting in 15 nor-
moglycemic Swiss adult male mice weighing between 55 and 60 g. The mice were given water,
metformin (100 mg/kg body weight), or AmT (200 mg/kg body weight), respectively forming
the following groups: (1) Control, (2) Metformin, and (3) AmT. After 30 min of treatment, the
mice received glucose overload by gavage (2 g/kg body weight). At times 0, 30, 60, 90, 120, and
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180 min after the administration of glucose, the glycemia of the mice was measured using cau-
dal venous blood [38] using the Accu-chek Active (Roche) glucose meter and specific glucose
test strips.

Measurement of glycemia and tissue MDA levels in diabetic mice

Approximately 60-day-old normoglycemic Swiss male mice were maintained under controlled
temperature (22 + 2°C) on a 12-hour light, 12-hour dark cycle with free access to food and
water.

The mice were fed for 120 days with a control diet (standard Labina feed for rodents) or a
high-calorie diet for the induction of hyperglycemia [32]. After this period, blood glucose lev-
els were measured using the Accu-chek Active (Roche®)) device and specific glucose test
strips. Hyperglycemic mice (glycemia > 200 mg/dL) fed a high-calorie diet were divided ran-
domly (n = 5 per group) and treated for 21 days with water (D-Control Group), 100 mg/kg
body weight metformin (D-Metformin Group), or 1 g/mL body weight AmT (D-AmT
Group). Normoglycemic mice fed a control diet and water formed the ND-Control Group
(n=5).

At the end of the treatment, the blood glucose level of the mice was measured again. The
mice were then anesthetized and euthanized. Arterial blood was collected by cardiac puncture,
and the liver, nervous system, and eyes were collected for the measurement of MDA by a
method adapted from [39]. Arterial blood samples and tissues were homogenized with 1.15%
KCI (potassium chloride) and centrifuged at 3,000 rpm for 10 min. Then, 500 uL of the sample
supernatant or 500 puL of the 20 uM MDA standard was added to 1 mL of 10% trichloroacetic
acid (TCA) and 1 mL of 10 nmol thiobarbituric acid (TBA) and incubated at 96°C for 45 min.
After cooling for 15 min in an ice bath, 3 ml of n-butyl alcohol was added, and the mixture was
vortexed and centrifuged at 3,000 rpm for 5 min. Subsequently, the absorbance of 2 mL of the
supernatant was measured at 532 nm on a UV/VIS spectrophotometer. The concentration of
MDA in the samples is expressed in nmol/mL and was obtained from Eq (5):

MDA = Abs sample x (20 x 220.32/Abs standard) (5)

Biometric parameters of diabetic mice. Body weight (g), water consumption (mL), and
feed (g) were evaluated three times per week during the 21 days of treatment. In addition, dif-
ferent deposits of white adipose tissue (epididymal, subcutaneous, mesenteric, and retroperito-
neal) were removed and weighed after euthanasia.

Glycation inhibition assay

The potential in inhibiting glycation was performed considering the fructose and methyl-
glyoxal pathway as described by Kiho et al., [40]. Bovine serum albumin 8 mg/mL, 0.1mM
fructose and 30 mM methylglyoxal were prepared in phosphate buffer 0.2 M, pH 7.4, contain-
ing 3 mM sodium azide, as an antimicrobial agent. To 30 Wl AmT (1-1000 ug/ml) was mixed
with 135 pl of bovine serum albumin and 135 pl of fructose or 135 ul of methylglyoxal. The
mixture reaction was incubated at 37°C for 48 h or 72 h (under sterile conditions in the dark),
for inhibition of glycation fructose or glyoxal pathway, respectively. After this period, each
sample was examined for the development of fluorescence using a microplate reader DTX 800,
Beckman (Lex 330 nm and Aex 420 nm) against a blank. Quercetin (1-1000 pg/ml) was used as
standard. The control consisted of mixing 30 ul of 80% ethanol with 135 pl of bovine serum
albumin and 135 pl of fructose or 135 ul methylglyoxal. Three independent experiments were
carried out in triplicate. The percentage of inhibition of glycation was obtained by the Eq (6)
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and ICs, values were obtained by non-linear regressions of the concentration-response curve.

Inhibition glycation (%) = [1 — (Fluorescence / Fluorescence)] x 100 (6)

Statistical analysis

Results are expressed as the means + standard error of the mean. Analysis of variance
(ANOVA) followed by post-test Student-Newman-Keuls analysis was used for multiple com-
parisons of results, and Student’s t test was used to compare the results of both groups using
the Prism 5 GraphPad software. The level of significance was P <0.05.

Results
Zootherapeutic knowledge

In the interviews of twenty Guarani and Kaiowa indigenous people aged between 20 and 40
years concerning the animal species used in traditional medicine, 30% described the use of
Apis mellifera bee tea for the treatment of diabetes. This use was reported by individuals aged
between 30 and 40 years.

HPLC

The AmT was filtered and analyzed in HPLC-DAD-MS/MS in the positive and negative ioni-
zation modes, we observed a significant ionization only in the positive ionization mode (S1
Fig) which was used to characterize Tryptophan derivative, as well as 16 other compounds that
still need to be identified (S1 Table).

Antioxidant activity

ABTS and DPPH free radical scavenging. AmT showed excellent direct antioxidant
activity with an ICs, value similar to that of BHT and higher than that of ascorbic acid
(Table 1).

AAPH-Induced oxidative hemolysis. The antioxidant activity of AmT was also con-
firmed by the scavenging of free radicals generated by AAPH thermolysis in the human eryth-
rocyte assay. AmT efficiently reduced erythrocyte oxidative hemolysis in a dose- and time-
dependent manner, similar to all concentrations of ascorbic acid (Fig 1) except for 1,000 ug/
mlL, a dose at which ascorbic acid behaved as a pro-oxidant substance.

Measurement of MDA in human erythrocytes. Once protection against oxidative hemo-
lysis was confirmed, its correlation with the reduction of lipid peroxidation was investigated
by evaluating the malondialdehyde (MDA) marker in erythrocytes induced with AAPH. Fig 2
indicates that erythrocytes incubated with concentrations greater than 100 pg/mL AmT dem-
onstrated reduced generation of MDA, similar to the observations in erythrocytes incubated

Table 1. ABTS and DPPH free radical scavenging activity of Apis mellifera bee tea (AmT) and the standard antioxidants ascorbic acid (AA) and BHT.

Sample

AA
BHT
AmT

1Cso
ug/mL
3.39 £0.02
13.12+0.13
15.63 + 0.06

ABTS DPPH

Maximum inhibition 1Cso Maximum inhibition

% ug/mL ug/mL % ug/mL
97.30 £ 0.14 10 4.55+0.05 94.77 £ 0.11 50
95.79 £ 0.26 50 21.21+£0.8 86.77 £ 0.18 500
95.33 £ 0.68 100 33.74+ 0.8 87.25+0.44 500

ICs, concentration required to capture 50% of ABTS and 50% of DPPH free radicals from the reaction. Values are expressed as the means + SEM.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197071.t001
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Fig 1. Oxidative hemolysis induced by AAPH. Human erythrocytes incubated with different concentrations (50-
1,000 pg/mL) of ascorbic acid (AA) and Apis mellifera bee tea (AmT) (A) 60, (B) 120, and (C) 180 min after the
addition of AAPH. Values are presented as the means + SEM. * P<0.05; ** P<0.01; and *** P<0.001 versus Control
sample.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197071.9001

with ascorbic acid, except at the highest evaluated concentration of 1,000 pug/mL, at which the
ascorbic acid demonstrated pro-oxidant activity.

Antihyperglycemic activity

Oral glucose tolerance test in normoglycemic mice. After oral glucose overload, the nor-
moglycemic mice treated with AmT showed a reduced hyperglycemia peak after 30 min and
lower blood glucose values at all times evaluated up to 180 min compared to the control mice
(Fig 3A). This reduction in serum hyperglycemia can also be observed in the area under the
curve, which shows that AmT is more efficient compared with both control and metformin
treatment (Fig 3B).

Antidiabetic activity

Glycemia of diabetic mice. The evaluation of glycemia in high-calorie diet-induced dia-
betic mice on the first (1st) and last (21st) day of treatment demonstrated the antidiabetic
activity of AmT. Fig 4 demonstrates that AmT reduced the hyperglycemia of diabetic mice
similarly to treatment with metformin and to normoglycemic controls.

Biometric parameters of diabetic mice. The biometric parameters evaluated during the
treatment are presented in Table 2. The diabetic mice presented reduced body weights com-
pared to normoglycemic mice, although no variation in feed consumption was observed
between groups. Water intake of diabetic mice was approximately 3-fold higher than that of
normoglycemic mice. Treatment with AmT reduced water intake to similar levels as the nor-
moglycemic control and metformin groups. In addition, a reduction of subcutaneous WAT is
seen in diabetic mice treated with water compared to diabetic mice treated with metformin or

180 MIN
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-
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£
=
<
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Fig 2. Measurement of MDA in human erythrocytes. Malondialdehyde (MDA) concentration 180 min after the
addition of the oxidizing agent (AAPH) in erythrocytes incubated with different concentrations (50-1,000 mg/mL) of
ascorbic acid (AA) or Apis mellifera bee tea (AmT). Values are presented as the means + SEM. *P<0.05; **P<0.01; and
***P<0.001 versus Control sample.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197071.g002
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Fig 3. Oral glucose tolerance test in normoglycemic mice. (A) Variation and (B) area under the glycemia curve at 0, 30, 60, and 180 min for mice treated with
water, metformin, and AmT after glucose overload. *P<0.05; **P<0.01; and ***P<0.001 versus Control group. “P <0.001 vs. Metformin group.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197071.g003

AmT or to normoglycemic mice. The other WAT deposits evaluated were similar among the
groups investigated.

Tissue MDA levels in diabetic mice. Compared to normoglycemic mice, diabetic mice
treated with water (D-Control) presented increased levels of MDA in the arterial blood (76%),
liver (64%), nervous system (152%), and eyes (142%) (Fig 5). AmT-treated diabetic mice
showed decreased levels of MDA in the blood (37%), liver (37%), nervous system (48%), and
eyes (48%) compared to the D-Control group and similar levels as those of the metformin and
normoglycemic control groups (Fig 5). No differences were observed in the relative mass of
the organs between the evaluated groups.

400-
3 ND-Control

T

7 300, I > 3 D-Control
T % D-Metformin
g % R D-AmT
/
® 2004 % Kkk
& 100- % %
N N N N

Treatament groups (days)

Fig 4. Glycemia of normoglycemic and high-calorie diet-induced diabetic mice treated for 21 days. Glycemia in
mice from the ND-Control (normoglycemic + water), D-Control (diabetic + water), D-Metformin (diabetic

+ metformin), and D-AmT (diabetic + AmT) groups on days 1 and 21 of treatment. Values were compared between
days 1 and 21 for each experimental group. **P<0.01 and ***P<0.001 versus day 1 of the respective group.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197071.g004
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Table 2. Biometric parameters and consumption of feed and water of non-diabetic (ND) mice treated with water (D-Control), metformin (D-Metformin), and Apis
mellifera bee tea (D-AmT) for 21 days.

Parameters ND-Control D-Control D-Metformin D-AmT

Abody weight (o) 5.9 +0.2° -13.740.4° 9.8 +0.3° -13.8+0.3
Feed consumption (g/day/animal) 4.2 +0.5° 3.3+0,4% 3.9+0,7% 3.9 +0,4*
Water intake (mL/day/animal) 2.7 £0.3% 83+0.7° 2.1+0.4% 1.8 £0.42
Subcutaneous WAT (/100 g of BW) 0.29 +0.07° 0.08 +0.02° 0.18 +0.05* 0.23 +0.06*
Mesenteric WAT (4/100 g of BW) 0.68 +0.15% 1.12 £0.27° 0.96+ 0.26° 1.23 £0.31°
Epididymal WAT (/100 g of BW) 2.99 +0.30% 2.09 +0.41% 1.63 +0.49% 1.97 +0.26*
Retroperitoneal WAT (5100 g of W) 0.75+0.11° 0.71 +0.08° 0.78 +0.20* 0.98 +0.22%

A, body weight variation between the beginning and end of the 21-day treatment expressed in %; WAT, white adipose tissue. Different letters indicate P<0.05 between

groups.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197071.t002
Glycation inhibition assay. The potential in inhibiting the formation of advanced glyca-

tion end products (AGEs) are presented in Table 3. The AmT was able to inhibit 53.23% of gly-
cation by the methylglyoxal pathway and 98.73% by the fructose pathway.

Discussion

Traditional indigenous knowledge about zootherapy is the result of centuries of accumulated
experiences and cultural practices. However, with increased globalization and interculturality,
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Fig 5. Malondialdehyde concentration (MDA) in the arterial blood, liver, nervous system, and eyes of normoglycemic and
diabetic mice. Groups include ND-Control (normoglycemic + water), D-Control (diabetic + water), D-Metformin (diabetic

+ metformin), and D-AmT (diabetic + AmT) after 21 days of treatment. Data are presented as the means + SEM. * P<0.05; ** P<0.01;
and ***P <0.001 versus D-Control group.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197071.9005
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Table 3. Glycation inhibition assay.

Sample Methylglyoxal Fructose
) (OF inhibition ) (O inhibition
ug/mL % ug/mL ug/mL % ug/mL
Quercetin 35.57 £ 0.85 80.13 + 0.34 100 0.31 £ 0.02 99.23 +0.84 100
AmT 932.63 £0.13 53.23 + 1.54 1000 111.67 +3.51 98.73 +2.82 1000

The potential for inhibition of glycation by the methylglyoxal and fructose pathways for AmT and Quercetin Control. ICs, values were obtained by non-linear

regressions of the concentration-response curve.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197071.t003

this knowledge, which remains poorly recorded, is being lost over time. Records and scientific
research are needed so that experiences accumulated over centuries will not be lost, thus
depriving future generations and other communities of this knowledge. Research surveying
zootherapies used in Brazil is a recent development [2,41,42], and no study of the knowledge
of the Guarani and Kaiowa ethnicities has been performed. Thus, this study contributes to the
maintenance of this information and to cultural revitalization by recording and evaluating the
use of Apis mellifera bee tea for the treatment of diabetes.

In the characterization of chemical compounds, compound 1 showed a UV compatible
with Tryptophan and an m/z 188.0706 compatible with the tryptophan skeleton without the
ammonium group, as well as 16 other compounds that still need to be identified. The ability to
tryptophan of reducing the elevation of blood glucose and improving insulin secretion from -
cells [12] may have contributed for glycemic normalization in diabetic mice treated with AmT.
The presence of tryptophan in the blood has been considered a marker of lower risk of diabetes
development [13]. For the other compounds we observed two series of compounds, com-
pounds 3 and 4 with the formulas C;sH,,04 and C;sH,,01, respectively, both without signifi-
cant UV absorption and without MS/MS fragments. The search for similar compounds in the
literature did not return results. The second series as formed by the compounds number 2,
5-17 which have two nitrogen in their composition with increasing carbonic chain length (Cq
to Cyp), in addition to 1 or 2 oxygen, no one of these compounds also absorbed in the UV spec-
trum. Again the search for compatible compounds in literature did not return positive results.
Several authors demonstrate the presence of waxes in the body composition of bees and other
insects, but these do not present nitrogen in their composition [43, 44]. We believe that both
classes of compounds could be new in the literature; unfortunately a positive characterization
will require other work with this focus.

Oxidative stress promotes insulin secretion defects, decreases insulin sensitivity in periph-
eral tissues, and causes other complications associated with diabetes, and oxidative stress con-
trol is helpful in diabetes treatment [45]. Antioxidant activity is important in biological
systems exposed to excess reactive species. For example, muscle cells cultured in the presence
of an ROS inducer show reduced glucose uptake that is overcome upon treatment with antiox-
idant substances [45, 46].

In the present study, AmT showed potential antioxidant, antihyperglycemic, and antidia-
betic activities. The antioxidant activity of AmT was demonstrated in vitro by the direct scav-
enging of ABTS and DPPH reactive species, the inhibition of lipid peroxidation induced by
AAPH, and the reduction of oxidative hemolysis and malondialdehyde production in human
erythrocytes. The peroxidation of polyunsaturated fatty acids in the cell membrane, which is
induced by excess free radicals [47], causes damage and cell death [48] and the release of mal-
ondialdehyde (MDA), a byproduct derivative of lipid peroxidation [49]. Our results suggest a
synergy between compounds with antioxidant properties obtained from macerated whole bees
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compared to synthetic antioxidants, ascorbic acid, and BHT. Recently, [50] observed that Apis
mellifera iberiensis bee venom had antioxidant activity, but they could not attribute this activity
to the major compounds, which were identified as melittin, phospholipase A2, and apamine.

The antihyperglycemic activity of AmT was indicated in vivo by the control of postprandial
hyperglycemia in normoglycemic mice subjected to glucose overload, and this activity was
similar to that of metformin. Although the main cellular damage related to diabetes is caused
by prolonged exposure to hyperglycemia, strategies to control postprandial hyperglycemia
peaks have been associated with reduced vascular damage in diabetic patients [51, 52]. Consid-
ering the short time between the administration of AmT and improved glycemic control, it is
possible to infer that rapidly acting mechanisms are being activated, such as GLUT4 transloca-
tion in skeletal muscle tissue and white adipose tissue [53] or the activation of kinases, which is
important in processes related to insulin sensitivity and glucose uptake [54], but these mecha-
nisms still need to be investigated. Additionally, [55], reported that the administration of bee
venom (apitoxin) in alloxan-induced diabetic rats increased serum insulin secretion and
reduced blood glucose levels. However, melittin, the main constituent of apitoxin, improves
insulin sensitivity through the activation of phospholipase A2 in diabetic mice induced by diet
[56]. Both apitoxin and melittin may have contributed to the glycemic control observed in this
study, although insulin resistance is the predominant mechanism that triggers diet-induced
diabetes [57, 58, 59], which was the model used in this study.

In addition, in diabetic mice treated with AmT, the reduction of glycemic parameters to
levels similar to metformin and normoglycemic controls and the reduction of lipid peroxida-
tion were observed in the different tissues and organs evaluated.

The involvement of oxidative stress in the etiology and progression of diabetes has created
opportunities for the development of antidiabetic therapies linked to the blockade of oxidative
pathways with the use of antioxidant substances [40, 60]. In diabetes, hyperglycemia intensifies
oxidative stress through mechanisms involving increased aldose reductase enzyme activity,
protein kinases [61], and formation of advanced glycation end products [62]. Protein glycation
occurs commonly in non-enzymatic reactions, called the Maillard reaction, occurring between
free amino groups of proteins and carbonyl groups of reducing sugars such as glucose, fruc-
tose, pentoses, galactose, mannose and xylulose, forming a compound unstable, the Schiff
base, which undergoes a rearrangement to a more stable product known as Amadori product
[63]. The Amadori product degrades to a variety of reactive dicarbonyl compounds, such as
methylglyoxal and deoxyglucosones, by dehydration, oxidation and other chemical reactions
[64]. In the formation of AGEs, reactive oxygen species can be generated and increase oxida-
tive stress leading to structural and functional damage of macromolecules [40, 63, 64]. The
ability of AmT to inhibit the formation of AGEs by fructose pathways was nine times more sig-
nificant than the inhibition of the reaction of methylglyoxal products, increasing the possibility
that this is one of the mechanisms of action of the AmT, contributing to the improvement of
glycemic control and complications of diabetes. Metformin is effective in the control of diabe-
tes because it has antioxidant and antihyperglycemic activities that are mediated by different
mechanisms [65, 66].

The periodic evaluation of lipid peroxidation products in diabetes is recommended because
their detection and early treatment reduce the diabetic complications, such as endothelial dys-
function, neuropathy, and retinopathy, that are mediated by excess reactive species reaching
different tissues [67, 68]. The protective effect of AmT was indicated by the reduction of lipid
peroxidation in the organs and tissues of diabetic mice; these mice presented levels of MDA
similar to normoglycemic animals at the end of treatment. This effect was also observed in dia-
betic rats treated with combinations of probiotics and vitamin C [69]. In addition, parameters
that demonstrate improvement in diabetes, such as the normalization of water intake and the
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maintenance of the deposition of subcutaneous white adipose tissue [33, 70], were observed in
this study.

Conclusions

Apis mellifera bee tea, a traditional diabetes treatment used by the indigenous Guarani and
Kaiowa people groups, in this study showed potential antioxidant, and was efficient in con-
trolled the postprandial hyperglycemia of normoglycemic mice, and normalized glycemia in
diabetic mice. These data are important because they contribute to the recording of traditional
zootherapeutic knowledge used for the treatment of diabetes.
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Objetivo da Pesquisa

QRerari

Avaliar a composicao quimica do cha de abelhas Apis mellifera e seu potencial antioxidante e antidiabético

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos:

S&0 pequenos e estdo relacionados apenas aos procedimentos de coleta de sangue venoso. Podem ser

provocados leve mal-estar, hipotensao leve e transitéria, hematoma na area de coleta, desconforto pela

pressado provocada pelo “garrote” e leve ardéncia pela penetracdo da agulha.

Os beneficios:

Sé&o indiretos, consistem na investigacdo e compreenséo do potencial farmacologico do cha de

abelhas Apis mellifera, que contribuirdo para o desenvolvimento de dados que subsidiem a elaboragéo de

produtos nutracéuticos e farmacolégicos, tornando-se uma alternativa terapéutica para reducao do estresse

oxidativo.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa usara apenas 0 sangue coletado para testes antioxidantes, oferecendo risco minimo aos

voluntarios, que participardo apenas doando o sangue para as analises descritas no projeto.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

0 TCLE apresenta todos 0s requisitos previstos na resolucéo 466/12.

Recomendagdes:
Aprovar.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem pendéncias ou inadequacdes.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Versdo: 2

CAAE: 61313616.0.0000.5160

Instituicdo Proponente: Fundacdo Universidade Federal da Grande Dourados/UFGD-MS

Patrocinador Principal: FUND. DE APOIO E DE DESENV. DO ENSINO,CIENCIA E TECN. DO ESTADO
DO MS

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 1.858.827

Apresentacéo do Projeto:

Trata-se de uma relevante pesquisa que visa mapear a utilizacdo de recursos animais como fonte de novos
produtos farmacoldgicos. A pesquisa se baseara em entrevistas com académicos e servidores da UFGD.
Trata-se de uma proposta bem descrita e com dimensdes bem claras e objetivas. A metologia (de natureza

guantitativa e qualitativa) esta bem descrita e adequada a proposta.

Objetivo da Pesquisa:

Os objetivos estdo claramente descritos e se baseiam na hipotese que os dados obtidos nesta pesquisa
possam levar a uma melhor compreensao da zooterapia, levando em consideracéo néo sé o0s seus aspectos
ecoldgicos, mas também culturais e farmacolégicos relevantes pra a bioprospeccéo de novos produtos
ativos. O objetivo principal da pesquisa é, assim, compilar informacdes sobre as espécies e recursos
animais utilizados na medicina popular no estado de Mato Grosso do Sul e discutir possiveis implicac6es
conservacionistas e farmacoldgicas decorrentes da exploracdo de algumas espécies. Como objetivo
secundario, o projeto pretende identificar e descrever as espécies e 0s recursos animais utilizadas para fins
medicinais; investigar as indicacdes terapéuticas e aspectos farmacolégicos na utilizacdo dos recursos
naturais descritos; Investigar e relacionar os aspetos de biodiversidade e conservac¢édo dos recursos naturais
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relacionados a utilizacdo de animais como medicina popular.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Qoo

Os riscos e beneficios estéo suficientemente descritos prevendo, inclusive, eventuais desconfortos de cunho

"psicoldgico"”, mas deixando claro que se tratam de riscos minimos e que serdo evitados sempre que

possivel. Os beneficios também estdo claramente descritos e se sdo de médio e longo prazo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

E uma pesquisa relevante e importante, com grande potencial cientifico para o desenvolvimento de novos

produtos e que podem servir de subsidio para politicas de preservacéo da fauna brasileira, destacadamente

da regido de Dourados/MS. A pesquisa ndo apresenta informagdes que possam indicar prejuizo a ética da

pesquisa com seres humanos, demonstrando grande seriedade e profissionalismo da pesquisadora.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

Esta adequado e preenche os requisitos estabelecidos nas normativas nacionais.

Recomendacgdes:

Sem recomendagdes, exceto pela aprovagéo do projeto.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Pela aprovacéo do projeto.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
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do Projeto ROJETO 814897.pdf 10:40:01
TCLE / Termos de | TCLE_Corrigido.pdf 17/11/2016 |JANIELLE DA SILVA| Aceito
Assentimento / 10:39:06 |MELO DA CUNHA
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |Projeto_de_Pesquisa_Entrevistas.doc 17/11/2016 |JANIELLE DA SILVA| Aceito
Brochura 10:37:35 |MELO DA CUNHA
Investigador
Outros questionario.pdf 24/10/2016 |JANIELLE DA SILVA| Aceito

12:13:32 | MELO DA CUNHA
Outros Resol279.pdf 24/10/2016 [JANIELLE DA SILVA| Aceito
Endereco: Rua Melvin Jones, 940
Bairro: Jardim América CEP: 79.803-010
UF: MS Municipio: DOURADOS
Telefone: (67)3410-2853 E-mail: cep@ufgd.edu.br

Pagina 02 de 03




UFGD - UNIVERSIDADE
FEDERAL DA GRANDE
DOURADOS / UFGD-MS

Continuagado do Parecer: 1.858.827

QRerari

Outros Resol279.pdf 12:12:07 |MELO DA CUNHA Aceito

Orgamento orcamento.pdf 24/10/2016 |JANIELLE DA SILVA| Aceito
12:08:27 MELO DA CUNHA

Declaracao de Declaracao.pdf 24/10/2016 [JANIELLE DA SILVA| Aceito

Pesquisadores 12:08:02 | MELO DA CUNHA

Declaracéo de termo_de_compromisso.pdf 24/10/2016 |JANIELLE DA SILVA| Aceito

Instituicdo e 12:07:34 |MELO DA CUNHA

Infraestrutura

Declaracéo de infra_estrutura.pdf 24/10/2016 [JANIELLE DA SILVA| Aceito

Instituicdo e 12:07:02 |MELO DA CUNHA

Infraestrutura

Cronograma cronograma.pdf 24/10/2016 |JANIELLE DA SILVA| Aceito
12:06:03 MELO DA CUNHA

Folha de Rosto folhaDeRosto.pdf 24/10/2016 |JANIELLE DA SILVA| Aceito
12:05:20 MELO DA CUNHA

Situacédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro: Jardim América
UF: MS
Telefone:

Municipio:
(67)3410-2853

DOURADQOS, 07 de Dezembro de 2016

Assinado por:
Leonardo Ribeiro Martins
(Coordenador)

Rua Melvin Jones, 940

CEP: 79.803-010

DOURADOS

E-mail:

cep@ufgd.edu.br
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MINISTERIO DA EDUCACAO

FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
PRO-REITORIA DE ENSINO DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

Dourados-MS, 12 de maio de 2016.

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Potencial farmacologico do
cha de abelhas Apis melifera”, registrada sob o protocolo de n® 25/2016,
sob a responsabilidade de Kely de Picoli Souza e Janielle da Silva Melo da
Cunha — que envolve a producao, manutencao e/ou utilizacao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins
de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho
de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA/UFGD) da Universidade Federal da Grande Dourados,
em reuniao de 06/05/2016.

Finalidade (X) Ensino () Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacdo 29/05/2016 a 30/08/2017

Espécie/linhagemy/raca Mus musculus | Swiss

N9 de animals 80

Peso/idade 60 dias

Sexo 70 Machos e 10 Fémeas

Origem Biotério da Universidade Federal da Grande
Dourados

Melissa Negrao Sepulvida
Coordenadora CEUA

Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFGD — Rua Jo&o Rosa Goes, 1761 — Vila Progresso.
Dourados/MS. E-mail: ceua@ufgd.edu.br



MINISTERIO DA EDUCACAO
FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
PRO-REITORIA DE ENSINO DE P()S-GRADUAQAO E PESQUISA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA
Dourados-MS, 31 de janeiro de 2017.

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Potencial Farmacoldgico do
Extrato Biliar de Agouti paca ", registrada sob o protocolo de n°® 48/2016, sob a
responsabilidade de Kely de Picoli Souza e Janielle da Silva Melo da Cunha — que
envolve a producao, manutengao e/ou utilizagao de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal
(CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFGD) da Universidade Federal da Grande Dourados, em reunidao de
18/11/2016.

Finalidade ( X ) Ensino ( ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacdo 01/02/2017 a 30/07/2017
Espécie/linhagemy/raca Mus musculus / C57BI/6

NO de animais 90

Peso/idade 60 dias

Sexo 70 machos e 20 fémeas
Origem Biotério Central da UFGD

Melissa Negrao Sepulvida
Coordenadora CEUA

Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFGD — Rua Jo&o Rosa Goes, 1761 — Vila Progresso.
Dourados/MS. E-mail: ceua@ufgd.edu.br



_ MINISTERIO DA EDUCAGAO
FUNDAGAO UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
FACULDADE DE CIENCIAS BIOLOGICAS E AMBIENTAIS

RESOLUGAO N° 279, DE 19 DE OUTUBRO DE 2016.

A PRESIDENTE DO CONSELHO DIRETOR DA FACULDADE DE CIENCIAS
BIOLOGICAS E AMBIENTAIS, da Fundagao Universidade Federal da Grande Dourados, no
uso de suas atribuigdes legais, RESOLVE, ad referendum:

I. Aprovar o projeto de pesquisa “Potencial farmacoldgico do extrato biliar de
Agouti pacd’, coordenado pela professora Kely de Picoli Souza.

II. Aprovar o projeto de pesquisa “Utilizagao de recursos animais como fonte
de novos farmacos”, coordenado pela professora Kely de Picoli Souza.

GISELﬁE JESUS

PRESIDENTE

UFGD - UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
FCBA - FACULDADE DE CIENCIAS BIOLOGICAS E AMBIENTAIS
Rodovia Dourados - Itahum, km 12, Dourados (MS)

CEP 79.804-970, Cx. Postal 533, - Fone: (67) 3410-2256
e-mail: fcba@ufgd.edu.br



Ministério do Meio Ambiente ]
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO
SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 AC4E106

A atividade de acesso ao Conhecimento Tradicional Associado, nos termos abaixo resumida, foi
cadastrada no SisGen, em atendimento ao previsto na Lei n°® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: AC4E106

Usuario: Janielle da Silva Melo da Cunha
CPF/CNPJ: 975.542.861-53

Objeto do Acesso: Conhecimento Tradicional Associado
Finalidade do Acesso: Pesquisa
Espécie

apenas descricao do nome de animais para fins medicinais.

Fonte do CTA

CTA de origem nao identificavel

Titulo da Atividade: UTILIZAGAO DE RECURSOS ANIMAIS COMO FONTE DE NOVOS
FARMACOS

Equipe

Janielle da Silva Melo da Cunha Unifap

Data do Cadastro: 21/03/2018 10:01:23

Situagao do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patrimbénio Genético
Situagao cadastral conforme consulta ao SisGen em 20:11 de 08/07/2018.

YA/ SISTEMA NACIOMAL DE GESTAO

DO PATRIMONIO GEMETICO

E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
IANIAN ASSOCIADO - SISGEN



Ministériq do Meio AmbieAnte ]
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Certidao
Cadastro n2 AC4E106

Declaramos, nos termos do art. 41 do Decreto n® 8.772/2016, que o cadastro de acesso ao patriménio
genético ou conhecimento tradicional associado, abaixo identificado e resumido, no Sistema Nacional de Gestéao
do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado foi submetido ao procedimento administrativo
de verificagdo e nao foi objeto de requerimentos admitidos de verificagdo de indicios de irregularidades ou, caso
tenha sido, o requerimento de verificagdo nao foi acatado pelo CGen.

Numero do cadastro: AC4E106

Usuario: Janielle da Silva Melo da Cunha
CPF/CNPJ: 975.542.861-53

Objeto do Acesso: Conhecimento Tradicional Associado
Finalidade do Acesso: Pesquisa

Espécie

apenas descricao do nome de animais para fins medicinais.
Fonte do CTA

CTA de origem nao identificavel

Titulo da Atividade: UTILIZAGAO DE RECURSOS ANIMAIS COMO FONTE DE NOVOS
FARMACOS

Equipe

Janielle da Silva Melo da Cunha Unifap

Data do Cadastro: 21/03/2018 10:01:23

Situacdo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patriménio Genético
Situagao cadastral conforme consulta ao SisGen em 12:34 de 23/05/2018.

\NYAYS SISTEMA NACIOMAL DE GESTAO

DO PATRIMONIO GEMETICO

E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
AN AN ASSOCIADO - SISGEN



