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RESUMO

Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca metabdlica caracterizada pela falha na producéo ou
deficiéncia de insulina no organismo, horménio responsavel pelo metabolismo de glicose.
Lippia dulcis Trev. é uma planta arbustiva da familia Verbenaceae, conhecida como hortelé-
doce ou capim-doce na regido Norte do Brasil. E utilizada tradicionalmente para tratar o DM.
Considerando o uso empirico desta planta e a busca por alternativas naturais pra controlar o
diabetes, esta pesquisa objetivou avaliar a atividade hipoglicemiante do Extrato Etandlico das
partes aéreas secas de Lippia dulcis Trev. (EELD) em ratos da linhagem Wistar induzidos ao
DM tipo 2 por aloxana. O extrato foi obtido por Soxhlet e a analise da composicédo quimica do
EELD se deu por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE. Os compostos
foram identificados utilizando a literatura. Foi realizada avaliacdo da toxicidade oral aguda do
extrato utilizando 06 ratos Wistar fémeas, das quais trés receberam EELD a 2.000 mg/kg, e
trés foram usadas como controle. Para os experimentos de efeito hipoglicemiante foram
utilizados 20 ratos Wistar machos, divididos em quatro grupos (n=5), Controle Negativo
(Grupo 1), Controle Positivo (Grupo 1), EELD 100 mg/Kg (Grupo I11) e EELD 500 mg/Kg
(Grupo 1V), sendo estes dois Ultimos os que receberam concentracdes de EELD a 100 mg/kg
e 500 mg/kg, respectivamente. Os tratamentos foram administrados por gavagem durante 21
dias. A cada 07 dias avaliou-se peso e glicemia em jejum dos animais. Ap6s os 21 dias de
tratamento o sangue dos animais foi coletado para analise bioquimica (TGP, TGO, ureia e
creatinina). O resultado da analise quimica do EELD indicou a presenca de compostos
fenolicos e fenilpropanoides. O extrato etandlico de L. dulcis ndo apresentou sinais de
toxicidade nos animais que receberam 2.000 mg/kg. Na avaliacdo do efeito hipoglicemiante
do EELD houve diferenca estatistica entre os grupos tratados, onde os Grupos IlI, Il e IV
diferiram do Grupo | (Controle Negativo). Os animais tratados com ambas as concentragoes
do extrato de L. dulcis mantiveram uma média de glicemia durante os 21 dias de tratamento,
apresentando leve reducdo deste parametro no 21° dia. Quanto ao estado ponderal, houve
diferenca estatistica no ganho de peso entre os dias de avaliacdo, demonstrando que a perda
nos grupos foi gradativa a partir da primeira semana de experimentos. Observou-se que 0S
animais tratados com os EELD a 100 mg/Kg e 500 mg/Kg apresentaram média de ganho de
peso no 21° dia. Na avaliacdo bioquimica, os niveis de TGO, TGP e ureia ndo apresentaram
diferenca estatistica entre 0s grupos, ao contrario dos niveis séricos de creatinina, que foram
considerados dentro da normalidade apenas nos animais tratados com os extratos. Esses
resultados indicam que o EELD pode estar associado a melhora de determinados agravos da
hiperglicemia cronica. Portanto, faz-se necessario complementar estes resultados com estudos
adicionais, a fim de contribuir para o conhecimento das atividades terapéuticas da planta.
Além disso, € essencial conduzir uma andlise fitoquimica mais detalhada do EELD,
possibilitando a quantificacdo dos compostos fenolicos de L. dulcis, ampliando os dados
fornecidos nesta pesquisa.

Palavras chave: Diabetes Mellitus; hortel&-doce; atividade hipoglicemiante.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic disease characterized by failure in the production or
deficiency of insulin in the body, the hormone responsible for glucose metabolism. Lippia
dulcis Trev. is a shrubby plant from the Verbenaceae family, known as sweet mint or sweet
grass in the North of Brazil. It is traditionally used to treat DM. Considering the empirical use
of this plant and the search for natural alternatives to control diabetes, this research aimed to
evaluate the hypoglycemic activity of the Ethanol Extract from the dried aerial parts of Lippia
dulcis Trev. (EELD) in Wistar rats induced type 2 DM by alloxan. The extract was obtained
by Soxhlet and the chemical composition of EELD was analyzed using High Performance
Liquid Chromatography — HPLC. The compounds were identified using the literature. The
acute oral toxicity of the extract was evaluated using 6 female Wistar rats, three of which
received EELD at 2,000 mg/kg, and three were used as controls. For the hypoglycemic effect
experiments, 20 male Wistar rats were used, divided into four groups (n=5), Negative Control
(Group 1), Positive Control (Group I1), EELD 100 mg/Kg (Group I11) and EELD 500 mg /Kg
(Group 1V), the latter two being those that received EELD concentrations of 100 mg/kg and
500 mg/kg, respectively. Treatments were administered by gavage for 21 days. Every 7 days,
the animals' weight and fasting blood glucose levels were evaluated. After 21 days of
treatment, the animals' blood was collected for biochemical analysis (TGP, TGO, urea and
creatinine). The result of the EELD chemical analysis indicated the presence of phenolic and
phenylpropanoid compounds. The ethanolic extract of L. dulcis showed no signs of toxicity in
animals that received 2,000 mg/kg. When evaluating the hypoglycemic effect of EELD, there
was a statistical difference between the treated groups, where Groups I, 11l and 1V differed
from Group | (Negative Control). The animals treated with both concentrations of L. dulcis
extract maintained an average blood glucose level during the 21 days of treatment, showing a
slight reduction in this parameter on the 21st day. Regarding weight status, there was a
statistical difference in weight gain between the evaluation days, demonstrating that the loss
in the groups was gradual from the first week of experiments. It was observed that animals
treated with EELD at 100 mg/Kg and 500 mg/Kg showed an average weight gain on the 21st
day. In the biochemical evaluation, the levels of TGO, TGP and urea showed no statistical
difference between the groups, unlike serum creatinine levels, which were considered within
normal limits only in animals treated with the extracts. These results indicate that EELD may
be associated with the improvement of certain problems of chronic hyperglycemia. Therefore,
it is necessary to complement these results with additional studies, in order to contribute to the
knowledge of the plant's therapeutic activities. Furthermore, it is essential to conduct a more
detailed phytochemical analysis of EELD, enabling the quantification of L. dulcis phenolic
compounds, expanding the data provided in this research.

Keywords: Diabetes Mellitus; sweet mint; hypoglycemic activity.
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1. INTRODUCAO

Os habitos alimentares sofreram intensas mudancas ao longo da histdria. Antigamente o
foco da terapia nutricional consistia em combater deficiéncias alimentares e desnutri¢éo,
problemas relacionados a quantidade de nutriente na dieta da populagdo. Houve, porém, uma
alteracdo demogréfica, sobretudo em paises desenvolvidos, mudando o foco destas
deficiéncias para uma grande incidéncia de doengas crénico-degenerativas, como problemas
cardiovasculares, Diabetes Mellitus (DM), hipertensao arterial (HAS), dislipidemias e cancer,
que correspondem a 70% da mortalidade e 58% da morbidade, respectivamente, em todo o
mundo. A facilidade de acesso a alimentos prontos e rapidos levou ao consumo excessivo de
alimentos ndo nutritivos, ricos em gorduras e agucares, aumentando o risco de problemas de
salde (ROSSANEIS et al., 2019; TAPSELL et al., 2016).

A busca pela cura de doencas a partir do uso de plantas medicinais € um habito antigo.
Muitos povos pelo mundo aprimoraram de maneira empirica a administracdo de varios tipos
de ervas como remeédio para tratar problemas de saide. Fontes de compostos biologicamente
ativos, 0s produtos vegetais representam um papel importante no uso tradicional, por sua
disponibilidade e baixo custo, e tém subsidiado a pesquisa farmacéutica como matéria-prima
para o desenvolvimento de novas drogas (HOTWANI; BALIGA; SHARMA, 2014).

O Diabetes Mellitus é um distdrbio metabdlico que afeta mais de 540 milhdes de
pessoas no mundo, 16,8 milhdes s6 no Brasil (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2022). E caracterizado por um grupo de disfuncdes metabélicas de diferentes
causas etioldgicas, que causam falhas na sintese ou ac¢do da insulina, ocasionando constante
elevacdo da glicose sanguinea. O tipo 2, também conhecido como diabetes adquirida, é o mais
comum presente na populagdo, com 90 a 95% dos casos (LIRA NETO et al., 2018). A
condicdo de hiperglicemia cronica é ainda um fator de risco para o desenvolvimento de
disfungdes teciduais e enddcrinas, como distdrbios nos rins e figado, estando estes Orgaos
diretamente envolvidos no metabolismo de glicose (KEARNEY & GNUDI, 2023).

Tendo em vista a crescente demanda por tratamento para o diabetes e o0 alto custo com
medicacgdo para tratar a patologia, suas consequéncias e morbidades, muito se tem buscado a
fitoterapia como alternativa terapéutica. (COUTINHO et al., 2016; ROSSANEIS et al., 2019).
Diversos compostos de plantas apresentaram atividades hipoglicemiantes em pesquisas in
vivo e in vitro. A atividade farmacoldgica destas substancias é estudada como uma alternativa
para controle e/ou tratamento do DM, considerando o baixo custo e facil acesso aos produtos

de origem natural, fatores altamente ponderados pela industria farmacéutica. Os compostos
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bioativos isolados de plantas tém mostrado efeito positivo para o tratamento da sindrome
metabdlica, com grande potencial antioxidante (SOK YEN et al., 2021).

Estudos com plantas pertencentes a familia Verbenaceae ja demonstraram efeito
positivo no tratamento de DM. Em sua pesquisa utilizando ratos, Arika et al. (2015),
comprovaram o potencial antidiabético do extrato aquoso obtido das folhas da planta Lippia
javanica, associado a compostos fitoquimicos vitais presentes na espécie. Al-Snai (2019)
destaca em seu levantamento sobre a espécie Phyla nodiflora, além de outras propriedades
terapéuticas, a atividade hipoglicemiante da planta, in vivo, bem como de seu composto
isolado y-Sitosterol.

Lippia dulcis Trev., conhecida como erva doce asteca, € uma planta que faz parte da
familia Verbenaceae, nativa da América Central, e popular por seu poder edulcorante, sendo
um potente adocante natural. Usada na medicina tradicional principalmente para tratar
resfriados e tosses persistentes, diarreia e dor de estdbmago, suas flores também sdo muito
utilizadas na culinria, como alternativa para o acucar. A dogura é proveniente da
hernandulcina presente no 6leo essencial das folhas e flores da planta, substancia até 1.500
vezes mais doce que a sacarose (PEREZ et al., 2005; SCHMITT et al., 2016). Na regido Norte
do Brasil, L. dulcis também é utilizada como infuséo para controlar o diabetes (ROCHA et al.,
2023).

Diante do exposto, considerando a disponibilidade e adaptacdo da planta ao clima e solo
desta regido, é relevante identificar a composicéao fitoquimica do Extrato Etanolico de Lippia
dulcis Trev. (EELD), investigar seu possivel efeito hipoglicemiante, bem como seu impacto
no peso e nas enzimas relativas ao funcionamento renal e hepatico de ratos Wistar diabéticos
induzidos, a fim de avaliar as propriedades terapéuticas desta planta.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Metabolismo de carboidratos

Em condic¢des naturais, apos a ingestdo de alimentos (pds-prandial) grande parte dos
carboidratos da alimentacdo € absorvida pelo figado, sendo a glicose, a frutose e a galactose
0s agucares (monossacarideos) mais utilizados como fonte de energia pelo organismo. Estes
produtos da quebra enzimética de dissacarideos e polissacarideos sdo entdo hidrolisados e
transformados no produto final de absorcdo pelo intestino, a glicose, que fica armazenada no
figado, por acdo hormonal, para ser prontamente utilizada ou armazenada na forma de
depdsitos de glicogénio, polimeros de glicose que funcionam como uma reserva energética
(PRETE, 2019).

Nos individuos normoglicémicos a glicose sanguinea € constantemente regulada pelos
horménios e enzimas responsaveis por seu armazenamento e por sua liberacdo na corrente
sanguinea. Os dois principais horménios que participam da regulacdo da glicose sdo o
glucagon, produzido pelas células a, e a insulina, produzida pelas células B, ambas as células
das ilhotas pancreaticas (DE CASTRO et al., 2021). O glucagon € o horménio responsével
por estimular a secrecdo de glicose. Ele é secretado e age no figado, provocando a quebra dos
depdsitos de glicogénio, o que ativa a producdo de glicose em periodos de hipoglicemia. Em
condigdes fisioldgicas como no Diabetes tipo | 0 aumento desse hormdnio contribui para o
estado de cetoacidose e para perda de funcdo das células B, prejudicando a secregdo da
insulina (CAPOZZI; D’ ALESSIO; CAMPBELL, 2022).

A insulina, horménio que age na captacdo da glicose ap6s a ingestdo de alimentos
energéticos, é responsavel por retirar a glicose do sangue e transporta-la para o figado, onde €
armazenada como glicogénio (Figura 1). Por ser o unico horm6nio com agdo
hipoglicemiante, a insulina apresenta um minucioso controle de secre¢éo, e sua acao pode ser
comprometida dependendo do estado fisiolégico do individuo, como na gestacgdo,
envelhecimento ou mesmo por fatores genéticos e ambientais (DE CASTRO et al., 2021).

Ap0s a sobrecarga de glicose no organismo, seja pelo estimulo da alimentacéo ou por
administracdo intravenosa, ocorre a secrecdo de insulina em duas fases. O primeiro pico
ocorre ap6s 10 minutos da chegada da glicose na corrente sanguinea. Esta fase pode perdurar
por aproximadamente 15 minutos, que precedem a segunda fase, caracterizada por um
aumento progressivo, porém expressivo da acdo da insulina, que pode perdurar por até 03

horas, como observado em humanos e em ratos. ApOs esse periodo a glicose sanguinea
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retorna aos niveis basais (HUANG; JOSEPH, 2014).

Quando ha presenca de glicose na corrente sanguinea, principalmente ap6s a ingestéo de
alimentos ricos em acucares, a glicose entra nas células promovendo o fechamento dos canais
de potassio (K), o que acarreta na despolarizagdo da membrana celular e na abertura dos
canais de célcio (Ca 2* ), resultando na liberacdo de insulina para a corrente sanguinea
(GALICIA-GARCIA et al., 2020).

Figura 1. Acdo dos horménios responsaveis pela regulacdo da glicose sanguinea.
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Fonte: CAPOZZI; D’ALESSIO; CAMPBELL (2022); DE CASTRO et al. (2021).

2.2 Diabetes Mellitus: fisiopatologia e mecanismo de acéo

Diabetes Mellitus (DM) foi mencionado em registros que datam de 1.500 aC pelos
povos egipcios, caracterizado como a doenca que causava perda excessiva de urina, a qual ao
longo de séculos era tratada de maneira inadequada e ineficaz com receitas sem quaisquer
efeitos terapéuticos, dada a falta de conhecimento sobre a origem do problema. Foi a partir do
século XIX que a restricdo na dieta e a pratica de atividades fisicas foram consideradas para
amenizar os sintomas da doenca, praticas estas que sdo até os dias de hoje fundamentais para
prevencéo e controle do DM, especialmente do tipo 2 (LAKHTAKIA, 2013).

Essa doenca estd entre 0s quatro principais problemas ndo transmissiveis de satde que
mais requerem cuidados e atencdo para minimizar sua incidéncia e agravos. Demanda grande

atencdo na promoc¢do da saude, uma vez que, dentre as doengas ndo-transmissiveis, €
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considerada uma das quatro principais causas de mortalidade nas Américas (PAHO, 2022). E
uma doenga metabolica cronica caracterizada pela deficiéncia na producdo de insulina pelo
pancreas, ou quando ndo ha aproveitamento desse horménio pelo organismo, o que leva a
intolerancia a glicose, prejudicando as células B do péancreas (OGUNTIBEJU, 2019;
ROSSANEIS et al., 2019).

De acordo com a INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION (IDF, 2022), apenas
nas Americas do Sul e Central, um em cada 11 adultos apresentam diagndstico da doenca,
chegando a mais de 33 milhdes de individuos diabéticos. No entanto, uma em cada trés
pessoas ainda ndo foram devidamente diagnosticadas, apesar de conviverem com a doenca
(33%), o0 que pode levar ao aparecimento precoce dos sintomas mais graves da doenca. Ainda
nestas regides, mais de 410mil mortes no ano de 2021 foram decorrentes de DM e as despesas
com a doenca chegaram a U$ 65 bilhdes.

O DM pode ser classificado em trés tipos bem delimitados, o tipo 1 (imunomediada), o
tipo 2 (fatores genéticos e ambientais) e 0 DM gestacional (hormonal). Além destes, outros
fatores como erros genéticos, reacdo ao uso de certos medicamentos e infeccdes podem levar
0 organismo ao estado de hiperglicemia cronica. De acordo com a Organiza¢do Mundial da
Saude (OMS), os valores a serem considerados ao se observar um quadro de glicemia normal
e quando h& ocorréncia estabelecida de diabetes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2019) estdo representados na Tabela 1 abaixo:

Tabela 1. Valores glicémicos para o diagnostico de diabetes.

Glicose 2 horas

Glicose em ap6s sobrecarda Hemoglobina
jejum pcom 75 deg glicada - HbA1lc Observacdes
(mg/dL) . (%)

glicose (mg/dL)
OMS emprega valor de corte de
Normoglicemia <100 <140 <57 110 mg/dL para normalidade da
glicose em jejum.
Positividade de qualquer dos
parametros confirma diagnéstico
de DM. Método de HbAlc deve
ser 0 padronizado. Na auséncia
de sintomas de hiperglicemia, é
necessario confirmar o
diagnostico pela repeticdo de
testes.

Diabetes

estabelecido = 126 =200 >6,5

Fonte: SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2019.

Quanto aos mecanismos de acdo dos principais tipos de DM, em suma, observa-se que

no tipo 1 ocorre uma acgdo contra as células B, resultado da atividade autoimune no organismo,
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0 que leva a deficiéncia na producgdo de insulina ou mesmo a total auséncia dessa producéo,
enquanto no tipo 2 a agdo desse hormonio é prejudicada devido a falhas funcionais das células
B. Esses sao fendmenos fisiopatoldgicos que ocorrem por estimulos intrinsecos ou ambientais,
como aumento dos niveis séricos de acgucares, gorduras e aminoacidos, funcdo celular
anormal, inflamacdes e alteragBes genéticas que afetam as moléculas de sinalizagdo de
produg&o e excrecdo de insulina (SIMONIENE et al., 2020).

No DM tipo 1 os anticorpos anti-insulina atacam os compostos envolvidos no
metabolismo da glicose (hormonio insulina, enzima descarboxilase de acido glutdmico de
65kDa, proteina 2 da insulinoma, e o transportador de zinco 8), promovendo a apoptose das
células B pancreaticas. Esse processo autoimune ¢ precedido por um processo inflamatorio
crénico nas ilhotas pancreaticas, onde ficam as células que participam do metabolismo de
glicose, as quais sdo atacadas pelos macrofagos, linfécitos T e B e células dendriticas
(RAMALHO; NORTADAS, 2021).

No DM tipo 2 ocorre a resisténcia a insulina pelas células do figado e muasculos, além
de uma deficiéncia na secrecdo desse hormonio pelas células B, que se da principalmente
devido a apoptose. Fatores externos também podem levar a disfuncdo das células
pancredticas, como uma resposta imunol6gica a estados constantes de hiperglicemia e
hiperlipidemia, se agravando nos casos de obesidade. De acordo com estudos recentes, 0S
niveis elevados de &cidos graxos livres no sague promovem estresse oxidadivo, inibindo a
abertura dos canais de Ca2* , o que impede a liberacdo da insulina. Observa-se no DM2 um
estimulo aumentado na secrecdo de glucagon, agravando o aumento de glicose circulante na
corrente sanguinea (GALICIA-GARCIA et al, 2020).

A hiperglicemia cronica ocasiona uma alteragdo no metabolismo n&o apenas de
carboidratos, mas também de proteinas e lipidios. Essa condi¢cdo pode acarretar em danos
celulares e funcionais irreversiveis, com consequente comprometimento das artérias e
surgimento de inflamagdes, afetando gravemente a funcdo endotelial. O principal fator
relacionado as complicacdes vasculares no DM ¢ a formacao de AGE’s (Advanced Glycated
End-Products), ou produtos finais de glicacdo avancada, que sdo moléculas mediadoras
patogénicas produzidas a partir de reagBes aminocarbonilo ndo-enzimaticas (reacdo de
Maillard ou caramelizacdo) (BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2008; FUHR et al., 2022).

Com o aumento de glicose no sangue pode ocorrer um desvio no processo de glicélise
(quebra da glicose formando moléculas de piruvato), levando a via de aldolase-redutase, a
qual inicia a sintese de frutose, que culminara na formag¢ao de AGES’s, ou entdo um desvio

no gliceroldeido-3-fosfato, antes da formacgdo do piruvato, que pode formar os AGE’s por
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meio do metilglioxal, composto subproduto da glicélise (Figura 2). Em individuos diabéticos
a formacdo dos produtos de glicacdo avangada € bem mais elevada quando comparada as
pessoas que ndo possuem esta condicdo, 0 que aumenta o risco de desenvolvimento de
problemas cardiovasculares, uma morbimortalidade que afeta diretamente a qualidade de vida
destes pacientes (KHALID; PETROIANU; ADEM, 2022).

Figura 2. Vias de formac&o dos produtos de glicagdo avancada a partir da glicolise.
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Fonte: BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA (2008).

O diabetes também é um fator de risco para o desenvolvimento de doenca renal. Estima-
se que um terco dos individuos portadores do DM desenvolvera doenca renal diabética, a qual
ocorre com maior incidéncia em pessoas com idade mais avancada e com predisposicao a
problemas cardiovasculares, como em hipertensos. A incidéncia de alteracbes renais em
pacientes com diabetes € uma preocupagdo significativa na pratica clinica, sendo esta uma das
complicagdes mais comuns e debilitantes do DM, uma vez que resulta em danos aos pequenos
vasos sanguineos nos rins devido ao controle inadequado da glicose no sangue ao longo do
tempo (KEARNEY & GNUDI, 2023).

Esta condigdo pode progredir para estagios avancados, como a doenca renal cronica, e
aumenta significativamente o risco de morbidade e mortalidade entre os pacientes diabéticos.
Estratégias efetivas de manejo, incluindo controle glicémico rigoroso, controle da presséo
arterial e alteracGes no estilo de vida, sdo essenciais para retardar a progressdo da nefropatia

diabética e mitigar suas complicag¢fes devastadoras. O monitoramento regular da funcéo renal
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e a deteccédo precoce de qualquer sinal de comprometimento renal sdo fundamentais para uma
intervengdo eficaz e para melhorar os resultados em longo prazo nos pacientes com Diabetes
Mellitus (GIOVANNINI; HOWES; EDWARDS, 2016; MUSABAYANE, 2012).

Os niveis séricos de ureia e creatinina sdo afetados em individuos nesta condicdo, uma
vez que estas substancias, resultantes do metabolismo de proteinas, sdo liberadas na corrente
sanguinea e excretadas pelos rins (KENE et al., 2019). A ureia é gerada a partir da amonia,
proveniente do nitrogénio resultante do metabolismo das proteinas, enquanto a creatinina, um
acido nitrogenado, produto final do metabolismo de creatina, que também € produzido nos
rins, figado e pancreas, é o principal biomarcador da funcéo renal em individuos com doenca
renal cronica e diabetes (INGOGLIA et al., 2021; KASHANI; ROSNER; OSTERMANN,
2020).

O comprometimento hepatico em pacientes diabéticos € uma preocupacdo importante
devido & inter-relacdo complexa entre Diabetes Mellitus e o funcionamento do figado. Sabe-se
que este é o primeiro 6rgdo criticamente afetado no DM, uma vez que participa diretamente
da producdo dos horménios que controlam os niveis de glicose. As enzimas transaminase
oxalacética (TGO) ou aspartato aminotransferase, e transaminase pirdvica (TGP) ou alanina
aminotransferase estdo diretamente associadas ao bom funcionamento da fungdo hepética. Em
pacientes diabéticos os niveis séricos de TGO e TGP sdo comumente elevados. Estas enzimas
sdo marcadores especificos de lesdo no figado, e seu aumento estd associado a resisténcia a
insulina e ao DM2 (SHIBABAW et al., 2019).

2.2.1 DM tipo 1: aspectos gerais

Diabetes Mellitus tipo 1 tem origem autoimune e é caracterizado pela destruicdo das
células B das ilhotas pancreaticas pelas células T autorreativas, levando a um estado de
hiperglicemia frequente. Esta condi¢cdo costuma levar a uma deficiéncia irreversivel na
secrecdo de insulina, uma vez que o organismo desenvolve anticorpos contra este hormonio e
demais enzimas que participam do metabolismo de glicose. Individuos com DM 1 precisam
administrar insulina para garantir a absorc¢ao da glicose e equilibrar a glicemia (KATSAROU
etal., 2017).

Alguns dos sinais e sintomas mais frequentes em DM1 incluem polidria, sede e fome
frequentes, perda de peso, fadiga, nausea e vomito. Dentre os fatores de risco associados a
incidéncia deste distarbio, destacam-se as doengas cardiovasculares e aterosclerose como

morbidades, com caracteristica precoce e relevante para o crescente numero na taxa de
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mortalidade entre diabéticos. O aumento na glicose sanguinea em individuos com DM1
representa um risco mais elevado de problemas cardiovasculares, quando comparado a
portadores de DM2, principalmente se estiver associado ao comprometimento renal,
inflamac6es ou dislipidemias (SCHOFIELD; HO; SORAN, 2019).

Em nivel mundial, no ano de 2021 aproximadamente 6,9 milhdes de pessoas com
menos de 20 anos foram diagnosticadas com DM1. Estima-se que a prevaléncia deste tipo
esteja aumentando em cerca de 3% ao ano em todo o0 mundo. No Brasil, 5° pais em incidéncia
de DM, mais de 60 mil jovens menores de 18 anos foram diagnosticados com DM1 desde
2021, o que representa uma prevaléncia de 0,5% nesta faixa etaria (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2022).

Diabetes do tipo 1 representa um problema recorrente de satde publica, uma vez que
pode levar a danos permanentes, como cegueira, insuficiéncia renal e problemas
cardiovasculares. A adocdo de habitos saudaveis de vida, com uma dieta balanceada e a
prética regular de atividade fisica, continuam sendo estratégias recomendadas para amenizar

os efeitos da doenca, que requer tratamento para toda a vida (BRASIL, 2020).

2.2.2 DM tipo 2: aspectos gerais

Cerca de 1 em cada 11 pessoas no mundo sofre de Diabetes Mellitus, um quadro que
vem aumentando nas Ultimas décadas, sendo esta a 9% principal causa de morte entre
individuos jovens e adultos. O DM2 acomete 90% da populacdo mundial. E uma doenca que
esta associada a predisposi¢do genética, no entanto, os fatores ambientais e comportamentais
estdo diretamente relacionados a incidéncia da doenca. Dietas ricas em carboidratos simples e
gordura saturada, consumo excessivo de alcool e alimentos industrializados, sobrepeso e
obesidade, além do estilo de vida sedentario sdo fatores determinantes para o diagndstico
precoce, sendo os problemas cardiovasculares a principal causa de morbimortalidade no
paciente diabético tipo 2 (ZHENG; LEY; HU, 2018).

O DM2 ocorre quando ndo ha armazenamento e uso adequados da insulina produzida
pelo pancreas, o que leva ao aumento de glicose na corrente sanguinea. A disfungdo das
células B pancredticas, bem como o comprometimento do figado, que desregula a fungao
natural de armazenamento de glicose sdo os principais mecanismos da patogénese deste tipo
de diabetes (CARE, 2022). Dentre os principais agravos de diabetes tipo 2 destacam-se a
recorréncia de infecgdes, como nas vias urinérias e de pele, alteragdes na visdo e dificuldade

de cicatrizacdo em feridas, principalmente nos pés e pernas. O DM2 pode ser tratado com
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medicamentos hipoglicemiantes orais, que controlam o excesso de glicose sanguinea, e ndo
depende do uso de insulina (BRASIL, 2020).

De acordo com a International Diabetes Federation (2022) cerca de 463 milhdes de
pessoas em todo o mundo vivem com diabetes, sendo que mais de 90% delas tém diabetes
tipo 2 diagnosticada. No Brasil, a incidéncia dessa doenga cronica varia de acordo com a
regido e o grupo socioecondmico em que o individuo se encontra. A regido Nordeste
apresenta a maior prevaléncia de diabetes do pais, com uma taxa de 8,9%. Entre 0s grupos
socioeconémicos, a prevaléncia de diabetes 2 é maior entre aqueles com menor escolaridade e
menor renda. Tudo isso pode estar associado a falta de acesso a alimentacdo adequada e falta
de orientaco de prevencdo em salide (FLORENCIO et al., 2021).

De Pinho et al. (2015), destacam que individuos com diabetes tipo 2 apresentam maior
risco de desenvolverem alteracdes lipidicas, quando relacionados aos portadores do tipo 1 da
doenca. A resisténcia a insulina afeta 0 metabolismo de lipoproteinas no sangue, elevando o
colesterol LDL e triglicerideos, e reduzindo o HDL. Pode ocorrer ainda, que em individuos
gue ndo sdo diabéticos, porém que tenham predisposicdo a desenvolver a doenca e também
niveis de lipidios alterados, o diabetes se manifeste como uma consequéncia desta alteracao
metabdlica. Pacientes que tem a glicemia descontrolada ou que ndo fazem intervencédo
medicamentosa sdo os mais afetados por estes problemas séricos. Portanto, o controle do
diabetes é necessario ndo apenas garantir a qualidade de vida do paciente, mas também para
evitar problemas cardiovasculares (SHAHWAN et al., 2019).

2.2.3 Diabetes Gestacional: aspectos gerais

Durante a gestacdo ocorrem alteracbes hormonais e metabdlicas, necessarias para suprir
demandas no crescimento e desenvolvimento fetal. Tais alteragdes, quando associadas a
fatores como deficiéncia das células B pancredticas e resisténcia a insulina, podem levar a
incidéncia de Diabetes Mellitus gestacional (DMG), um quadro de hiperglicemia na gestante
que aumenta o risco de complicacbes na gravidez, afetando mae e feto. Dentre as
complicagdes mais comuns estdo o parto prematuro, pré-eclampsia, hipoglicemia no recém-
nascido e risco de obesidade tardia para a crianca. Alem disto, o efeito na mée pode ser
irreversivel, fazendo com que ela desenvolva um quadro de DM para toda a vida (LENDE;
RIJHSINGHANI, 2020).

A prevaléncia de DMG no Brasil varia entre 1 a 14%, e pode afetar diferentes faixas

etarias e classes sociais. No entanto, dentre os fatores de risco para que a mulher desenvolva
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essa doenca, oS mais importantes sdo sobrepeso ou obesidade da mée, idade avancada,
sindrome do ovério policistico, uso de determinados medicamentos ou agentes quimicos,
histérico familiar e crescimento fetal excessivo. O tratamento de DM em gestantes inclui
mudancas na alimentacdo e a pratica de atividade fisica adequada, além de acompanhamento
constante dos niveis de glicose sanguinea na méde. Em alguns casos, a administracdo de
insulina pode ser necessaria (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2020).

2.3 Tratamento do Diabetes Mellitus

Alimentacdo adequada, com dieta equilibrada e reduzida em carboidratos simples, bem
como a préatica de atividades fisicas regulares, sdo imprescindiveis para o controle do DM.
Tais medidas sdo consideradas fundamentais no tratamento de todos os tipos de diabetes, em
alguns casos controlando a glicemia de maneira eficiente. No entanto, quando néo é possivel
controlar a DM apenas com uma mudanca no estilo de vida, a intervencdo medicamentosa
deve ser iniciada, de acordo com cada caso (MARIN-PENALVER et al., 2016).

2.3.1 Terapia medicamentosa no Diabetes Mellitus

A terapia farmacologica no Diabetes Mellitus consiste na reposicdo de insulina na
maioria dos casos de DM1, ou na utilizacdo de farmacos hipoglicemiantes orais no DM2. No
DM1, por serem insulinodependentes, os pacientes precisam fazer uso do horménio para
captar a glicose do sangue. E realizada a administracdo de insulina exdgena, sempre que
possivel fazendo o controle da ingestdo de carboidratos e verificagdo da glicemia. A insulina
recombinada, produzida pela indUstria farmacéutica, utiliza o gene humano codificado com o
de uma bactéria, e € administrada por via subcutanea, que posteriormente se liga aos
receptores especificos da membrana celular, passando inicialmente pelo figado, assim como a
insulina enddgena. Em individuos portadores de DM1 o uso de insulina injetavel é a maneira
mais efetiva de controlar a glicose no sangue, ocasionando, no entanto, alguns desconfortos
para quem necessita de insulinoterapia, a qual em alguns casos requer administracdo varias
vezes ao dia (KATSAROU et al., 2017; INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION,
2022).

No DM2, dentre os farmacos secretagogos estimulantes de insulina mais utilizados para

0 controle da glicemia, destacam-se a sulfonilureia e metiglinida, que agem se ligando a um
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receptor no canal de potassio nas células B, promovendo o aumento da libera¢do de insulina
pelas ilhotas pancreéticas. Nesta classe de compostos 0s mais relevantes sdo tolbutamida,
clorpropamida, tolazamida e acetohexamida, que fazem parte da 12 geracéo, e glibenclamida,
glipizida e glimepirida, da 2% geracdo, a qual foi desenvolvida para promover uma liberacédo
mais répida e eficaz de insulina. Apesar de apresentarem acdo satisfatoria no controle da
hiperglicemia, estes compostos podem acarretar efeitos colaterais relevantes, como
hipoglicemia grave, tontura, confusdo mental, problemas gastrointestinais e ganho de peso
(HALL; BANERJEE; MCGUIRE, 2011; PADHI et al., 2020).

Os farmacos hipoglicemiantes a base de biguanidas atuam reduzindo tanto a liberacéo
de glicose pelo figado quanto a absor¢do de glicose no limen intestinal, diferente dos
secretagogos, que agem diretamente na secrecdo de insulina. Metformina é considerado o
mais seguro desta classe, sendo um dos hipoglicemiantes orais mais prescrito para o0 paciente
diabético tipo 2. Dentre as vantagens de se utilizar esse farmaco, destacam-se seus efeitos
hipolipemiante, com reducgdo do triglicerideo e do colesterol, além de ndo provocar ganho de
peso e nem picos de hipoglicemia. No entanto, alguns de seus raros efeitos adversos podem
incluir reacbes gastrointestinais como vomito, diarreia e nauseas, € seu uso a longo prazo
pode interferir na absorgéo de vitamina B12. A metformina apresenta, ainda, maior seguranga
em longo prazo ao ser utilizada para prevenir o DM2 (PADHI et al., 2020;
INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2022).

A enzima a-glicosidase, que esta presente nas microvilosidades do intestino delgado,
atua no organismo promovendo a absorcdo da glicose pos-prandial pelo intestino, a partir da
quebra do amido em monossacarideos. Os farmacos inibidores da a-glicosidase retardam a
absorcdo dos acgucares provenientes da alimentacdo, diminuindo os picos de hiperglicemia,
sendo considerados compostos promissores para o controle do DM2. Dentre estes se destacam
a acarbose e o0 miglitol, que séo indicados para o tratamento da doenca (ANDRADE-CETTO,;
BECERRA-JIMENEZ; CARDENAS-VAZQUEZ, 2008).

Além destes, muitos estudos vém sendo realizados para comprovar a inibi¢do da a-
glicosidase a partir de compostos presentes em plantas utilizadas na medicina tradicional para
tratar o diabetes (ANDRADE-CETTO; BECERRA-JIMENEZ; CARDENAS-VAZQUEZ,
2008; MELO; CARVALHO, 2006).

2.3.2 Uso de plantas medicinais para o controle do Diabetes Mellitus e das alteragoes

metabolicas associadas ao comprometimento renal e hepatico
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As plantas apresentam em sua composicdo quimica compostos bioativos com acao
terapéutica para diversos tipos de patologias. Os compostos de plantas podem ser usados
como base para a producdo de medicamentos sintéticos. Varios distirbios metabolicos sdo
tratados com medicamentos produzidos a partir de plantas medicinais, considerando seu uso
pelas comunidades tradicionais. Plantas apresentam como vantagem a baixa incidéncia de
reacOes adversas ou toxicidade, aléem do baixo custo quando comparadas ao uso de
medicamentos comerciais (NYAKUDYA et al., 2020).

O uso de plantas medicinais na terapéutica necessita de validacdo cientifica para
comprovar sua acdo farmacolégica e possiveis efeitos colaterais. Ainda assim é popular entre
povos tradicionais e comunidades que ndo tém acesso facilitado a programas de salde
(VARGAS-ARANA; RENGIFO-SALGADO; SIMIRGIOTIS, 2023). Devido ao aumento na
incidéncia de DM no mundo, a variedade de produtos antidiabéticos ofertados no mercado
vem crescendo anualmente com a descoberta de novas drogas. Os constituintes das plantas
com efeito hipoglicemiante costumam ser alcaloides, flavonoides, saponinas, carotenoides,
terpenoides, entre outros, 0s quais estdo presentes em extratos e 6leos essenciais (SALEHI et
al., 2019).

Os compostos bioativos isolados de plantas por vezes apresentaram melhor efeito
hipoglicemiante que as drogas comerciais comumente utilizadas. A acgdo eficaz dos
glicose, com a melhora da funcdo pancreéatica devido ao aumento na producdo de insulina
pelo 6rgdo. Existe uma variedade de plantas com atividade antidiabética relatadas na
literatura, que demonstram capacidade de reduzir a incidéncia de complicacbes do DM no
organismo, bem como melhorar disfun¢des no metabolismo (MALVIYA; JAIN; MALVIYA,
2010).

Estudos recentes mostraram a atividade antidiabética de plantas, as quais apresentaram
diferentes tipos de compostos bioativos, como alcaldides, glicosideos, polissacarideos,
peptidoglicanos, hipoglicina, guanidina, esterdides, carboidratos, glicopeptideos, terpenoides,
aminoéacidos e ions inorganicos, com atividade hipoglicemiante comprovada. Espécies como a
graviola (Annona muricata), que reduziu o estresse oxidativo das células p pancreaticas de
ratos diabeticos, cajueiro (Anacardium occidentale L.), usado principalmente em paises
africanos para o tratamento de DM, alho (Allium sativum), cujos compostos aumentam a
secrecdo de insulina, babosa (Aloe vera), cuja mucilagem tem propriedades que reduzem a
glicemia, assim como no extrato das folhas, canela (Cinnamon zeylaniucm), cuja substancia

cinamaldeido tem efeito insulinotrépico, e a estévia (Stevia rebaudiana), que apresenta o
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composto esteviosideo, o qual exerceu acdo hipoglicemiante, insulinotropicas e
glucagonostaticas em pesquisa in vivo (MATALQAH; AL-TAWALBEH, 2019).

A estévia (Stevia rebaudiana), planta da familia Asteraceae, apresentou efeitos positivos
em doencas cronico-degenerativas, como diabetes e hipertensdo, além de efeitos
antioxidantes, anti-inflamatérios e anticancerigeno. Esses resultados estdo associados aos
extratos das folhas desta planta, que contém metabdlitos secundérios, como polifendis e
glicosideos de esteviol, responsaveis pelo sabor adocicado das folhas. Estudos mostraram que
extratos de estévia possuem acdo hipoglicemiante. O extrato aquoso da planta estimulou a
secrecdo de insulina, agindo diretamente nas células B do pancreas (IATRIDIS et al., 2022;
PUTNIK, 2020).

Além de atuar no controle da hiperglicemia, algumas plantas podem atuar positivamente
nos sintomas e complicacbes do DM, por meio de um composto isolado ou mesmo de uma
acdo combinada de seus compostos biologicamente ativos. Plantas como a espécie
Phyllanthus niruri, que além de reduzir os niveis de glicose sérica também melhorou a funcéo
renal, com acdo de regeneracdo celular e melhora no estresse oxidativo dos rins de ratos
diabéticos. Outra planta, Piper longum, atuou como agente antidiabético em ratos induzidos.
O mesmo estudo apontou uma agao protetora do extrato aquoso da raiz da planta nos rins e
figado dos animais, reduzindo a atividade das enzimas marcadoras da funcdo hepética e renal
(SALEHI et al., 2019).

Neste contexto, plantas medicinais com atividade nefroprotetora apresentam compostos
bioativos com propriedades benéficas para a saude renal, ajudando a proteger os rins contra
danos e melhorar sua fungdo. A acdo dos extratos brutos de algumas espécies pode exercer
impacto positivo nos rins, como demonstra um estudo de Namjoo et al. (2013), que utilizaram
o0 extrato hidroalcodlico de Melissa officinals em camundongos balb/C. No estudo observou-
se que, na concentracdo maior do extrato, houve dano no tecido hepético dos animais. Logo, a
dosagem e forma de utilizacdo devem ser consideradas sempre ao se fazer o uso de plantas no

tratamento de doengas.

2.4 Lippia dulcis Trev.

A familia Verbenaceae abrange mais de 32 géneros de plantas, com aproximadamente
800 espécies aceitas atualmente (CARDOSO et al., 2021). Plantas do género Lippia sdo muito
utilizadas em continentes como América Central e Africa Tropical como remédio, alimento,

aromatizante e adocante. Estas espécies tém largo historico de uso em vaérias aplicacOes
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medicinais tradicionais, muitas das quais ja foram comprovadas cientificamente (OKHALE et
al, 2016). A maioria das espécies é aromaética e os estudos sobre a quimica deste género estdo
principalmente relacionados com a composicdo dos 6leos essenciais. Uma caracteristica
marcante de Lippia é a diferenca observada na composicdo do 6leo essencial relatada para
uma mesma espécie de diferentes origens geograficas (CATALAN; DE LAMPASONA,
2002).

Lippia dulcis Trev. (Figura 3) € uma planta intensamente doce da familia Verbenaceae,
amplamente distribuida na América Tropical, com ocorréncia desde o centro do México até a
Colémbia e o norte da Venezuela, bem como Cuba e Republica Dominicana. E conhecida
como o adogante natural do México, ou erva doce asteca, e possui diversos usos medicinais,
principalmente para tratar sindromes respiratdrias, como tosse, bronquite e resfriados, como
bactericida, anti-inflamatorio e antiespasmodico, e para tratar problemas gastrointestinais
(COMPADRE; ROBBINS; KINGHORN, 1986; GRANADOS-DIESELDORFF et al., 2013).

De acordo com Castillo et al. (2024), plantas da familia Verbenaceae sdo conhecidas e
utilizadas tradicionalmente para tratar problemas gastrointestinais, devido aos seus compostos
secundarios de importante atividade bioldgica, como os compostos fenolicos presentes em
seus Oleos essenciais. As decoccdes e infusbes utilizando folhas e flores de L. dulcis sdo
empregadas em paises da América Latina, no tratamento de diarreias, disenterias e indigestéo
(PASCUAL et al., 2001; CASTILLO et al., 2024).

O género Lippia faz parte do género Phyla, por isso essa planta também é conhecida
como Phyla dulcis (CALVACHE; VILLOTA; TOVAR, 2010; GRANADOS-
DIESELDOREFF et al., 2013), ou mesmo como Phyla Scaberrima, conforme visto em estudos
mais recentes (VILLA-HUANO et al., 2021).
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Na Amazonia brasileira, é conhecida popularmente como capim-doce ou estévia, em
virtude do sabor extremamente doce das folhas e flores. Nas feiras de Santarém/PA, suas
mudas sdo comercializadas também com o nome de horteld-doce (Figura 4), sendo indicada
pelos populares para controlar os sintomas de diabetes e como sedativo, em forma de
decoccdo e infusdes, (BAQUEIRO-PENA; GUERRERO-BELTRAN, 2014; MESQUITA
GERMANO et al., 2022).

Figura 4. Mudas de L. dulcis comercializadas em
uma feira popular na cidade de Santarém/PA.

e
\

Fonte: Autora (2023)

Alguns dos principais quimiotipos presentes no 6leo essencial de Lippia dulcis Trev.
relatados na literatura sdo monoterpenos: canfora, canfeno, limoneno, terpinoleno, a-pineno,
lippiol; e sesquiterpenos: (+)-hernandulcina, biciclogermacreno, a-copaneno, B-cariofileno, 6-
cadineno, (E)-p-farneseno, (OKHALE et al, 2016; MESQUITA GERMANO et al., 2022) e a-
bisabolol, molécula responsavel pela sintese da hernandulcina na planta (ATTIA; KIM; RO,
2012).

Os terpenoides sdo substancias que agem como linha de frente na defesa das plantas
contra patogenos, e sdo amplamente utilizados como cosméticos, aromatizantes,
medicamentos e substitutos para combustivel. Sdo ainda importantes substitutos para o aglcar
(diterpendides e triterpendides), sendo adogantes naturais dominantes (ATTIA; KIM; RO,
2012). Em L. dulcis, destaca-se a hernandulcina, que é um componente volatil de seu 6leo
essencial, e € um sesquiterpeno bisabolano que faz parte de uma nova classe de adocantes
intensos ndo toxicos, ndo mutagénicos, ndo caldricos e ndo cariogénico, considerada como

sendo 1.000 a 1.500 vezes mais doce do que a sacarose. Foi 0 primeiro sesquiterpendide de
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sabor intensamente adocicado conhecido na planta, com estrutura 6-(1,5-dimetil-lhidroxihex-
4-enil)-3-metilciclohex-2enona, e € um constituinte que representa apenas 0,004% p/p
(porcentagem em peso por peso) da erva seca (COMPADRE; ROBBINS; KINGHORN,
1986; YANG et al., 1999; DE OLIVEIRA et al., 2012).

Nesta planta, destaca-se ainda a atividade farmacoldgica dos sesquiterpenos [3-
cariofileno, para o qual estudos apontaram atividades antioxidantes, anti-inflamatorias,
antibacterianas, nefroprotetora, cardioprotetora e neuroprotetora, além de apresentar
promissora acdo antidiabética em ratos (ROCHA et al., 2022), e do a-bisabolol que
apresentou reducdo na resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, além de redugdo na
gordura do figado, conforme demonstram estudos utilizando extrato de plantas ricas neste
sesquiterpeno (RAMAZANI et al., 2022).

Outros fitoquimicos secundarios de plantas como alcaloides, compostos fenolicos e
flavondides, tém demonstrado grande relevancia por sua atividade terapéutica sobre varias
doencas, incluindo processos inflamatérios e sindromes metabolicas, dentre elas 0 DM. Estes
compostos, quando presentes em quantidade significativa na planta, a torna uma espécie com
propriedades medicinais, com potencial para a industria farmacéutica (AJIBOYE et al., 2023).
Compostos fenolicos sdo encontrados em grande quantidade em plantas do género Lippia
(Verbenaceae), tornando estas espécies amplamente utilizadas na medicina tradicional
(TREVISAN et al., 2016). Em Lippia dulcis ja foi descrita a presenca de polifendis, com
destague para o fenilpropandide isoverbascosideo, a quercetina e seu isébmero 6-
hidroxiluteolina (FURANI et al., 2012), e o verbascosideo, que demonstrou in silico o
potencial antidiabético da planta (RITTER RUAS et al., 2023).

Adicionalmente, plantas ricas em compostos fenélicos oferecem uma valiosa fonte de
antioxidantes, podendo ser incorporadas na alimentag&o, ou aplicadas de varias maneiras para
prevenir ou tratar doencas (KABACH et al., 2023). Flavonoides, cumarinas e alcaloides sdo
relatados na literatura como sendo responsaveis pelo efeito hipoglicemiante de extratos de
plantas medicinais. Estes compostos podem afetar o metabolismo da glicose, impactando
positivamente na reducdo da absor¢do de agucares no intestino, ativando a liberacdo de
insulina pelas células B, controlando a liberacdo de glicose hepatica, acionando o0s receptores
de insulina para absorcao da glicose pelos tecidos que respondem a insulina e controlando a
producdo de glicose pelo figado (RAMADAN; SCHAALAN; TOLBA, 2017).

Pesquisas com produtos vegetais tém como objetivo identificar os compostos bioativos
das plantas, ampliando o conhecimento sobre sua atividade farmacologica. A prospeccao

fitogquimica de plantas medicinais visa conhecer sua aplicacdo na medicina. Em virtude do uso
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domeéstico indiscriminado de ervas, principalmente sob a forma de decoccéo e infusdo, ocorre
que muitas vezes ndo ha informagdo sobre os compostos quimicos da planta, os quais podem
causar efeitos adversos ou mesmo serem administrado para fins que ndo condizem com o

potencial farmacologico de seus principios ativos (FERREIRA et al., 2020).

2.5 Farmacos utilizados para indu¢ao do DM experimental

Estudos in vivo representam um papel importante na investigacdo e validacdo de
tratamentos para o Diabetes Mellitus. Em modelos experimentais que propdem investigar a
atividade hipoglicemiante de uma planta ou substancia, a indu¢cdo do DM pode ocorrer
utilizando-se compostos quimicos que atuam diretamente nas células B das ilhotas
pancreaticas, inviabilizando a producdo de insulina. A aloxana (ALX) e a estreptozotocina
(STZ) séo atualmente os farmacos mais utilizados para indu¢do de DM1 e DM2 em animais, e
as dosagens dependem da espécie, do estado nutricional em que o animal se encontra e da via
de administracdo da droga (RODRIGUES et al., 2021; PANSARE et al., 2021).

A estreptozotocina (STZ) é uma substancia antibidtica e quimioterapica de classe
alquilante, com caracteristica diabetogénica. Ela inibe a secrecdo de insulina levando a um
estado insulino-dependente irreversivel (LENZEN, 2008). Este farmaco age nas células f3, a
partir de um receptor GLUT-2, causando toxicidade celular e em drgaos como figado, rins e
intestino. A administracdo de STZ afeta 0 metabolismo de glicose nos animais, inibindo a
producdo de insulina, causando uma deficiéncia grave. A introducdo do grupo alquil no DNA
das células B provoca apoptose por perda de Nicotinamida-Adenina Dinucleotideo (NAD),
uma co-enzima celular que participa da producdo energética. Cerca de 2h apds a
administracdo de STZ o animal j& pode apresentar hiperglicemia avancada, evoluindo até
atingir a deficiéncia total de insulina no organismo (LENZEN, 2008; GHASEMI; KHALIFI;
JEDI, 2014).

A aloxana (ALX) é um derivado hidrofilico da piridina, sendo o anélogo da glicose
mais utilizado em modelos experimentais. Por apresentar estrutura semelhante a da glicose
consegue aderir as células B também por meio de um transportador GLUT-2, onde
desencadeia o processo diabetogénico. Esse processo pode ocorrer por duas vias: a inibicdo da
glucoquinase, enzima atuante na fosforilacdo da glicose para glicose-6-fosfato, o que impede
o fluxo normal do metabolismo de glicose, ou mesmo pela formacao de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (RODRIGUES et al., 2021), que sdo moléculas reativas que provocam danos
teciduais (SILVA; GONCALVES, 2010). No pancreas dos animais, apés a administracdo da
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ALX em doses de acordo com a espécie, a producdo de insulina acaba sendo prejudicada com
a necrose das células B, levando ao estado de hiperglicemia (PANSARE et al., 2021).

Farmacos diabetogénicos como STZ e ALX causam a apoptose das células [
pancreaticas de maneira muito rédpida, dai a vantagem de se utilizar em modelos
experimentais, onde é possivel alcancar hiperglicemia irreversivel em até 72h ap6s a
administracdo (GAO et al., 2021). Muitos estudos utilizam a STZ para induzir o diabetes em
animais em virtude da baixa toxicidade desse farmaco, além da estabilidade da molécula
guando comparada a ALX, uma vez que esta costuma se degradar facilmente, sob influéncia
da luz e da temperatura do ambiente (LENZEN, 2008). Entretanto, alguns estudos relatam
desvantagens ao utilizar STZ, como aumento da sensibilidade a dor periférica nos animais
(RODRIGUES et al., 2021).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar a acdo hipoglicemiante do Extrato Etanolico das partes aéreas de Lippia dulcis
Trev. (EELD) em ratos machos da linhagem Wistar induzidos ao Diabetes Mellitus 2.

3.2.  Especificos

e Avaliar o impacto de duas concentracbes do EELD (100 mg/Kg e 500 mg/Kg) na
glicemia em jejum dos animais, durante 21 dias de tratamento;

¢ Analisar a toxicidade oral aguda do EELD em ratos fémeas da linhagem Wistar;

e Determinar a composicao fitoquimica do extrato;

e Avaliar os efeitos do EELD nos niveis séricos de ureia, creatinina, transaminase

oxalacética (TGO) e transaminase piruvica (TGP) dos animais diabéticos.
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4. JUSTIFICATIVA

Seja para alimentacdo ou a fim de tratar sintomas de diferentes patologias, 0 uso
empirico das plantas faz parte da cultura de um povo, sendo um conhecimento passado de
geragdo em geracdo. Na regido Norte do Brasil a influéncia da cultura indigena mantém vivo
0 uso tradicional de plantas medicinais, fazendo com que grande parte da populagdo, em
alguma fase da vida, ainda recorra a emplastos, infusdes e decoccdes, por exemplo. Quando
se trata de finalidade medicinal, os recursos vegetais sdo por vezes a primeira op¢do utilizada
como alternativa para a cura, prevencdo e para amenizar os sintomas de doengas.

Na salde publica, o aumento nos casos de Diabetes Mellitus adquirida (DM2),
principalmente relacionado aos maus habitos alimentares e a falta de acesso a uma educacao
nutricional de qualidade, tem mobilizado a industria farmacéutica para a descoberta de novos
medicamentos. No entanto, ainda que representem uma opcao eficaz para controlar os niveis
de glicose sanguinea, as formulag¢fes quimicas disponiveis no mercado apresentam algumas
desvantagens ao paciente, como efeitos colaterais indesejaveis, meia-vida curta, o que requer
administracdo frequente da droga, além de causar um impacto financeiro, uma vez que o
individuo dependera destes remédios ao longo de sua vida. Esta Gltima condicdo pode
inclusive afetar a adesdo do paciente a terapia medicamentosa, pois 0 custo de tais
medicagdes, muitas vezes associado a outros problemas de salde que também requerem
tratamento medicamentoso, se torna inviavel para as familias.

Em virtude disso a populacdo vé nas plantas uma alternativa terapéutica, seja para
controlar a doenga, ou mesmo para amenizar seus sintomas. A busca por plantas com alguma
propriedade de cura, seja ela comprovada ou ndo, ainda é frequente nas feiras populares da
cidade. Mudas de Lippia dulcis, comercializada com o nome de capim-doce ou hortela-doce,
sdo indicadas para tratar gripes, tosse e para o controle do DM. Algumas pesquisas tém sido
realizadas a fim de conhecer as propriedades farmacoldgicas dessa planta de folhas e flores
adocicadas, como é o caso de um estudo recente de Ritter Ruas et al. (2023) utilizando
modelagem molecular (in silico). Os pesquisadores conseguiram evidenciar que o0
verbascosideo, um glicosideo que estava presente em grande quantidade na fracdo etanolica
do extrato dessa planta, inibiu a agdo da a-glicosidase, enzima responsavel pela liberagdo de
glicose no sangue.

Pesquisas dedicadas a descoberta de novas drogas seguras, eficazes e acessiveis, sao
necessarias. O potencial terapéutico dos compostos quimicos de L. dulcis, bem como a

facilidade de cultivo desta planta na regido Amazonica, caracterizacdo fitoquimica e avaliacdo
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do potencial hipoglicemiante in vivo do seu extrato etandlico contribuirdo para o
conhecimento da espécie e seu possivel uso medicinal. Portanto, € necessaria a validagéo
farmacologica da planta para corroborar com 0s conhecimentos tradicionais, ou mesmo
refutar seu uso, evitando inclusive possiveis casos de intoxicacdo. Se comprovada atividade
redutora de glicemia em ratos, a aplicacdo dessa planta nas industrias alimenticia e
farmacéutica ganharia grande destaque, contribuindo para o tratamento e controle do Diabetes
Mellitus.
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5. MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi realizada no periodo de julho de 2022 a marco de 2024, no
Laboratorio de Biotecnologia de Plantas Medicinais — LBPM/UFOPA, com a colaboracédo do

Projeto Farmacia Viva/IBEF, e no Biotério da Universidade Estadual do Para — UEPA.

5.1 Material vegetal

As mudas foram obtidas da EMBRAPA Amazonia Oriental em Belém/PA, identificadas
pelo Laboratorio de Botanica da EMBRAPA, sob o Registro no IAN n° 203.289. Foram
cultivadas no viveiro de plantas medicinais da UFOPA sob os cuidados do Projeto Farmécia
Viva - IBEF (Figura 5). Para a obtencdo do extrato as partes aéreas da planta foram
higienizadas em agua corrente, e posteriormente secas em estufa de circulacdo de ar em
temperatura constante de 40°C, por 72h. As partes aéreas secas (Figura 6) foram entdo

fragmentadas manualmente.

Figura 5. Canteiro de L. dulcis Figura 6. Partes aéreas de L. dulcis apos secagem
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Fonte: Acervo pessoal (2023) Fonte: Acervo pessoal (2023)
5.2 Obtencéo do extrato etandlico de Lippia dulcis TREV. (EELD)

A extracdo foi realizada utilizando equipamento Soxhlet, com 12g de material vegetal
seco por vez, utilizando 250mL de etanol a 92,8° INPM (96°GL), por 6 horas. Apds a
extracdo o material foi filtrado e evaporado em rotaevaporador a temperatura de 40° C a

vacuo, para remocéo total do solvente, obtendo-se, entdo, o extrato etandlico bruto das partes
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aéreas de Lippia dulcis (EELD), o qual foi armazenado sob refrigeracdo a 4°C até sua
utilizacdo (Figura 7).

Figura 7. Etapas de extragdo do EELD. A) Extracdo por Soxhlet. B) Evapora¢do do solvente. C)
Extrato etandlico de L. dulcis bruto.

5 e, 2 N

Fonte: Acervo pessoal (2023)

5.3 Analise da composicdo quimica do EELD

Utilizou-se o método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para
separacdo dos compostos presentes no EELD (DE OLIVEIRA et al., 2012). A CLAE foi
realizada pela Central Analitica da Universidade de Sdo Paulo (1Q-USP), utilizando um
Cromatografo modelo Shimadzu Prominence-i LC2030C-3D. Foi injetado um volume de 10
pL da amostra em uma coluna Phenomenex Luna C18 (250x4,6mm-5um), com temperatura
do Forno de 40°C e operando em um comprimento de onda de 254nm. Esta amostra foi
preparada utilizando &gua destilada a 0,04% TFA como solvente A no modo isocratico, e
acetonitrila de grau HPLC 0,04% TFA. Os picos obtidos foram analisados com base em seus
picos de retencdo, e os analitos encontrados foram identificados comparando dados da

literatura sobre a composigéo fitoquimica da planta.
5.4 Animais

O projeto de pesquisa foi encaminhado para a Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFOPA), e aprovado sob o protocolo n°® 0820230265/2023. Todos o0s testes com 0s
animais atenderam as normas de ética em experimentacdo animal. Foram utilizados ratos da
espécie Rattus norvegicus albinus, linhagem Wistar, provenientes do Biotério da
Universidade do Estado do Para - UEPA, localizado na cidade de Santarém/PA. Para

avaliacdo da toxicidade oral aguda do EELD foram utilizados 06 ratos Wistar fémeas com 12
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semanas de vida, pesando entre 160g e 200g, nuliparas, ndo gravidas. Para avaliacdo da
atividade hipoglicemiante do extrato foram utilizados 20 ratos machos, com 60+10 dias de
idade, pesando de 190g a 250g. As gaiolas foram devidamente identificadas por etiquetas, e
todos os animais foram mantidos sob temperatura controlada (23 + 2°C) em ciclo de
iluminacdo claro-escuro (12 horas), com livre acesso a comida e &gua, recebendo ragdo
balanceada e &gua ad-libitum durante os experimentos. Os animais permaneceram durante 0s

experimentos em gaiolas ndo individuais, mantidos em 03 ou 02 por gaiolas.

5.5 Protocolo experimental

5.5.1 Teste de Toxicidade Oral Aguda

Considerando os trabalhos de Peérez et al. (2005), que administraram 0s extratos
hexanico e etandlico de Lippia dulcis Trev. em ratos da linhagem Wistar, por via oral nas
doses de 50, 100, 200 e 400 mg/Kg, e de Dodoala et al. (2010), que administraram por via
oral 02 g/kg do extrato etandlico de Phyla nodiflora em ratos machos da linhagem Wistar,
utilizou-se neste experimento a dose inicial de 2000mg/kg para verificar a toxicidade oral
aguda nos animais. Para isso, 0 EELD bruto foi diluido em solucéo salina 0,9%, na proporcéo
de 4mL de solucdo para cada 1g do extrato bruto. Ressalta-se que vérias concentracfes e
solventes diferentes foram testadas para diluir, porém a concentracdo e o solvente citados
foram os que homogeneizaram o extrato bruto com melhor eficacia. A administracdo das
doses se deu por gavagem, respeitando o volume de 1 mL por 100 g de peso do animal
(Figura 8).

Os animais permaneceram em jejum sélido por 12 horas antes da administracdo das
doses de teste e foram selecionados aleatoriamente para compor os grupos. Utilizou-se 06
ratos Wistar fémeas, 03 para avaliar os efeitos do EELD na dose de 2.000 mg/kg e 03 como
grupo controle, o qual recebeu o veiculo solucdo salina 0,9%, totalizando dois grupos
experimentais. Os animais tiveram a alimentacdo solida reestabelecida 4h apos a
administragcdo do extrato. O comportamento dos animais foi observado aos 30 minutos, 1
hora, 2 horas e 4 horas e, a partir de entdo, diariamente, até o 14° dia. Foram observados sinais
e sintomas relativos a toxicidade, como alteragdo no comportamento, sonoléncia, letargia,
alteracOes dermatoldgicas, oculares e nas mucosas (OECD 423, 2001).

Apbs 24h da administracdo dos tratamentos 0 sangue destes animais foi coletado para

analise hematoldgica. Os animais tiveram agua e racdo a vontade até o final do experimento,
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tendo seus pesos verificados ao 1° e 14° dias, quando foram eutanasiados por meio de
superdosagem dos farmacos anestésicos Xilazina 2% (10 mg/kg) e Cetamina 10% (90 mg/kg)
(GUIA DE EUTANASIA PARA ANIMAIS DE ENSINO E PESQUISA, 2019).

Figura 8. Toxicidade oral aguda. A) EELD bruto diluido em solucéo salina 0,9%.
B) Administragdo do EELD 2.000mg/Kg por gavagem em rato Wistar fémea.

\\v

5.5.2 Inducdo do diabetes experimental e determinacdo da atividade hipoglicemiante in

vivo

Neste experimento, a inducdo do diabetes se deu inicialmente por meio de injecdo
intraperitoneal de aloxana monohidratada na dose de 150 mg/kg, diluida em solucdo salina
0,9%, conforme protocolo adotado por Kabach et al. (2023). Para inducdo do DM2, os
animais foram submetidos a jejum sélido por 12h, tendo seu peso e glicemia verificados antes
da administracdo. Por ser um composto que pode sofrer oxidagdo quimica na presenca de luz,
a aloxana foi preparada em uma sala escura, com meia luz, mantida sob baixa temperatura e
em frasco ambar, até 0 momento da administracdo nos animais.

A dose inicialmente utilizada neste experimento (150 mg/kg) causou a morte de todos
0s animais induzidos, a qual foi observada no dia posterior ao experimento. Essa dosagem foi
entdo reduzida para 140 mg/kg do farmaco. Com esta concentragdo os animais desenvolveram
um estado constante de hiperglicemia, observado apds 72h da administracdo do agente
diabetogénico, pela verificagdo dos niveis de glicose sanguinea utilizando aparelho
glicosimetro do tipo G-TECH FREE®, a partir do sangue da veia caudal. Os animais que
apresentaram glicemia superior a 200 mg/dL foram considerados diabéticos e utilizados nos
grupos experimentais (AHMAD & AHMAD, 2018).

5.5.3 Diviséo dos Grupos

Os animais foram entdo divididos em um delineamento inteiramente casualizado, em 04



40

grupos com 05 individuos cada, sendo:

- Grupo | (Controle Negativo) - animais com diabetes induzida pela administracdo de
aloxana e tratados somente com o veiculo (solucdo salina 0,9g NaCl/100 mL agua);

- Grupo Il (Controle Positivo): animais com diabetes induzida pela administracdo de
aloxana e tratados com o farmaco comercial metformina (500 mg/kg);

- Grupo Il (ratos diabéticos + EELD 100 mg/kg/dia): animais com diabetes induzida
pela administracdo de aloxana e tratados apenas com extrato etandlico das partes aéreas de L.
dulcis na concentracdo de 100 mg/kg/dia.

- Grupo 1V (ratos diabéticos + EELD 500 mg/kg/dia): animais com diabetes induzida
pela administracdo de aloxana e tratados apenas com extrato etandlico das partes aéreas de L.

dulcis na concentracdo de 500 mg/kg/dia.
5.5.4 Aplicabilidade dos tratamentos

Os tratamentos administrados em todos 0s grupos sSe deram por gavagem,
rotineiramente no mesmo horario, por 21 dias. O grupo | recebeu Solugdo Salina 0,9% (0,99
NaCl/100 mL &gua) ndo excedendo 1ml/100g/dia. O farmaco hipoglicemiante usado no
Grupo Il foi a Metformina, sendo este um dos farmacos mais prescritos para diabéticos tipo 2
(PADHI et al.,, 2020). A metformina foi manipulada em farmécia de manipulacdo
especializada, sendo disponibilizada em p6 e diluida em &gua destilada para administracao
nos animais, na concentracao de 500 mg/kg/dia (NETO et al., 2013), na proporc¢ao de 500 mg
para casa 10mL de agua destilada.

Os animais dos grupos 11 e IV foram tratados com o Extrato Etandlico de Lippia dulcis.
A escolha das concentracfes do EELD (100 mg/kg e 500 mg/Kg) se deu em conformidade

com a dosagem (mg) dos farmacos comerciais mais prescritos para o tratamento do DM2.

5.5.5 Avaliacéo da glicemia em jejum e peso corporeo

A cada 07 dias de tratamento o0s animais tiveram a glicemia e o peso verificados, ap6s
passarem por jejum sélido de 12h. O sangue periférico foi obtido por meio de um corte na
cauda dos animais (Figura 9). Utilizou-se aparelho glicosimetro G-TECH FREE® para
verificar a glicose sanguinea dos ratos, e balanca BALMAK ACTLIFE® para o peso.



41

Figura 9. Rato Wistar contido para retirada
de sangue da cauda na verificagdo de
glicemia em jejum.

‘ N 5‘-&.

Fonte: Autora (2024)

5.5.6 Avaliacdo dos Parametros bioguimicos nos animais

O protocolo de eutanasia apds o periodo de experimentos foi executado mediante a
utilizacdo de anestésico injetavel Xilazina 2% (20 mg/mL) associada com Cetamina 10% (100
mg/mL), adotando o seguinte célculo: (Peso do camundongo (kg) X dose letal
(mg/kg))/Concentracéo do farmaco em mg/mL). A via de administracdo foi intraperitoneal. O
animal teve morte confirmada ao observar os seguintes aspectos: auséncia de movimentos
toracicos e sinais de respiracdo, auséncia de batimentos cardiacos, perda da coloracdo das
membranas mucosas por auséncia de fluxo sanguineo, e perda do brilho e umidade das
corneas (GUIA BRASILEIRO DE BOAS PRATICAS EM EUTANASIA EM ANIMAIS,
2012).

Ao final dos 21 dias de tratamento, os animais de todos os grupos ficaram em jejum por
12 horas. Apos esse periodo, foram eutanasiados, tendo seu sangue coletado por puncao
cardiaca para quantificagdo dos niveis séricos de ureia, creatinina, transaminase oxalacética
(TGO) e transaminase piravica (TGP). Para comparar os parametros bioquimicos de ureia,
creatinina, transamisase oxalacética (TGO) e transaminase piravica (TGP) dos ratos neste
experimento, utilizou-se os dados de valores de referéncia aludidos por Lima et al. (2014) em
sua pesquisa com ratos Wistar saudaveis (Tabela 2). O descarte dos animais, apés a

verificacdo da morte, seguiu as normas previstas na legislacdo em vigor no Pais.
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Tabela 2. Valores de referéncia para TGP, TGO, ureia e creatinina em ratos Wistar machos

saudaveis.
oararat Unid Média + S.D. Faixa
arametros (Unid. n
( ) M;cz]os Machos
TGP /ALT (U/L) 48,4 + 6,46 36 - 58
TGO /AST (U/L) 131,7 + 23,09 81-180
Uréia (mg/dL) 35,9 + 3,58 30 - 42
Creatinina (mg/dL) 0,5+0,05 0,44 -0,64

Fonte: LIMA et al. (2014).

5.6 Analise estatistica

Os dados obtidos neste estudo foram submetidos a analises estatisticas utilizando os
softwares Python e R. Inicialmente, os dados foram testados quanto a normalidade por meio
do teste de Shapiro-Wilk. Em seguida, foram aplicadas estatisticas descritivas para todos 0s
dados. ANOVA foi utilizada para verificar se havia diferenga entre as médias analisadas. Foi
utilizado o método LSD de Fisher para identificar as diferencas para os valores médios de
glicemia em jejum e peso dos animais. O teste de Tukey foi empregado com niveis de
significancia de 5% e 1% para comparar as enzimas creatinina e ureia entre os grupos de

animais.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizagdo quimica do extrato etanolico de partes aéreas secas de Lippia

dulcis (EELD)

A verificacdo do perfil cromatografico do Extrato Etanolico de Partes Aéreas Secas de
Lippia dulcis Trev. (EELD) foi realizada considerando as fragmentagdes observadas nos picos
cromatograficos, obtidos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (Figura 10).
Utilizando como base os dados da literatura, quanto a composicao fitoquimica da planta, com
énfase no perfil de compostos fenodlicos, foi possivel identificar flavonoides e

fenilpropandides presentes na amostra, conforme mostra a Tabela 3:

Figura 10. Perfil Cromatografico Representativo do Extrato Etandlico de Lippia dulcis Trev.
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Tabela 3. Compostos fendlicos identificados na amostra do Extrato Etanolico de Lippia
dulcis Trev., com base na literatura.

FLAVONOIDES
Ne° m/z* ID Identificados Refererlc!a
bibliografica

+ - 6-Hidroxiluteolina 7-O- Lin et al.

1 463 | [M-HT"/[M-H] hexosideo (2007)
2 447 | [M-H]"/[M-H] Escutalareina 7-O-hexosideo Lin etal.

(2007)
+ _ . ., Lin et al.

3 447 [M-H]" / [M-H] Luteolina 7-O-glicosideo (2007)
+ - 6-Hidroxiluteolina 7-O- Lin et al.

4 447 | [M-HI'/ [M-H] ramnosideo (2007)
_ . . . Lin et al.

5 301 [M-H] 6-Hidroxiluteolina (2007)
+ - 3-Hidroxifloretina 60 -O- Lin et al.

6 451 1 [M-HT/[M-H] hexosideo (2007)
7 431 [M-H]"/ [M-H] Apigenina 7-O-glicosideo Lin et al.
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(2007)
8 | 435 | [M-H]'/[M-H]" Floridzina '-('goeot;’;"
9 285 [M-H] Esculareina L(lgO%t;;I.
10 285 [M-H] Luteolina L(lgO%t;;I.
11 | 301 [M-H]" Quercetina L('goeé)t?a;l'
Linetal.
12 | 271 | [M=H]"/[M=H] Naringenina Treflziggl;t N
(2015)
13 299 | [M-H]"/[M-H] 6-Metilescutelareina L('SO%%I'
14 | 285 [M-H]" Sakuranetina L('SO%%I'
15 255 [M-H] Pinocembrina L(lgO%[7a)l.
16 | 269 | [M=H]"/[M-H]" Galangina L('goeotf)"'
17 | 283 | [M-H]"/[M-H] Metilgalangina L('goeotf)‘"
18 | 285 [M-H] Luteolina Tre‘("zscf‘{‘5§t al.
- 5,7,3",4"-Tetrahidroxi-3,6- Trevisan et al.
19 345 [M-H] dimetoxi flavona (Espinacetina) (2015)
20 | 269 [M—H]" Apigenina Tre‘("zscf‘{‘5§t al.
- 6-Metoxi apigenina Trevisan et al.
21| 299 [M-H] (Hispidulina) (2015)
- 5,7,3"-Trihidroxi-3,6,4"- Trevisan et al.
22| 39 [M-H] trimetoxi flavona (2015)
- 5,7,4-Trihidroxi-3,6-dimetoxi | Trevisan et al.
23 | 329 [M-H] flavona (2015)
24 285 [M-H] Naringenina-4"-éter metilico Tre}”;g&? al.
- 5,7-Diidroxi-3,6,4 -trimetoxi Trevisan et al.
25 | 343 [M-H] flavona (Santin) (2015)
- 5-Hidroxi-3,7,4 -trimetoxi Trevisan et al.
26 | 321 [M-H] flavona (2015)
FENILPROPANOIDES
27 623 [M-H] Verbascosideo Fu?zagll;t) al.
28 623 [M-H] Isoacteosideo Tre\glzsgllnfst al.

*m/z - etapa em que ocorreu a separagdo dos ions de acordo com a relagdo massa/carga.
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Nesta pesquisa foi utilizada CLAE para separar os compostos da amostra de EELD.
Este metodo permite separar analitos de diferentes matrizes e polaridades, o que o torna
versatil na quantificacdo de principios ativos em plantas (GOMES; SANTOS; FARIA, 2020).
Na biotecnologia, as plantas e seus metabolitos tém se tornado cada vez mais objetos de
estudo por suas atividades bioldgicas. Os mecanismos de sua influéncia, seu potencial para
diminuir os niveis de glicose sanguinea e controlar o Diabetes Mellitus, as tornam importantes
opcdes para o desenvolvimento de novos medicamentos. Além disso, a utilizacdo combinada
de extratos de plantas ou de seus compostos pode resultar em efeitos sinérgicos,
potencializando sua eficacia no tratamento de diversas doengas e seus agravos. Flavondides,
catequina, flavona, fenilpropandides e metabolitos cumarinicos sdo compostos que
demonstram grande impacto no controle do DM (BAHMANI et al., 2014).

Os analitos predominantemente observados no EELD, apds comparagdo com a
literatura, pertencem a classe de compostos quimicos fenolicos. Esses compostos naturais
representam uma poderosa arma contra o estresse oxidativo, ja que demonstram uma notavel
eficiéncia na remocdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO). Quando ha um desequilibrio
entre a producdo de ERO e a atividade das proteinas antioxidantes, ocorre um estado
constante de estresse oxidativo. Esse estresse impacta as proteinas, os lipidios e os acidos
nucléicos, causando danos a estrutura e as funcdes celulares do organismo. Além disso, a
formacgéo de AGE (produtos finais de glicacdo avangada) agrava o quadro evolutivo do DM,
provocando um aumento na formacdo de ERO e, consequentemente, um quadro inflamatorio
crénico no paciente. Essas desordens contribuem para o surgimento das complicacdes no DM,
como retinopatia, cardiopatia, neuropatia e problemas hepaticos (KABACH et al., 2023,
RODRIGUES et al., 2021).

As pesquisas cientificas utilizando flavonoides receberam um incentivo a mais com a
descoberta do seu potencial terapéutico com énfase para baixa taxa de mortalidade
cardiovascular e também da prevencdo de problemas do coragdo. Tais beneficios a saide sdo
atribuidos as propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias, anti-mutagénicas e
anticancerigenas dos destes compostos, juntamente com sua capacidade de regular a atividade
das principais enzimas celulares. Consequentemente, os flavonoides tém sido reconhecidos
como elementos essenciais em uma diversidade de usos que abrangem desde produtos
nutracéuticos e farmacéuticos (KUBICA et al., 2020).

Os fenilpropandides, como o verbascosideo e o isoacteosideo presentes no EELD, s&o
acidos fendlicos com ampla distribuicdo em vegetais. Eles pertencem ao maior grupo de

metabolitos secundarios produzidos por plantas, sendo sintetizados nos vegetais em resposta a
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estresses bidticos ou abidticos. Apresentam atividade bioldgica variada, incluindo atividade
antioxidante, antitumoral, anti-inflamatéria, antimicrobiana, antidiabética, hepatoprotetora e
nefroprotetora (NEELAM; KHATKAR; SHARMA, 2020).

Um estudo de Avila-Reyes et al. (2017) determinou os perfis fendlicos foliares e a
atividade antioxidante de 10 espécies de plantas da Familia Verbenaceae, a fim de contribuir
para o desenvolvimento de quimiomarcadores especificos desta Familia. As plantas analisadas
apresentaram importantes compostos fendlicos antioxidantes, como a quercetina, luteolina 7-
O-glicosideo, apigenina 7-O-glicosideo e esculareina. Além disso, estudos do perfil
fitoquimico de plantas do género Lippia demonstram que algumas espécies como a Lippia
citriodora sdo importantes fontes do fenilpropandides verbascosideo, composto que apresenta
propriedades antioxidantes, antimicrobianas, imunossupressoras e antitumorais, o que

demonstra a importancia medicinal das plantas do género (OMBITO et al., 2014).

6.2 Toxicidade oral aguda do EELD

Os pesos inicial e final dos animais de cada grupo estdo apresentados na Tabela 4. No
segundo dia de experimentos ocorreu a morte de um dos animais do grupo controle (Controle
I11), apds a administracdo da dose anestesica (Xilazina 2% e Cetamina 10%) para retirada do
sangue para realizacdo do exame hemograma, logo, ndo foi possivel coletar o sangue deste
para analise. Todos os animais apresentaram ganho ponderal, conforme indica a tabela abaixo.

Tabela 4. Peso inicial e final dos animais (Toxicidade Oral Aguda do EELD).

Grupo Grupo Grupo Grupo
Controle Controle 2.000mg/kg 2.000mg/kg
(DIA 01) (DIA 14) EELD (DIA01) EELD (DIA 14)
Animal |
(A1) 172 g 198 g 168 g 200 ¢
Animal 11
(A2) 175¢ 205 ¢ 157 g 188 g
Animal 111
(A3) 163 ¢g 189 ¢ 1659 198 g

Fonte: Autora (2023).

Durante os 14 dias de observagdo, ap6s administracdo dos tratamentos, ndo foi
observada alteracdo comportamental nos animais de nenhum dos grupos. Os animais que
receberam a concentracdo de 2.000 mg/kg do extrato etanolico de Lippia dulcis ndo exibiram
quaisquer sinais clinicos ou fisicos de inflamacGes e/ou infec¢des, assim como ocorreu com

os animais do grupo controle (Tabela 5), apresentando, inclusive, ganho de peso.
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Tabela 5 — Sinais e sintomas que foram avaliados nos ratos Wistar fémeas apds administracao
da Solucdo Salina 0,9% e do EELD na concentracdo de 2.000 mg/kg, durante 14 dias.

Grupo Controle Grupo 2.000mg/kg EELD  Tempo em

Sinais e Sintomas Solu%a’l&;)allna (DIA 01) dias
Irritabilidade Ausente Ausente -
Letargia Ausente Ausente -
Convulsdes Ausente Ausente -
Tremores Ausente Ausente -
Queda de pelos Ausente Ausente -
Lesbes na pele Ausente Ausente -
Politria/andria Ausente Ausente -
Diarreia Ausente Ausente -
Salivacgéo excessiva Ausente Ausente -
Mucosas desidratadas Ausente Ausente -
Perda do brilho ocular Ausente Ausente -
Obito Ausente Ausente -

Fonte: A autora (2023).

Ensaios que envolvem testagem de plantas em animais, seja pela utilizacdo de o6leo
essencial ou extrato bruto, exigem testes que possibilitem a avaliagdo do potencial
toxicologico do material vegetal a ser utilizado. O teste de toxicidade oral aguda permite
avaliar a ocorréncia de reacGes toxicas de um insumo administrado via oral, a fim de garantir
a seguranca do experimento (TROMBETA et al., 2014). E um dos métodos mais utilizados
para avaliar a seguranca de compostos quimicos. O objetivo desse teste é determinar o
potencial de uma substancia em causar efeitos adversos agudos ap6s sua ingestdo, seja em
uma dose Unica alta ou em doses repetidas. Para esta pesquisa seguiu-se o determinado pelo
protocolo da OECD - The Organization for Economic Co-operation and Development — 423
(2001), “Toxicidade Aguda de Classe”, que determina as concentragdes a serem utilizadas em
estudos (05 mg/kg, 50 mg/kg, 300 mg/kg ou 2.000 mg/kg).

A dose do EELD administrada neste experimento (2.000 mg/Kg) ndo apresentou
toxicidade aguda nos ratos. Os animais do grupo testado com a concentracdo do extrato néo
demonstraram quaisquer reacdes ao longo dos 14 dias em observacgao, assim como no grupo
controle (solucéo salina 0,9%). Pérez et al. (2005) utilizaram os extratos hexanico e etandlico
de partes aéreas secas de Lippia dulcis Trev. em ratos e camundongos machos para avaliar
suas propriedades anti-inflamatérias. Por via oral, os ratos foram tratados com 50, 100, 200 ou
400 mg/kg de ambos extratos, ndo demonstrando sinais de toxicidade aguda em nenhum
animal dos grupos. No referido modelo experimental, o extrato etanolico de L. dulcis

produziu efeito positivo contra a inflamagéo induzida nos animais, na dose de 400 mg/Kg.
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Em um estudo utilizando o extrato etandlico das folhas de Lippia citriodora
(Verbenaceae) para avaliar sua atividade anticonvulsionante em camundongos, a testagem de
toxicidade oral foi realizada com a dose de 2.000 mg/kg de extrato dissolvido em
carboximetilcelulose (CMC). A administracdo se deu em dose Unica e 0s animais foram
avaliados quanto aos sinais e sintomas de toxicidade e/ou alteragdo comportamental por até 48
horas, e depois diariamente por 14 dias. Ndo houve sinal de toxicidade nem mortalidade nos
grupos testados (RASHIDIAN et al., 2016).

Ainda neste contexto, empregando o extrato etanolico de Phyla nodiflora, também
pertencente a familia Verbenaceae, Dodoala et al. (2010), administraram 0,5, 1, 2, 4 ¢ 8
g/kg/via oral do extrato em ratos machos da linhagem Wistar. O produto foi considerado ndo
toxico, pois ndo causou morte de nenhum animal, nem mesmo na dose maxima administrada.
Os animais dos grupos tratados com o referido extrato ndo apresentaram alteracdes no
comportamento, com exce¢do de um aumento no volume urinério, o que foi justificado pelos
autores devido a propriedade diurética da planta.

Dados especificos sobre a toxicidade do extrato etandlico de L. dulcis sdo escassos.
Considerando a utilizacdo tradicional da planta e visando garantir a seguranca da
administracdo dos extratos, infusbes e decocgdo, sdo necessarios mais estudos a fim de

elucidar os riscos associados ao seu uso.

6.3 Glicemia em jejum dos animais durante experimentacdo para analise de efeito

hipoglicemiante do EELD

Todos os animais utilizados neste estudo de atividade hipoglicemiante foram induzidos
ao DM2. Apo6s a inducdo dos 20 animais, apenas 03 apresentaram glicemia inferior a
300mg/dL. Os demais exibiram um quadro de hiperglicemia grave, apresentando inclusive
sinais e sintomas do diabetes (sede excessiva, polilria, apatia, diarreia diabética). Os ratos
foram distribuidos aleatoriamente nos grupos, iniciando os tratamentos apos 72h da
confirmagéo do DM2.

Os animais do grupo Controle Negativo (Grupo 1) mantiveram estado de hiperglicemia
do inicio ao final do tratamento, quando comparados com o Controle Positivo (Grupo I1). No
Grupo 1V, tratado com EELD 500 mg/dL, trés animais apresentaram reducéo da glicemia em
jejum no ultimo dia de experimentacdo, quando comparada & sua glicemia inicial (animais
Al, A2 e Ad).

A glicemia em jejum dos ratos foi monitorada ao longo de um periodo de 21 dias.
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Utilizando as médias aritméticas das glicemias dos animais por grupo, observou-se que o
grupo | (controle negativo) manteve-se constantemente em estado de hiperglicemia, com
variacdes minimas ao longo do periodo. Por outro lado, o grupo Il (tratados com metformina
500 mg/kg) demonstrou uma tendéncia decrescente. Os grupos Ill e IV (EELD 100 mg/kg e
EELD 500 mg/Kg, respectivamente) também tiveram tendéncias decrescentes, porém
mantendo niveis elevados de glicose em jejum, e atingiram valores médios semelhantes no
21° dia. Os dados médios de glicemia em jejum (mg/dL) para 0s grupos estdo representados
na Tabela 06.

Tabela 6 — Média de glicemia em jejum dos grupos de animais observada ao 1°, 7°, 14° e 21°

dia.

Glicemia Glicemia Glicemia Glicemia

. e o (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Dia de verificagdo Controle Controle EELD 100 EELD 500

Negativo Positivo mg/Kg mg/Kg

1° dia 505+ 104.9 463 + 133 406 + 124.1 377 +£1335
7° dia 428 +140.8 328 +54.3 322 +208.1 370+ 209.4
14° dia 582 + 36.0 270+ 29.2 317 +169.8 346 + 155.7
21° dia 525+ 84.2 167 +£25.8 312 +178.7 318 +169.7

Fonte: Autora (2024).

Observou-se que, apesar de iniciarem 0S experimentos com a glicemia em jejum
elevada, os animais dos Grupos Il e IV, tratados com as duas concentracdes de EELD,
apresentaram média mais baixa que a dos animais do grupo Controle Negativo, ndo tratados.
As médias analisadas por ANOVA apontaram diferenca estatistica entre 0s grupos tratados
(Tabela 7). As diferencas de médias foram identificadas pelo método LSD de Fisher (Tabela
8). Notavelmente, o grupo Controle Negativo divergiu-se dos outros grupos, apresentando

médias de glicemia em jejum bastante aumentadas.

Tabela 7: Analise de Variancia (ANOVA) considerando os fatores glicemia x grupo e
glicemia x dia.

Fonte Gl | Sq (aj.) | Qm (aj.) | Valor (f) | Valor (p)
Grupo 3 | 428383 | 142794 7,60 0,000*
Dia 3 1108726 | 36242 1,93 0,135
Grupo/Dia | 9 | 207117 | 23013 1,22 0,297
Erro 61 | 18800 1146829
Total 76 1897409

*P<0,05 expressa diferenca da fonte.
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Tabela 8: Dados de glicemia em jejum expressos utilizando médias para 0s grupos.
Diferencas identificadas pelo método LSD de Fisher.

Grupo N | Média | Agrupamento
Controle Negativo | 17 | 507,90 A*
Controle Positivo | 20 | 307,05 B
EELD 100 mg/Kg | 20 | 339,40 B
EELD 500 mg/Kg | 20 | 347,50 B

*Médias que nao compartilham uma letra sdo significativamente diferentes.

O diabetes € um distdrbio metabdlico caracterizado por uma disfungdo das células das
ilhotas pancredticas, causando deficiéncia de secrecdo ou resisténcia a insulina. Os sintomas
do diabetes incluem estado cronico de hiperglicemia, polidipsia, poliuria, polifagia e perda de
peso corporal (MAKENA et al., 2018). Entre os grupos tratados, dois com o EELD em
concentracdes diferentes, controle negativo e controle positivo, houve diferenca na glicemia
em jejum.

No estudo de Ritter Ruas et al. (2023) os autores utilizaram extrato bruto de Lippia
dulcis em um método de modelagem molecular (in silico) para quantificar o verbascosideo da
amostra e testa-lo sobre a a-glicosidase obtida de uma bactéria. O verbascosideo é um
glicosideo fenilpropandide natural que pode ser encontrado em uma variedade de plantas
medicinais. Apresenta atividades bioldgicas variadas, dentre estas atividade anti-inflamatoria,
antitumoral, antioxidante e antibacteriana (NIGRO et al., 2020). A enzima a-glicosidase
pertence ao grupo de enzimas glicosideo hidrolases, e tem participacdo importante na digestdo
de carboidratos. Sua funcdo principal é promover a quebra dos dep6sitos de glicogénio,
liberando glicose na corrente sanguinea a fim de gerar energia. Sendo assim, em pessoas
diabéticas a acdo dessa enzima implica em mais glicose sérica circulante, acentuando o estado
de hiperglicemia (WADOOD et al., 2018).

A fim de avaliar uma potencial inibicdo desta enzima, Ritter Ruas et al. (2023)
utilizaram o extrato etandlico bruto de folhas secas de L. dulcis e suas fra¢@es, identificando a
presenca de verbascosideo nas amostras por meio de HPLC-DAD. Neste estudo de docking
molecular os pesquisadores concluiram que o extrato etandlico e suas fragdes apresentaram
efeito inibitorio da enzima a-glicosidase, sendo as fragdes mais purificadas as que
apresentaram melhor eficacia. No entanto, observaram que na presenca de fluido géstrico
simulado o efeito inibitério do verbascosideo de L. dulcis foi reduzido, indicando que o pH
exerce uma influéncia relevante na estabilidade ou solubilidade das substancias presentes nas
fracOes dos extratos.

Nesta mesma perspectiva, outros estudos tém demonstrado a atividade terapéutica do
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verbascosideo no diabetes, fornecendo evidéncias de que este glicosideo age nas células
pancreaticas protegendo-as com sua ac¢éo antioxidante. O verbascosideo, também denominado
acteosideo, tem a capacidade de proteger as células B contra o estresse oxidativo e processos
inflamatdrios, ao influenciar a ativacdo da resposta proteica e melhorar a dinamica
mitocondrial. Isso resulta no aumento da sobrevivéncia das células B e na produgdo de
insulina (GALLI, et al., 2020).

Uma pesquisa com planta Marrubium vulgare (Lamiaceae), a qual apresentou grande
guantidade de moléculas complexas derivadas do verbascosideo, utilizou o extrato aquoso de
partes aéreas da planta em ratos diabéticos induzidos por aloxana. O extrato melhorou o
estado de hiperglicemia sanguinea dos animais, demonstrando efeito semelhante ao grupo
controle positivo (glibenclamida). Marrubium vulgare costuma ser muito utilizada em paises
africanos para controlar o DM. Os resultados desta pesquisa enfatizaram a relevancia
bioldgica da planta, relacionando-a com uma variedade de metabolitos, dentre estes derivados
de verbascosideo e polifendis, como os flavonoides (BOUDJELAL et al., 2012).

Outro composto presente na composicdo do EELD, a floridzina, um flavondide
fenilpropandide, também apresenta uma potencial acdo contra o diabetes bem documentada
na literatura. Este composto, encontrado em grande quantidade em macas e algumas plantas
medicinais, direciona sua acao para 0s mecanismos patogénicos do DM, como o transportador
de glicose 4 (GLUT4) e o receptor ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR-y), a fim
de reduzir a resisténcia a insulina em estados de hiperglicemia. Além disso, a floridzina age
nos processos inflamatorios e oxidativos, com o intuito de atenuar a progressdo das
complicagdes macro e microvasculares associadas ao diabetes (SHELKE et al., 2024).

Segundo uma pesquisa conduzida por Zhang et al. (2021) em ratos diabéticos, a fim de
investigar os efeitos hipoglicémicos e hipolipemiantes da floridzina isolada a partir das folhas
de sweet tea, verificou-se uma melhoria nos sintomas do DM nos grupos tratados com o
flavonoide. Adicionalmente, a floridzina demonstrou capacidade de reduzir a glicemia de
jejum, melhorar os niveis séricos de colesterol e triglicerideos no sangue, proteger contra
danos as ilhotas pancreéticas e reduzir a gordura nas células do figado, enfatizando a agdo

terapéutica deste composto sobre a hiperglicemia cronica e seus agravos.

6.4 Estado ponderal dos animais durante experimentacao

Em termos de valores gerais, foram observadas as médias aritméticas dos pesos

corporais dos animais agrupados ao longo dos dias do experimento (Tabela 9). Todos os
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animais dos Grupos | (controle negativo) e Il (controle positivo) apresentaram perda de peso
ao final dos tratamentos. Observou-se perda ponderal nos animais do Grupo Il (EELD 100
mg/kQg), até o 14° dia. No entanto, na Ultima verificacdo de peso dos animais (21° dia) a média
indicou leve ganho ponderal. Os animais do Grupo 1V, tratados com o EELD a 500 mg/kg,
também apresentaram média indicativa de ganho de peso no 21° dia, identificado na pesagem
final, quando comparada & média de peso na pesagem inicial. O animal de numero 01 (Al)
deste grupo foi o que teve maior ganho ponderal, iniciando o experimento com 249 g, e

passando a 290 g no ultimo dia de experimento.

Tabela 9 — Média de peso dos grupos de animais observada ao 1°, 7°, 14° e 21° dia.

Dia de Peso (g) Peso (g) Peso (g) Peso (g)
verificacio/neso Controle Controle EELD 100 EELD 500
caorp Negativo Positivo mg/Kg mg/Kg
1°dia 256¢ + 28 269g + 13.3 2619 +23.4 2499 +23.3
7° dia 2409 + 32.7 224qg + 24 229g £ 18.5 2469 + 26.8
14° dia 225g + 38.2 2069 + 36.7 225g £ 15.7 239g +40.1
21° dia 2229 +44.9 204g + 36.1 230g + 15.3 2639 +49.3

Fonte: Autora (2024).

Na imagem abaixo temos uma comparacdo do tamanho de dois ratos de grupos
diferentes, Grupo I e Grupo IV, no seu ultimo dia de experimentacdo. Os animais iniciaram o
experimento com pesos aproximados (Grupo | A4 = 256 g, Grupo IV Al = 249 g), e no
ultimo dia evidenciaram uma significativa diferenca (Grupo | A4 = 208 g, Grupo IV A1 =290
g) (Figura 11).

Figura 11. Diferenca de tamanho de animal do Grupo |, a esquerda
(A4), e Grupo IV, a direita (A1), no dltimo dia de tratamento.

Fonte: Autora (2024)
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Conforme observado utilizando as médias aritméticas, notou-se que 0s pesos medios
dos animais dos grupos tratados com as duas concentracdes do EELD indicaram um ganho
ponderal no 21° dia de tratamentos, diferindo-se dos demais grupos. Ao aplicar os testes
ANOVA nas médias observou-se uma diferenca estatisticamente significativa entre o peso
dos animais durante os dias de tratamento (Tabela 10). Utilizando o método LSD de Fisher,
evidenciou-se que houve diferenca entre o 1°
(Tabela 11).

dia e os outros dias de avaliagdo de peso

Tabela 10: Andlise de Variancia (ANOVA) considerando os fatores peso X grupo e peso X

dia.
Fonte Gl | Sq (aj.) | Qm (aj.) | Valor (f) | Valor (p)
Grupo 3 | 4138 1379,3 1,44 0,239
Dia 3 | 9781 3260,2 3,41 0,023*
Grupo*Dia | 9 | 3658 406,4 0,42 0,917
Erro 61 | 58348 956,5
Total 76 | 75605

*P<0,05 expressa diferenga da fonte.

Tabela 11: Dados de peso expressos utilizando médias para dias. Diferencas identificadas
pelo método LSD de Fisher.

Dia | N | Média | Agrupamento
1 |20 | 256,100 A*
7 |19 | 234,650 B

14 | 19 | 227,275 B

21 | 19| 231,225 B

* Médias que ndo compartilham uma letra séo significativamente diferentes.

O estado ponderal dos animais reflete significativamente o estado de satde, sendo um
sinal clinico facil de observar. O baixo peso esté associado ao estado de hiperglicemia, onde o
excesso de glicose na corrente sanguinea obriga as células a usarem aminoéacidos e acidos
graxos como fonte de energia, resultando eventualmente na diminuigdo dos tecidos adiposo e
muscular. Sendo assim, a utilizacdo elevada das proteinas dos tecidos devido a diminui¢do da
sensibilidade a insulina, juntamente com a deficiéncia de carboidratos para 0 metabolismo
energético no DM, leva a redugdo do peso corporal (RAMADAN; SCHAALAN; TOLBA,
2017).

Kabach et al. (2023) avaliaram em sua pesquisa o fator ponderal entre camundongos
diabéticos induzidos por aloxana (150 mg/Kg) e tratados com o0s extratos aquoso e metanolico
de Oxalis pes-caprae, camundongos diabéticos induzidos ndo tratados e camundongos do
grupo controle normal, durante 21 dias. Seus resultados indicaram que 0s animais tratados

com o extrato metanolico da planta apresentaram um aumento de 25% do seu peso corporal
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ao final do experimento, aproximando-se do ganho de peso dos animais do grupo controle
normal (27,12%). Em contrapartida, os animais do grupo diabético tiveram uma perda
consideravel de 27% do seu peso corporal ao longo da experimentacdo. O ganho de peso nos
grupos tratados indicou a eficacia do tratamento com a dosagem do extrato de Oxalis pes-
caprae na reducdo da glicemia sérica, o que foi atribuido a presenca de compostos fendlicos

no extrato metanadlico.

6.5 Niveis séricos de ureia, creatinina, transaminase oxalacética (TGO) e

transaminase piravica (TGP) dos animais

As médias aritméticas dos parametros bioquimicos de ureia, creatinina, transaminase
oxalacética (TGO) e transaminase piravica (TGP) encontradas nos exames dos animais deste
estudo foram comparadas com as médias encontradas por Lima et al. (2014), utilizadas como
valores de referéncia. Conforme evidenciado na Tabela 12, os dados deste estudo ficaram

consideravelmente acima dos valores de referéncia, com excecédo da creatinina.

Tabela 12 — Médias dos valores das enzimas dos animais, comparada aos valores de
referéncia de Lima et al. (2014).

Parametro bioquimico | Média dos grupos V(?_Iﬂ\r/fz(li ;ffeggilﬁ;a
Creatinina (mg/dL) 0,28 0,5+ 0,05
Ureia (mg/dL) 186,57 35,9 + 3,58
TGO (U/L) 224,86 131,7 + 23,09
TGP (U/L) 186,57 48,4 + 6,46

Fonte: Autora (2024).

Ao analisar a média + desvio padrdo da enzima TGO entre 0s grupos experimentais,
observou-se uma tendéncia decrescente nas quantidades detectadas desta enzima por grupo. A
maior média foi encontrada para o grupo | (Controle Negativo), com 290 + 123.36, seguida
por uma reducdo no grupo Il para 180.4 £ 42.7. Essa tendéncia continuou decaindo no grupo
I1l, com uma média de 140 + 171.45, e no grupo IV, que apresentou uma média de 135 *
32.85. E importante notar que o grupo IV mostrou o menor desvio padrdo, indicando uma
maior homogeneidade em relacdo aos outros grupos. Esses resultados estdo representados na
Figura 12A.

Seguindo 0 mesmo padrdo de andlise, para a TGP também foram analisadas as médias
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* desvio padréo dos grupos, e, assim como ocorreu com 0 TGO, também houve reducédo entre
o0s grupos. O grupo | (Controle Negativo) apresentou média de 343 + 232.3, enquanto 0 grupo
I1 (Controle Positivo) apresentou média de 125 + 23.1. O grupo Il (EELD 100 mg/Kg), teve
média de 133 + 71.99, enquanto o grupo IV (EELD 500 mg/Kg), apresentou média de 115 +
34.81. Notavelmente, o grupo IV demonstrou menor desvio padrdo, indicando uma maior
homogeneidade em relagdo aos outros grupos. Esses resultados estdo representados na Figura
12B.

Figura 12. Comparacdo de média e desvio padrdo das dosagens de enzimas por grupos de teste. (A):
transaminase oxalacética (TGO); (B): transaminase pirtvica (TGP).
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Fonte: Autora (2024)

Transaminase oxalacética (TGO) e transaminase pirdvica (TGP) no soro podem refletir
a funcdo hepatica e/ou lesdo neste 6rgdo (SHIBABAW et al., 2019). Os niveis de
Transaminase pirdvica (TGP) sérica ap6s 21 dias de experimentos estiveram elevados
comparados aos valores de referéncia, portanto, 0 EELD em ambas as concentra¢fes nédo
apresentou impacto positivo no controle deste parametro. Também ndo houve diferenca
estatistica nos niveis de Transaminase oxalacética (TGO) entre os grupos, demonstrando
valores acima do normal nos animais.

Os ratos do grupo controle positivo, tratados com metformina 500 mg/Kg, apresentaram
indices elevados de TGO e TGP ao final dos 21 dias de tratamento. Apesar do potencial
hepatoprotetor da metformina ter sido relatado em estudos com a droga em animais,
reduzindo os niveis séricos de TGO e TGP (SAEEDI et al., 2016), o resultados da presente
pesquisa corroboram com o estudo de Khadre et al. (2011), que administraram metformina
(500 mg/kg) em ratos diabéticos induzidos por aloxana (150 mg/Kg). Em sua pesquisa, ap0s
28 dias dos tratamentos, os parametros sanguineos bioguimicos dos animais foram avaliados.
Observaram entéo que a administracdo de aloxana levou a um aumento na atividade de TGO e

TGP nos animais de todos os grupos induzidos, quando comparados ao controle normal. Os
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valores para TGO nos ratos tratados com metformina (123,8+36 U/L) foram mais elevados
quando comparados ao controle diabético (115.8 £ 32.71 U/L). Os niveis de TGP nos ratos
tratados com metformina também estavam elevados ao final do experimento (77.4 + 7.99)
(KHADRE et al., 2011).

De acordo com Lucchesi; Cassettari; Spadella (2015), aloxana altera as vias normais do
metabolismo celular, provocando inativacdo de enzimas e causando danos hepaticos que
podem ser irreversiveis. Em sua pesquisa com ratos diabéticos induzidos por aloxana a 42
mg/Kg, observaram que uso desta substancia elevou os niveis das enzimas hepaticas nos
animais. Os niveis séricos TGO e TGP permaneceram altos nas duas primeiras semanas de
tratamentos, no entanto, apenas a TGP continuou elevada até o final dos experimentos. Tais
resultados sugerem acdo tdxica da aloxana, tornando seus efeitos associados a droga mais do
que ao proprio DM (LUCCHESI; CASSETTARI; SPADELLA, 2015). A referida pesquisa
sustenta os resultados obtidos com este estudo.

Em relacdo a creatinina, foram observadas diferencas estatisticas significativas, entre 0s
grupos experimentais. Utilizando ANOVA e teste Tukey, verificaram-se diferencas entre 0s
grupos | (Controle Negativo) e Il (Controle Positivo), com média de — 0.436 e um valor de p
de 0.031; entre os grupos Il e 11l (EELD 100 mg/Kg), com média de 0.486 e um valor de p de
0.01; e entre os grupos Il e IV (EELD 500 mg/kg), com uma média de 0.542 e um valor p de
0.004. Esses resultados estdo representados na Figura 13A.

Outro parametro biogquimico estudado no qual foi possivel verificar uma diferenca
estatisticamente significativa, de acordo com os testes aplicados, foi a ureia. Essa diferenca
foi observada apenas entre os grupos Il e IV, com uma média de 62.9 e um valor de p de
0.047. As comparacOes entre os demais grupos nao apresentaram diferencas significativas:
grupo | e 1l (média de -16.1 e valor de p de 0.894); | e 11l (média de 10.2, p valor de 0.97); | e
IV (média de 46.8 e p valor de 0.216); 1l e 11l (média de 26.3, p valor de 0.626) e Il e IV com
média de 36.6 e um valor de p de 0.59. Esses resultados estdo representados na Figura 13B.

Figura 13. Comparacdo de médias pelo teste Tukey (5% de confiabilidade) das dosagens de enzimas por grupos
de teste. (A): Creatinina; (B): Ureia. SinalizacGes de mesma letra correspondem a valores estatisticamente iguais,
sinalizacOes de letras diferentes indicam diferencas estatisticas entres as médias.
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Os animais dos grupos Il (EELD 100 mg/Kg) e IV (EELD 500 mg/Kg) apresentaram
valores séricos de creatinina dentro da faixa normal de referéncia (LIMA et al., 2014). Um
estudo com Taraxacum officinale (L.) Weber (Dente-de-ledo), determinou o perfil
polifendlico da planta e sua atividade nefroprotetora em ratos Wistar com lesdo renal aguda
induzida por gentamicina. Os resultados da composi¢do quimica da planta demonstraram uma
grande concentracdo dos compostos apigenina, luteolina e quercetina na sua tintura. Os testes
bioquimicos dos animais evidenciaram uma reducdo nos niveis de creatinina sérica com a
concentracdo de tintura feita com partes aéreas secas da planta, de 0,5 mg peso seco de
material vegetal para 10 ml de etanol 70%, reforgando o potencial antioxidante e protetor dos
compostos fenolicos (EPURE et al., 2022).

Quanto ao nivel de ureia, todos os grupos apresentaram valores alterados, acima do
normal. No entanto, os animais do Grupo IV (EELD 500 mg/Kg) demonstraram os valores
mais baixos em relacdo aos demais grupos. Um estudo avaliou a acdo da quercetina, um
composto polifendlico, em coelhos hiperlipidémicos, mensurando pardmetros bioquimicos
dos animais apds 28 dias de tratamento. A quercetina, associada a bixina, um pigmento
carotenoide, foi capaz de reduzir os niveis de ureia sérica nos animais, além do colesterol
LDL (LIMA; OLIVEIRA; NAGEN, 2003). A quercetina foi um dos compostos fendlicos
observados no EELD de Lippia dulcis.

Os niveis de ureia e creatinina no sangue sdo indicativos essenciais, amplamente
documentados na literatura, para avaliar a toxicidade renal causada por medicamentos e
injarias metabolicas em animais e humanos. Isso se deve ao fato de que, entre suas diversas
funcdes, uma das mais importantes é contribuir para a excrecdo de substancias nocivas do
corpo. Embora a creatinina seja mais precisa que a ureia na avaliacdo da fungédo renal, a
andlise da relagcdo entre esses compostos permite identificar a presenca de alteragcbes no
funcionamento dos rins (SINGH et al., 2016). Elevagdes nos niveis de ureia no sangue podem
indicar problemas renais, mas também podem ser resultado de condi¢cdes como desidratacao,
uso de diuréticos ou doenca hepética. Portanto, embora sejam dosadas ambas as substancias
para avaliar a fungdo renal, a creatinina é considerada mais especifica e confidvel nesse
contexto (INGOGLIA et al., 2021).

Considerando os achados nesta pesquisa, propde-se que o DM2 induzido por aloxana
nos ratos da linhagem Wistar resultou em um aumento grave na glicemia dos animais de todos
0s grupos, com isso elevando seus niveis séricos de TGP, TGO e ureia, inclusive no grupo
tratado com Metformina (500 mg/Kg), Grupo Il. A creatinina esteve alta nos animais dos

grupos | e Il (Controle Negativo e Controle Positivo, respectivamente). A administracdo de
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aloxana no Grupo Il pode ter causado danos irreversiveis nos 0Orgdos associados ao
metabolismo de glicose, como figado e rins, 0 que ndo foi abrandado nem com a utilizacéo da
droga hipoglicemiante.

Entretanto, os animais dos Grupos Il e IV, tratados com duas concentragdes do EELD
apresentaram niveis séricos normais de creatinina quando comparados aos valores de

referéncia.
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7. CONCLUSAO

Os resultados indicam que o Extrato Etanolico de Lippia dulcis Trev. (EELD) néo
demonstrou toxicidade nos animais. Quanto a glicemia em jejum, houve diferenca estatistica
entre os grupos de animais, tendo os grupos Il (Controle Positivo), 11l (EELD 100 mg/kg) e
IV (EELD 500 mg/kg) se diferenciado do Grupo | (Controle Negativo), apresentando
glicemia em jejum mais baixa ao final dos experimentos, evidenciando a eficacia de ambas as
concentracdes do extrato.

Os animais dos grupos Il e IV, tratados com ambas as concentragdes do EELD,
apresentaram média indicativa de ganho de peso no 21° dia de avaliacdo ponderal. O EELD
também impactou nos niveis séricos de creatinina dos animais tratados, deixando-o dentro dos
valores de referéncia.

Pode-se inferir que a atividade terapéutica do EELD esta relacionada aos compostos
fenolicos presentes em sua composicdo. E importante destacar que outros estudos precisam
ser conduzidos com Lippia dulcis e seus extratos, além de uma analise fitoquimica mais
aprofundada, a fim de quantificar seus compostos fendlicos, o que contribuira para o

conhecimento da espécie e suas atividades bioldgicas.
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