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RESUMO

Introducdo: Nos ultimos anos o Diabetes vem ganhando grandes proporcdes, destacando-
se como uma epidemia mundial. E uma patologia caracterizada por hiperglicemia e esta
associada a diversas complicacdes, disfuncbes e insuficiéncia de varios 6rgdos. Pode
resultar de defeitos de secrecdo e/ou acdo da insulina envolvendo processos patogénicos
especificos. Devido ao grande numero de casos, a doenca causa um enorme Onus aos
cofres publicos. Nesse sentido, atencéo especial tem sido dispensada aos diferentes niveis
preventivos da doenca. Para tanto, varias espécies de plantas vém sendo utilizadas para
tratar e ou combater os sintomas do Diabetes mellitus. O presente trabalho utilizou extrato
metandlico de Baccharis dracunculifolia popularmente conhecida como vassoura ou
alecrim-do-campo, é amplamente utilizada na medicina caseira. A infuséo de suas folhas é
empregada para problemas hepéticos, disfuncbes  estomacais e  como
antiinflamatdrio.Métodos: Foram utilizados 24 ratos adultos da linhagem Wistar tratados
por 28 dias. Os animais foram divididos em 4 grupos da seguinte maneira: CS — Controle
Salina (tratados com solugdo de “Tween 80” e agua destilada); CP — Controle Planta
(tratados com o extrato de B. dracunculifolia); DS — Diabético Salina (induzidos ao
diabetes, tratados com solugdo de “Tween 80” e agua destilada) e; DP — Diabético Planta
(induzidos ao diabetes, tratados com o extrato de B. dracunculifolia) . A inducdo do
diabetes foi realizada pela administracdo de 50 mg/kg de estreptozotocina (STZ). Os
animais foram avaliados quanto a evolucdo ponderal. No 14- dia de tratamento 0s animais
passaram por TOTG, gota de sangue caudal. Ao final do tratamento os animais foram
eutanasiados para a retirada de amostras de sangue e tecidos para determinacdo de
parametros bioguimicos, hormonais e confeccdo de laminas histoldgicas e quantificacdo
de TBARS via malondialdeido em tecido renal e hepético. Resultados e Discussao:
Verificou-se diferenca estatistica para 0os grupos DS e DP para parametros creatinina
(p<0.05), uréia (p<0.01) e triglicérides (p<0.01). Para os analitos creatinina e triglicérides
DP foi considerado estatisticamente igual aos grupos ndo diabéticos (CS e CP). A insulina
plasmaética apresentou significancia estatistica (p <0.01) entre os grupos diabéticos, com
concentracdes mais elevadas para o DP. No TOTG DP, ao jejum, foi comparavel
estatisticamente com os controles ndo diabéticos (CP e CS), nas quantificacbes seguintes
DP foi estatisticamente diferente de todos os grupos, apresentando valores intermediarios
entre 0s grupos ndo diabéticos (CP e CS) e o grupo controle diabético (DS). O grupo DP
apresentou uma reducdo significativa na peroxidacdo lipidica quando comparado ao grupo
DS, reducdo essa comparavel com os grupos ndo diabéticos. O grupo diabético tratado com
extrato apresentou dano tecidual de menor intensidade quando comparado ao grupo DS. Os
grupos de animais ndo diabéticos (CS e CP) ndo apresentaram alteracOes histolégicas
Concluséo: O extrato metandlico de Baccharis dracunculifolia promoveu queda das niveis
de glicose capilar ao jejum de ratos induzidos a diabetes por STZ; Ocorreu queda de
valores de triglicerideos, creatinina e uréia de animais STZ induzidos; O extrato da planta
apresentou protecdo de dano em o6rgdos (figado, rins e pancreas) de animais diabéticos
induzidos; Ocorreu diferenca estatistica na liberacdo de insulina entre os animais
diabéticos, onde os animais tratados obtiveram concentrag@es superiores.

Palavras-chave: Diabetes, Plantas medicinais, Glicemia, Baccharis



ABSTRACT

Introduction: In recent years diabetes has been gaining major, standing out as a
worldwide epidemic. It is a disorder characterized by hyperglycemia and is associated with
several complications, dysfunction and failure of various organs. May result from defects
in secretion and/or insulin action involving specific pathogenic processes. Due to the large
number of cases , the disease causes a huge burden on the public purse. In this sense ,
special attention has been given to the different levels of disease prevention. To this end,
several plant species have been used to treat and or combat the symptoms of diabetes
mellitus . The present study utilized methanol extract of Baccharis dracunculifolia
popularly known as broom or rosemary - of - field , is widely used in folk medicine . The
infusion of the leaves is used for liver problems, stomach disorders and how
antiinflammatory. Methods: 24 adult Wistar rats treated for 28 days were used. The
animals were divided into 4 groups as follows: CS - Saline Control (treated with a solution
of "Tween 80" and distilled water) CP - Control plant (treated with the extract of B.
dracunculifolia); DS - Diabetic Saline (induced diabetes , treated with a solution of "Tween
80" and distilled water), SD - diabetic Plant (induced diabetes treated with extract of B.
dracunculifolia) . The induction of diabetes was performed by administering 50 mg / kg
streptozotocin (STZ). The animals were evaluated for weight gain. At 14- day of treatment
the animals underwent OGTT, drop of blood flow. At the end of the treatment the animals
were euthanized for withdrawal of blood samples and tissues for determination of
biochemical parameters, hormonal and preparation of histological slides and quantification
of TBARS via malondialdehyde in renal and hepatic tissue. Results and Discussion:
There was statistical difference for the DS and DP groups parameters for creatinine (p
<0,05) , urea (p < 0.01), and triglycerides (p < 0:01). For creatinine and triglycerides
analytes DP was considered statistically equal to the nondiabetic groups (CS and CP).
Plasma insulin was statistically significant (p < 0.01), between the diabetic groups, with
higher concentrations for the DP . DP on the OGTT , fasting , was statistically comparable
with nondiabetic controls (CP and CS) , the following measurements SD was statistically
different from all groups , with intermediate values between diabetic nondiabetic groups
(CP and CS) and the control group (SD) . The PD group showed a significant reduction in
lipid peroxidation when compared to the DS group, this reduction comparable to the non-
diabetic groups . The diabetic group treated with extract showed less severe tissue damage
when compared to the DS group. Groups of non-diabetic animals (CS and CP) had normal
histology. Conclusion: The methanol extract of Baccharis dracunculifolia promoted the
decrease of capillary glucose levels of fasting rats induced by STZ diabetes , a decreased
value of triglycerides , creatinine and urea STZ -induced animals , the plant extract showed
protection from damage to organs (liver , kidneys and pancreas ) induced diabetic animals ;
occurred statistical difference in insulin release in diabetic animals where treated animals
had higher concentrations.

Keywords: Diabetes, Herbal medicine, Glucose, Baccharis.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos o Diabetes vem ganhando grandes proporcdes, destacando-se
como uma epidemia mundial. A mudanca nos habitos de vida das pessoas, com o
advento de uma alimentacdo mais caldrica e a falta da pratica de exercicios fisicos, séo
fatores centrais no desenvolvimento de estados patologicos dentre os quais destaca-se o
Diabetes (BRASIL, 2006).

Dados demonstram que o Diabetes € uma doenca fatal, mortalidade em torno de
3 milhdes de pessoas a cada ano em todo o mundo, e grande morbidade, devido a maior
propensdo que os pacientes diabéticos tem em desenvolver complicacdes cronicas,
como cardiopatias, nefropatias, neuropatias e retinopatias. Evidéncias experimentais e
clinicas, demonstram que as complica¢des advindas dos disturbios metabolicos, provém

principalmente da hiperglicemia (PETERSEN; SHULMAN, 2006; RANG, 2004).

Devido ao grande nimero de casos, a doenca pode ser vista como um problema
de saude publica mundial, uma vez que causa um enorme 6nus aos cofres publicos.
Nesse sentido, atencdo especial tem sido dispensada aos diferentes niveis preventivos da
doenca. Para tanto, varias espécies de plantas vém sendo utilizadas
etnofarmacologicamente ou em ensaios clinicos para tratar e ou combater 0s sintomas

do Diabetes Mellitus (ALVES, 2007; KALLUF, 2008).

A utilizacdo das plantas medicinais, para tratamentos de doencas, € uma pratica
muito antiga, sendo encontrada ao longo da histéria em todas as popula¢Ges mundiais e
em diferentes grupos étnicos conhecidos. A partir deste uso popular é que foram
descobertos diversos medicamentos utilizados na medicina tradicional, constituindo-se
um importante recurso para a descoberta de novos farmacos (MARTINS, 2000;

ROCHA et al., 2006).



Logo, neste contexto, demostra-se a importancia de estudos com plantas
medicinais com a finalidade de identificar substancias com atividade antiglicémica.
Aspecto este que permite confirmar a relevancia deste estudo para 0 &mbito do meio
cientifico, além de seus alcances sécio-econdmicos, visando a contribuicdo para a

reducédo dos impactos negativos da DM na sociedade.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar estresse oxidativo, de um modelo animal de diabetes, tratado

cronicamente com de extrato metanolico de Baccharis dracunculifolia.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIiFICOS

Os objetivos especificos deste estudo consistem em:

Avaliar a evolucgédo do ponderal dos animais;

Analisar os efeitos do extrato metandlico de Baccharis dracunculifolia nos
parametros bioquimicos;

Avaliar os efeitos do extrato metanolico de Baccharis dracunculifolia na
histologia do rim, figado e pancreas;

Analisar niveis de peroxidacao lipidica, em resposta ao tratamento pelo extrato
metanolico de Baccharis dracunculifolia, quantificando malondialdeido e

correlacionando-o0s com estresse oxidativo;



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 DIABETES MELLITUS

O diabetes mellitus (DM) é uma patologia caracterizada por hiperglicemia e esta
associada a diversas complicacGes, disfuncdes e insuficiéncia de véarios Orgaos,
especialmente olhos, rins, nervos, cérebro, coragdo e vasos sanguineos. Pode resultar de
defeitos de secrecdo e/ou agdo da insulina envolvendo processos patogénicos
especificos, por exemplo, destruicdo das células beta do péancreas produtoras de
insulina. (BRASIL, 2006).

A prevaléncia mundial da doenca tem apresentado um crescimento com
proporgdes epidémicas, existindo cerca de 171 milhdes de diabéticos em todo 0 mundo
e estima-se que, em 2030, serdo aproximadamente 366 milhdes de diabéticos. Esse
aumento na prevaléncia deve-se a maior longevidade das pessoas, associado a mudancas
no estilo de vida, como o crescente consumo de gorduras saturadas, sedentarismo e
obesidade (LYRA et al., 2010).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), o diabetes €
considerado uma epidemia mundial e os paises em desenvolvimento, como o Brasil,
serdo os mais atingidos pela doencga no século XXI, chegando a apresentar um indice de
7,6% da populacdo brasileira de diabéticos, dos 70% que vivem em paises em
desenvolvimento, dos quase 285 milhdes no mundo, assim, o Brasil ocupa a 102 posi¢édo

dos paises com o maior nimero de diagnosticos (THENT; DAS; HENRY, 2013).



2.1.2 CLASSIFICACAO DO DIABETES MELLITUS

O DM é classificado em trés principais formas, o diabetes tipo 1, quando existe
deficiéncia absoluta de insulina; diabetes tipo 2, caracterizado por resisténcia e
insuficiente secrecdo da insulina; e o diabetes gestacional, que acomete mulheres
gravidas. Alto percentual (85 a 90%) dos portadores de DM tipo 2 sdo portadores de
sindrome metabdlica, que € caracterizada por diversas condi¢cdes que aumentam o risco
cardiovascular como, por exemplo, hipertensdo arterial e dislipidemia dentre outras.
(FRAGUAS; SOARES; BRONSTEIN, 2009).

O DM tipo 1 representa cerca de 5% a 10% dos casos de DM e pode ser
imunomediado ou idiopatico. E considerada uma doenca auto-imune quando sdo
identificados anticorpos especificos que levam a destruicdo das células beta
pancreaticas. Quando ndo identificados tais mecanismos, é considerado como
idiopatico. Os portadores de DM tipo 1 apresentam tendéncia a cetoacidose, uma

complicacdo aguda do DM (LAGANI et al, 2012).

2.1.3 FISIOPATOLOGIA

O DM é uma doenga crbnica que tem como principal caracteristica a
hiperglicemia, sua etiologia € multipla devido as anormalidades enddcrinas ocorridas no
pancreas o que pode ser ocasionado pela secre¢cdo inadequada de insulina pelas células 3
pancredticas ou ainda por defeito da acdo de insulina o que representa uma resisténcia
de insulina no organismo, e a DM também é ocasionada pelo o aparecimento destes dois
fatores anteriormente descritos (ENGELGAU; NAYARAN; HERMAN, 2000; LOPES,
2009).

A principal funcdo da insulina é promover a entrada de glicose nas celulas do

organismo, de modo que ela possa ser aproveitada para as diversas atividades celulares.



A falta da insulina ou um defeito na sua ac&o resulta, portanto, em acimulo de glicose
no sangue, o que chamamos de hiperglicemia. Além da hiperglicemia, existem outras
complicagdes provenientes do diabetes, uma delas é a hipoglicemia. A hipoglicemia € a
complicagdo aguda mais frequente no tratamento do diabetes. Sua ocorréncia é de
extrema importancia, tanto pelos efeitos clinicos agudos e sua potencial gravidade,
quanto pelas possiveis sequelas neuroldgicas decorrentes de casos graves e repetidos.
Além das consequéncias objetivamente mensuraveis, os efeitos de episodios de
hipoglicemia, principalmente se ocorridos no inicio do tratamento, podem ter
consequéncias devastadoras na adesdo futura, comprometendo para sempre o controle
glicémico de um determinado paciente (ZAGURY, 2005).

O DM tipo 1 indica destruicdo da célula beta que eventualmente leva ao estagio
de deficiéncia absoluta de insulina, quando a administracdo de insulina é necesséria para
prevenir cetoacidose, coma e morte. A destruicdo das células beta é geralmente causada
por processo auto-imune, que pode se detectado por auto-anticorpos circulantes como
anti-descarboxilase do &cido glutdmico (anti-GAD), anti-ilhotas e anti-insulina, e,
algumas vezes, estd associado a outras doencas auto-imunes como a tireoidite de
Hashimoto, a doenca de Addison e a miastenia gravis. Em menor proporgéo, a causa da
destruicdo das células beta é desconhecida (tipo 1 idiopatico). O desenvolvimento do
diabetes tipo 1 pode ocorrer de forma rapidamente progressiva, principalmente, em
criancas e adolescentes, ou deforma lenta e progressiva, geralmente em adultos. DM
tipo 2 € usado para designar uma deficiéncia relativa de insulina. A administracdo de
insulina nesses casos, quando efetuada, ndo visa evitar cetoacidose, mas alcancar
controle do quadro hiperglicémico (BRASIL, 2006).

A hiperglicemia, em exposi¢do prolongadas, é reconhecida como sendo uma das

principais causas de complicacdes do DM devido ao processo de formacdo de produtos



de glicolisacdo. A agdo desses compostos no organismo € responsavel por diferentes
alteracbes observadas como por exemplo a diminuicdo da fungdo de leucdcitos
polimorfonucleares, aumento da destruicdo tissular e discrepancia na producdo de
citocinas (SANTANA, 2003; REIS et al., 2008).

Conforme descrito na literatura multiplos fatores estdo associados a origem e as
complicagdes do DM. A hiperglicemia cronica e o estresse oxidativo aumentado tem
sido apontados com papel central nessas alteragcbes (DECKERT, POUSEN, 1978;
DCCT, 1993). Lesbes celulares oxidativas associadas a radicais livres e a baixa de
defesas antioxidantes correlacionam-se e contribuem para o aumento das complicagdes
associadas ao DM (BROWNLEE, 2001).

A resisténcia a insulina e hiperinsulinemia sdo comuns em dadas situacoes
clinicas e podem, inclusive, até serem encontradas em pacientes saudaveis.
Contribuindo para o desenvolvimento do conceito de sindrome metaboélica, varios
estudos indicam que a anormalidade citada acima esta relacionada com dislipidemia,
hiperuricemia e hipertendo (REAVEN, 1988; TOBAY, 1981).

Estudos ja associaram o aumento das concentracdes de glicose com aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio. Devido a isso, foi assumido que substancias
antioxidantes seriam eficazes na diminuicdo da lesdo tecidual oriunda do estresse
oxidativo (SHEIKH-ALI; CHEHADE; MOORADIAN, 2011; MOORADIAN, 2006;
MARITIM; SANDERS; WARKINS, 2003). Nesse contesto a busca por tratamentos

que se destinam a reduzir o estresse oxidativo parece justificado.

2.1.4 TRATAMENTO DM

O plano terapéutico para o tratamento do DM depende da forma de apresentacéo

da doenga e de sua complexidade. Fato que faz com que o DM possui um manejo de



tratamento relativamente complexo, uma vez que, além de tratamento medicamentoso
h& a necessidade de mudancas de habitos de vida no paciente (GROSS; NEHME, 1999).

A terapia é individualizada, para pacientes DM tipo 1 é importante, devido a
complexidade da doenca, acompanhamento de um endocrinologista. E importante o
paciente estar informado sobre riscos para o desenvolvimento de doenca aterosclerética
e ser orientado sobre habitos de vida saudaveis para prevencao. Alguns programas de
mudancas de estilo de vida devem ser estabelecidos e recomendados especialmente a
pacientes de maior risco (ASSUNCAO, URSINE, 2008). Controle nutricional deve ser
adotado a pacientes diabéticos, uma vez que estudos como o de Nieman (2011)
demonstram que pacientes que se alimentam adequadamente tém menor probabilidade
de desenvolver DM. Diferentes formas de tratamento medicamentoso podem ser
utilizadas, dependendo do tipo da patologia, indo da utilizagdo de insulina ao uso de

antidiabéticos orais (ROY; LLOYD, 2012).

Alteracdes lipidicas sdo comumente observadas no DM, elas sdo uma das
principais causas de doencas cardiovasculares. Nesse sentido € preconizado que 0s
tratamentos para DM devem auxiliar na reducdo de niveis lipidicos (GOLDBERG,
2001). A deficiéncia de insulina conduz a acimulo de lipidios, tais como o CT e 0s TG
em diabéticos (PATTABIRAMAN, MUTHUKUMARAN; 2011) . A alta concentracdo
anormal de lipidios no soro do individuo diabético é principalmente devido ao aumento
na mobilizacdo de acidos gordos livres a partir dos depositos de gordura periférica

(SHARMA, 2011).

2.1.5 PLANTAS MEDICINAIS

As pesquisas conduzidas a partir da indicacdo de plantas utilizadas por

comunidades humanas possibilitam o desenvolvimento de uma novas drogas em um



menor espaco de tempo, ja que os pesquisadores dispdem, antes mesmo de iniciarem 0s
estudos cientificos, de uma indicacdo acerca da atividade bioldgica que esta droga
poderia apresentar (FUNARI; FERRO, 2005).

A regulamentacdo e a comercializacdo de drogas de origem vegetal séo regidas
por um conjunto de normas estabelecidas por cada pais. No Brasil, o principal érgdo
fiscalizador deste setor é a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Apesar
de possuir regras rigidas, estas ainda ndo sdo suficientes para impedir a fraude e a ma
qualidade dos fitoterapicos brasileiros; estes fatores, somados a uma utilizacdo incorreta
pela populagdo, propiciam a ineficacia dos produtos comercializados (MELO et al.,
2007).

O uso de plantas medicinais sob vérias formas de apresentacdo é bastante
comum. O habito do consumo dos produtos naturais possui um aspecto importante, pois
0 conhecimento sobre plantas medicinais ¢ de dominio popular e nos paises em
desenvolvimento e subdesenvolvidos contém um forte componente social e cultural,
pois estes vegetais muitas vezes representam o Unico recurso terapéutico para muitas
comunidades (ALVES, 2007).

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca ou
nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmacoldgicas, propagadas por usuarios
ou comerciantes. Muitas vezes, essas plantas sdo, inclusive, empregadas para fins
medicinais diferentes daqueles utilizados pelos silvicolas. Comparada com a dos
medicamentos usados nos tratamentos convencionais, a toxicidade de plantas
medicinais e fitoterapicos pode parecer trivial, entretanto, a toxicidade de plantas
medicinais € um problema sério para a saude publica. Os efeitos adversos dos

fitomedicamentos, possiveis adulteracfes e toxidez, bem como a acdo sinérgica
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(interacdo com outras drogas), ocorrem frequentemente (VEIGA JUNIOR; PINTO;
MACIEL, 2005).

A fitoterapia é uma &rea ampla, sendo necessario para a melhor compreenséo
conhecer algumas defini¢cbes importantes que a envolvem. Primeiramente, é importante
diferenciar planta medicinal de fitoterdpico. Para Veiga Junior e colaboradores (2005) a
planta medicinal é "todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 0Orgdos,
substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de
farmacos semi-sintéticos". O fitoterapico, por sua vez, € um medicamento tecnicamente
obtido, com formulacdo especifica, empregando-se apenas matéria prima de fonte
vegetal, cujo efeito tenha sido comprovado cientificamente (KALLUF, 2008).

E importante salientar que a droga vegetal, que é a planta inteira, ou as partes,
que apos a coleta, secagem, estabilizacdo e conservacdo, passam a ser utilizadas na
preparacdo de medicamentos, considerando que o principio ativo € o responsavel pelos
efeitos terapéuticos, tanto das plantas in natura, na forma de droga vegetal ou nas

diferentes formas farmacéuticas (MACIEL et al, 2002).

2.1.6 PLANTAS MEDICINAIS E DIABETES

As plantas medicinais representam atualmente a origem de 25% dos farmacos
utilizados, sendo que isto se deve a grande flora mundial e as importantes propriedades
terapéuticas conhecidas. No Brasil, vérias sdo as pesquisas realizadas que vem
contribuindo significativamente para o desenvolvimento e uso destas espécies vegetais,
pois vem comprovando efeitos terapéuticos, possibilitando a utilizacdo destas para
tratamento de patologias (KALLUF, 2008).

Conforme estudos cientificos realizados com plantas medicinais ao longo dos

anos, algumas plantas medicinais ja receberam confirmacdo das acdes terapéuticas
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hipoglicemiantes, sendo as mais citadas: Baccharis  trimera(Less.) DC.
(carqueja), Bauhinia  forficata Link.  (pata de vaca), Salvia  Officinalis L.
(salvia), Mormodica charantiaL. (meldo de S&o Caetano), Phyllantus niruri L. (quebra-
pedra) e Myrcia sphaerocarpa DC. (insulina vegetal) (DORNAS et al., 2009).

As plantas medicinais apresentam beneficios multiplos, como o controle do
metabolismo de carboidratos, através de VArios mecanismos como a prevengdo e
restauracdo da integridade e funcdo das células R-pancredticas, a atividade estimulante
da liberacdo de insulina, a melhora da captacdo e utilizacdo da glicose e suas
propriedades antioxidantes, fazendo das plantas um excelente alvo para o
desenvolvimento de novos modelos terapéuticos (NEGRI, 2005). Para Sousa et al.
(2007), as substancias naturais antioxidantes com atividade hipoglicemiante sdo agentes
terapéuticos em potencial na prevencao e no tratamento das complicac6es do diabetes.

A utilizacdo de plantas no tratamento de DM é antigo e diferentes sdo os
mecanismos evidenciados em plantas para baixar os niveis de glicose. Enicostemma
littorale obteve em estudo de Maroo et al (2002) propriedade similar a glibencamida
quanto ao efeito hipoglicémico pelo estimulo da producao de insulina pelas células beta
pancredticas. Kasiviswanath e colaboradores (2005) descreveram para Gmelina asiatica
atividade hipoglicemiante associada a inibicdo dos canais de ATPase de K+ em células
beta pancreéticas. Outros autores atribuem a propriedades antioxidantes de substancias
presentes na composicdo dos extratos das plantas. A presenca de flavondides e de
compostos fendlicos foram relatadas como componentes com atividade antioxidante.
Outros estudos verificaram facilitacdo do controle da homeostase da glicose em animais
diabéticos (ANDERSON, 1985; DORNAS et al., 2019). Haeri et al. (2012) obteve
resultados de controle de glicemia capilar semelhantes aos efeitos da administracdo de

insulina utilizando extratos de semente de Trigonella foenum-graecum. Wu (2013)
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utilizando Pueraria lobata observou efeito secretério de insulina em ratos STZ-

induzidos.

2.1.7 GENERO BACCHARIS

O género Baccharis pertence a familia Asteraceae e a subfamilia Asteroideae.
Esta compreende cinco géneros sulamericanos e muito parecidos entre si (BARROSO
ET AL. 1978). A origem do nome Baccharis (Bakkharis) vem do grego, antiga
denominacdo para algumas plantas arbustivas e chegou a ser empregado para designar
espécimes que nada tém a ver com as que hoje em dia recebem esse nome (VERDI;
BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005).

Espécies desse género sdo importantes economicamente para 0 homem pois
ajudam no combate a erosdo e podem ser utilizadas como plantas ornamentais, embora
também possam se apresentar como pragas de dificil combate em pastagens, podendo
intoxicar o gado. Entretanto, o destaque maior esta na medicina, onde varias espécies
s&o utilizadas popularmente (SIMOES-PIRES et al, 2005).

Estudos fitoquimicos do género Baccharis demonstram presenca de substancias
com propriedades antioxidantes tais como compostos fendlicos e flavondides
(FABIANE et al, 2008). No género Baccharis destacam-se em uso medicinal algumas
espécies dentre elas o Baccharis dracunculifolia, planta utilizada nesses estudo.

Outras plantas do género Baccharis séo utilizadas popularmente para diferentes
fins e algumas espécies ja foram descritas como apresentado atividade hipoglicemiante
(OLIVEIRA et al., 2005). B. teindalensis ¢ amplamente utilizado na medicina popular
no Equador como um remédio antiinflamatorio, analgésico e antimicrobiana. A
atividade anti diarréica e antitlcera de B. teindalensis também ja foi descrita por Vidari
e colaboradores (2003), que sugerem que esse efeito deve-se as propriedades anti-

inflamatdrias da planta. Outra planta utilizada popularmente para tratar desordens
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géstricas € B. illinita que tem acdo protetora contra lesdes gastricas (BAGGIO et al.,
2003) e apresentou efeito anti-inflamatorio topico (BOLLER, 2010). Baccharis trimera,
popularmente conhecida como "carqueja”, em estudo de Oliveira (2005) apresentou
atividade hipoglicemia ao se administrar extrato aquoso da planta em animais

diabéticos.

2.1.8 BACCHARIS DRACUNCULIFOLIA

A espécie Baccharis dracunculifolia DC (De Candole), é popularmente
conhecida como vassoura ou alecrim-do-campo, € amplamente utilizada na medicina
caseira. A infusdo de suas folhas é empregada para problemas hepaticos, disfuncdes
estomacais e como antiinflamatdrio. Estudos de literatura relatam o uso medicinal e
religioso do “alecrim-do-campo” comercializado em mercados e feiras livres no Rio de
Janeiro (AZEVEDO; SILVA, 2006), assim como a utilizagéo das folhas para feridas e o
uso dos ramos, em decocto, como antifebril (RODRIGUES; CARVALHO, 2001). E
uma planta didica com as inflorescéncias masculinas e femininas, cujo arbusto cresce
em quase todo o Brasil, e a principal fonte botanica da propolis verde no sudeste do
pais.

Uma caracteristica dos compostos fendlicos das prdpolis analisadas e da espécie
vegetal de B. dracunculifolia foi a alta proporcao de artepilina C e outros derivados do
acido cindmico. Com base nas evidéncias fitoquimicas, B. dracunculifolia foi
identificada como a principal fonte vegetal das propolis produzidas nos estados de Séo
Paulo e Minas Gerais (SIMOES-PIRES et al, 2005).

O extrato de B. dracunculifolia mostrou a presenca de germacreno-D,
biciclogermacreno, assim como derivados prenilados do acido coumarinico.

Germacreno-D e o biciclogermacreno (14%) estdo entre os principais compostos do
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6leo essencial em conjunto com o delta-cadineno (13%) e germacrona (5%). Os extratos
aquosos da prépolis de B. dracunculifolia e de partes da planta contém o &cido 3,4-di-
O-é4cido-cafeoilquinico, &cido-3.5-di-O-cafeoilquinico e o &cido clorogénico. Além
disso, 27 compostos incluindo os diterpenos labdanicos, compostos prenilatedos,
flavonoides e outros fenolicos que foram isolados préviamente da propolis, foram
identificados também no extrato metandlico de B. dracunculifolia. Entre eles, 24
compostos foram detectados nas gemas, indicando que deve ser uma fonte importante
da prépolis. A origem boténica de 19 componentes foi pela primeira vez estabelecida
para B. dracunculifolia (MIDORIKAWA et al., 2001; LOAYZA et al., 1995; KADOTA
et al, 2003).

Estudo de Alencar e colaboradores (2005) encontrou na espécie vegetal B.
dracunculifolia e no prépolis oriundo dessa alta proporcdo de artepilina C e outros
derivados do acido cindmico, substancias essas pertencentes ao grupo dos compostos
fendlicos. Em estudos realizados por Boldt (1989) com 12 espécies de Baccharis, foi
possivel identificar, como componentes de folhas e galhos de espécies deste género,
terpendides como e-nerolidol, espatulenol, 8- cadineno-B caryophilene encontrada em

Baccharis dracunculifolia.

2.2 MODELO DE DIABETES MELLITUS EXPERIMENTAL APLICADO

O modelo de diabetes experimental que utiliza STZ é considerado, para triagem
inicial, um bom modelo para estudos de agentes antidiabéticos (IVORRA; PAYA,
VILLAR, 1989). Amplamente utilizados, os modelos experimentais de diabetes

reproduzem as caracteristicas clinicas do DM, fazendo com que 0s animais apresentem
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semelhancas laboratoriais, clinica e histologicas com a doenga em humanos
(SUTHAGAR et al. 2009; MISHRA et al. 2012; VERMA et al. 2012).

A literatura traz a forma de acdo da STZ muito bem detalhada, onde o DM é
induzido pela destruicdo de parte das células beta pancreaticas de forma irreversivel,
aproximadamente 70%, causando assim diminui¢do na secrecdo de insulina (ROOMAN
et al., 2000; DESGRAZ; BONAL; HERRERA, 2011). Além desse efeito, Takada e
colaboradores (2007) demonstraram reducdo do numero de receptores de insulina em
células adiposas e piora a resposta no teste oral de tolerancia a glicose. Outro ponto
observado por Giroix et al. (1983) foi a queda na sensibilidade das células beta
pancredticas aos niveis de glicose plasmatica. O modelo de diabetes experimental
utilizado nesse estudo simula o DM insulino dependente, mas também tem
caracteristicas de reducdo na sensibilidade periférica a insulina observada no DM néo
insulino dependente (SHARMA et al. 2009; SZKUDELSKI, 2012). A hiperglicemia
encontrada nos diferentes grupos diabéticos é fruto de um processo patoldgico severo,
decorrente de modificacbes no metabolismo da insulina, levando a alteracdes de
metabolismo de gorduras, carboidratos e proteinas. Alteracdes essas que incluem perda

de peso, poliuria e polidpsia. (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS DO EXPERIMENTO

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais -

CEUA/Unicentro sob o niimero 029/2012, anexo 1.

Para o desenvolvimento da pesquisa foram utilizados 24 ratos machos, albinos
da linhagem Wistar. A formacdo dos grupos ocorrera a partir da aquisicdo de rato
machos adultos no biotério da Pontificia Universidade Catolica do Parand campus
Curitiba. Os animais foram acondicionados em local apropriado durante o tempo de

tratamento do experimento

Os animais foram mantidos em local com temperatura controlada, em torno de
21 +/- 2°C, com fotoperiodo de 12 claro/12 escuro, acondicionados em gaiolas pléasticas,
com bebedouro de 800mL, sendo tratados com ragdo comercial para roedores da marca
Purina®. A agua e a ragdo serdo fornecidas ad libitum durante todo o experimento. No
decorrer do estudo foi realizado pesagens dos animais e da ragdo consumida por eles,
além de medido o consumo de agua semanalmente para verificacdo e acompanhamento
do desenvolvimento dos animais. Os animais foram alojados em estantes apropriadas,
dentro de gaiolas para ratos com base em polipropileno, autoclavavel, resistente a
acidos, nas medidas de 41x34x16cm. Tampa de arame de ago carbono com tratamento
de zincagem, malha 7,5mm, além de bebedouro de 500ml especificas para animais de

pesquisa.
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3.2 DELINEAMENTOS EXPERIMENTAIS

3.2.1 INDUCAO A DIABETES

Os ratos foram injetados por via intraperitoneal, em dose Unica, com
estreptozotocina (STZ) (50 mg/kg), diluida em tampdo citrato pH 45. O
monitoramento da glicemia foi dado pela coleta de sangue por puncédo caudal e

analisada em uma glicosimétro da marca Accu Cheack advantage.

Os controles salina receberam injecdo de NaCl por via intraperitonial, na dose

Unica e equimolar da STZ.

3.2.2 DISTRIBUICAO DOS GRUPOS

Os animais serdo divididos em 4 grupos, compostos por 6 animais cada, com
acondicionamento de 3 animais por caixa. Os grupos foram divididos da seguinte
maneira: grupos CONTROLE (CS — Controle Salina e; CP — Controle Planta), grupos

DIABETICOS (DS — Diabético Salina e; DP — Diabético Planta).

e CONTROLE (CS) — composto por 6 animais, nao diabéticos, tratados

com solugdo de “Tween 80 e dgua destilada;

e CONTROLE (CP) — composto por 6 animais, ndo diabéticos, tratados

com o extrato de B. dracunculifolia;

e DIABETICOS SALINA (DS) — composto por 6 animais, induzidos ao

diabetes, tratados com solu¢do de “Tween 80 e dgua destilada;
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e DIABETICOS PLANTA (DP) — composto por 6 animais, tratados com o

extrato de B. dracunculifolia;

3.3 PROCEDIMENTOS E INSTRUMENTOS DE COLETA

Ao final dos tratamentos os animais foram eutanasiados por decaptagcdo, em
guilhotina apropriada, para a retirada de amostras de sangue e tecidos. Nas amostras de
sangue foram determinados parametros bioquimicos e hormonais como glicose,
colesterol, triglicérides, hdl-colesterol, creatinina, uréia, aspartato transaminase, alanina
transaminase, insulina e hemoglobina glicada. Foi realizada coleta de rins, pancreas e
figado para confeccdo de laminas histologicas e quantificagdo de TBARS via

malondialdeido em tecido renal e hepaético.

3.4 ADMINISTRACAO DOS TRATAMENTOS

3.4.1 GAVAGEM

O extrato da planta e a solucdo de "Tween 80" foram administradas em uma

dose diaria por meio de gavagem (figura 1), Ap6s a administracdo, 0s animais

retornavam a suas caixas.

Figura 1 — Demonstracdo da administracdo do tratamento por gavagem.

Fonte: Dados primarios do experimento
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3.5 MATERIAL BOTANICO

Segundo Elisabetsky e Moraes (1988) a selecdo de espécies medicinais para
investigagdo cientifica pode ser realizada por trés critérios: randdmica;

etnofarmacoldgica; e quimiotaxonémicamente ou filogenética.

A escolha da planta selecionada para o estudo foi do tipo quimiotaxondmica, em
virtude de espécies do mesmo género ja terem sido estudadas como hipoglicemiantes e

terem apresentado resultados positivos.

A planta Baccharis dracunculifolia foi coletada durante 0 més de agosto de
2012, no Campus Cedeteg da Universidade Estadual do Centro-Oeste no municipio de
Guarapuava-PR na Rua Simedo Camargo Varela S4, 03, Vila Bela. Com as seguintes
coordenadas geograficas Latitude Sul 25°23'36" e Longitude Oeste 51°27'19". Foram
levadas para o Laboratério de Biomed, localizado no mesmo campus, para iniciar o

processo de preparacédo do extrato.

A exsicata da planta foi depositada no Herbario MBM do Museu Boténico

Municipal de Curitiba e registrada com o nimero 385123, anexo 2.

3.5.1 PREPARACAO DO EXTRATO

O processo de preparacdo do extrato metandlico de Baccharis dracunculifolia
foi padronizado por Hocayen (2012) e foi seguido nesse estudo. O processo de secagem
da planta ocorreu de forma natural, em varais, durante 10 dias. O emprego de material
vegetal seco, devido a sua maior estabilidade quimica, exige cuidados especiais, a fim

de interromper 0s processos metabolicos que ocorrem mesmo apoés a coleta da planta. A
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secagem tem por finalidade a retirada de 4gua e com isso impedir reacdes de hidrolise e

de crescimento microbiano (MARTINS et al., 2000; SIMOES et al., 2010).

Na sequéncia, as plantas secas foram desfolhadas, moidas (pulverizadas),
peneiradas e acondicionadas em recipientes plasticos, para posterior preparacdo do

extrato, figura 2.

A moagem tem por finalidade reduzir, mecanicamente o material vegetal em
fragmentos de pequenas dimensdes, preparando-o assim para a proxima etapa, a
extracdo. O aumento da area de contato entre o material solido e o liquido extrator torna

mais eficiente a operacéo (SIMOES et al., 2010).

Concomitantemente, foi realizado o teste de umidade, que indica o teor de
umidade residual da amostra, e, por conseguinte, a concentracdo de solvente a ser
adicionada. O método empregando foi de dessecacdo, descrito na Farmacopéia
Brasileira (1988), partindo de 4g de amostra pesada em placa de petri. A amostra foi
aquecida a 100 graus durante 3 dias, apds este periodo pesou-se novamente. O valor
obtido entre a diferenca das pesagens foi considerado o teor de umidade residual da

amostra, neste caso foi em torno de 10%. O teste foi realizado em triplicata.

Apds este teste a planta foi submetida ao processo de extracdo por agitacao.
Foram feitas amostras utilizando 50g das folhas moidas para cada 220mL de metanol,
gue permaneceram por uma semana no agitador, totalizando 1100g de planta
pulverizada. Posteriormente, a solucdo foi filtrada (figura 3). O filtrado foi entdo
evaporado inicialmente em rotaevaporador a uma temperatura controlada, conforme
figura 4 e, em seguida, em banho-maria (durante 3 dias) com temperatura de 37 graus,
para retirada do solvente (metanol). Depois o extrato foi diluido em solugéo de "Tween

80" (veiculo) e &gua destilada, na propor¢do 1/8. A diluicdo do extrato teve que ser
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realizado com solucdo de “Tween” uma vez que o mesmo ndo se diluiu em agua, tal

procedimento visa facilitar a administracdo nos animais via gavagem.

Figura 2 — Baccharis dracunculifolia pulverizado e folhas secas.

Fonte: Dados primarios do experimento.

Figura 3 — Processo de filtragem do extrato da planta B. dracunculifolia.

Fonte: Dados primarios do experimento.

Figura 4 — Processo de evaporagdo do extrato da planta B. dracunculifolia.

Fonte: Dados primarios do experimento
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3.6 EVOLUCAO PONDERAL
Os animais foram pesados semanalmente, desde o inicio do experimento até seu

sacrificio, para avaliagdo da evolugdo ponderal.

3.7 ANALISES BIOQUIMICAS E HORMONAIS

Ap6s o termino do tratamento, os animais foram eutanasiados por decapitacdo
com guilhotina especifica e foram coletadas amostras de sangue (4 a 5 ml) para analises
bioguimicas e hormonais. O sangue foi centrifugado a 2500 rpm por 10 minutos, e ap6s

foi analisado pelo equipamento especifico para analise.

3.7.1 ALANINA TRANSAMINASE, ASPARTATO TRANSAMINASE, COLESTEROL
TOTAL, CREATININA, GLICOSE, HEMOGLOBINA GLICADA, TRIGLICERIDEOS E

UREIA.

As determinacdes foram realizadas utilizando Kits comerciais enzimaticos
especificos da Labtest® no analisador automatizado Labmax 240 (Labtest, MG,
BRASIL). Com aliquotas de 500uL de soro. Os resultados foram expressos em Ul/L
para as transaminases, Hb% para a hemoglobina glicada e em mg/dL para os demais

dosagens.

3.7.2 ANALISES HORMONAIS
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A insulina plasmatica foi determinada por quimioluminescéncia (DPCimmulite

2000R, Los Angeles, EUA).

3.7.3 TESTE ORAL DE TOLERANCIA A GLICOSE

Para a realizacdo do teste oral de tolerdncia a glicose os animais foram
mantidos em jejum de 12 horas, posteriormente foi realizada coleta de uma gota de
sangue via veia caudal, correspondendo ao tempo (T0). Na sequéncia foi administrada
uma dose Unica de glicose (1 mg/Kg de peso corporal) por gavagem, e coletadas
amostras nos tempos 15, 30 e 60 minutos apds a administracdo, correspondendo a T15,
T30 e T60. A glicemia foi determinada por meio do glicosimetro de fitas (Accu chek-

Advantage).

Figura5 — Coleta de sangue por puncéo caudal e dosagem em glicosimetro

m&-‘

;) & .=
Fonte: Dados primarios do experimento

4

3.7.4 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE PEROXIDACAO LIPIDICA

Conforme metodologia descrita por Janero (1990) o grau de peroxidacéo lipidica
foi medido por determinacdo dos niveis de TBARS. Um homogenato de tecido a 10%

em tampdo fosfato de sédio 50 mM, pH 7,4 foi preparado. Deste foi retirado 250 pL do
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homogenato ao qual foi adicionado 1 mL de &cido tricloroacético a 10% e 1ml de
solucdo de &cido tiobarbitdrico 0,67% e em seguida a mistura foi agitada em vortex.
Apos a agitacdo, essa mistura foi mantida em um banho de agua fervente por 15 min e
posteriormente resfriada em &gua corrente. Apos o resfriamento foi adicionada 2 mL de
n-butanol, e novamente agitada em vortex, agora por 1 min. Apoés agitagdo a mistura foi
centrifugada a 1200 rpm por 5 min. Apds a centrifugacao, as substancias que reagiram a
solucdo de &cido tiobarbitdrico foram determinadas a partir da leitura na absorbancia
relativa a 535 nm em espectrofotdmetro. Sendo os resultados foram expressos em nmol

de MDA/g de tecido.

3.7.5 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Apb6s a eutandsia dos animais foram coletadas amostras de Orgdos vitais
(péncreas, rim e figado). Essas amostras foram pesadas e avaliadas macroscopicamente.
Apos foram acondicionadas em formaldeido 10% (v/v) visando o preparo de laminas
histoldgicas. Os fragmentos foram processados de acordo com as técnicas de rotina para
inclusdo em blocos de parafina, cortados em micrétomo a 3-4 micrémetros e corados
pela técnica da Hematoxilina-Eosina (H.E.). Os érgdos descritos acima fora, avaliados

quanto a presenca ou ndo de alteracdes histopatoldgicas.

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os resultados foram representados como média + DP. Os testes
estatisticos foram realizados utilizando o software SPSS 13.0 para windows (Chicago,
IL, EUA). Inicialmente foi realizada a analise de normalidade das variaveis utilizando o

teste de Shapiro-Wilk, e apds aplicou-se o teste estatistico ANOVA de uma via,
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considerando significAncia para p<0.05. Para identificar as diferencas significativas foi

utilizado o teste Post-hoc Student-Newman-Keuls.
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4  RESULTADOS

4.1 EVOLUCAO PONDERAL

Os resultados da evolugdo de peso corpéreo dos animais sdo apresentados na

Tabela 1.

Tabela 1 - Efeito do Baccharis dracunculifolia no peso corpdreo dos animais (Média +
EPM, n=6)

Peso durante Grupos

tratamento Controle salina  Controle planta Diabético salina Diabético planta
Inicio 3217 = 42 3153 + 40 3035 + 69 3040 =+ 94
7 dias *3405 + 36 *3385 + 36 **3135 + 50 ***2838 + 71
14 dias 03582 + 4,2 03665 + 51 0©oo310,6 £ 56 ooo291,8 + 8,8
21 dias 3673 £+ 42 °360,6 £ 35 3168 = 6,7 *©301,8 * 85
28 dias #3838 + 3,4 ##366,8 + 45 #3123 + 3,6 #m29433 + 88

Os dados foram expressos como média + EPM. Os simbolos acima dos nimeros indicam as diferencas estatisticas de
p < 0,05 usando ANOVA, com post test de Student-Newman-Keuls. *diferenga estatistica aos 7 dias de tratamento; O
diferenca estatistica aos 14 dias de tratamento; ° diferenca estatistica aos 21 dias de tratamento; # diferenca estatistica
aos 28 dias de tratamento.

Fonte: Dados primarios do experimento

Os grupos ao inicio do experimento apresentavam semelhanca estatistica. Nos
dois primeiros pontos de pesagem, aos 7 e 14 dias de tratamento, ocorreu diferenca
estatistica entre os grupos controle (CS e CP) e entre os grupos diabético salina e
diabético planta. Aos 21 dias a diferenca estatistica encontrada estava entre 0s grupos
controle e diabéticos. Ao final do tratamento todos os grupos diferiram estatisticamente
entre si, chamando atencdo o menor peso dos animais controle planta quando

comparados ao controle salina.
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4.2  DADOS BIOQUIMICOS E HORMONAIS

Os dados referentes aos parametros bioquimicos ao final de tratamento sdo

apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - Efeito do Baccharis dracunculifolia nos pardmetros bioquimicos (Média +
EPM, n=6)

Parametros
bioguimicos Grupos
Controle salina  Controle planta  Diabético salina  Diabético planta
Hb Alc (Hb %) 225 + 017 180 =+ 008 875 + 040 858 = 043
Colesterol (mg/dL) 585 + 462 647 * 056 722 £+ 285 625 % 4,00
Triglicerides (mg/dL) 71,7 + 54 588 + 45 1913 + 155 750 + 84*
Creatinina (mg/dL) 032 + 001 039 + 001 053 £+ 003 039 + 0,01
Uréia (mg/dL) 173 + 002 395 £+ 340 678 + 8,78 465 = 3,78*
AST (UI/L) 2590 + 19,1 2398 + 119 39,0 * 265 3655 + 46,6
ALT (UI/L) 920 + 31 810 + 49 2570 = 270 2325 + 452

Os dados foram expressos como média + epm. Os simbolos acima dos numeros indicam as diferencas estatisticas
usando ANOVA, com post test de Student-Newman-Keuls com p < 0,05 para Creatinina; e p < 0.01 para uréia e
triglicérides. *comparado com diabético salina. As medidas foram realizadas ap6s 12h de jejum alimentar.

Fonte: Dados primarios do experimento.

Ao comparar 0s grupos DS e DP verificou-se diferenca estatistica nos seguintes
parametros creatinina (p<0.05), uréia (p<0.01) e triglicérides (p<0.01). Para os analitos
creatinina e triglicérides DP foi considerado estatisticamente igual aos grupos ndo
diabéticos (CS e CP), para o analito uréia CS e CP diferiram entre si, e DP apresentou
valor semelhante a CP. Para os demais parametros os grupos diabéticos ndo apresentam

diferenca estatistica entre si utilizando-se p<0.05.
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A insulina plasmatica, ao sacrificio, apresentou significancia estatistica (p <0.01)
entre os grupos diabéticos, com concentracGes mais elevadas para o DP. Entre 0s grupos
CS e CP ndo foram encontradas diferencas consideraveis. Os dados de insulina ao

sacrificio estdo expressos na Figura 6.

Figura 6 — Insulina plasméatica ao final de tratamento
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0.4
0.3
0.2 1
0.1

0 T 1

CS CP DS DP

1

1

1

Insulina (meg/dL)

1

Valores de insulina plasmética. Dados representam a média £+ EM (n=24). (a,b,c) letras diferentes sdo estatisticamente
diferentes entre os grupos (p<0.01; Student-Newman-Keuls apés ANOVA oneway).

Fonte: Dados primarios do experimento.
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A glicemia capilar dos animais foi acompanhada semanalmente durante o
experimento, seus resultados sdo apresentados no figura 7 abaixo. Ocorreu diferenca
estatistica entre os grupos diabéticos a partir do 7° dia de tratamento, em favor do grupo

DP, a glicemia desse grupo foi comparada estatisticamente aos grupos nao diabéticos.

Figura 7 — Efeito de B. dracunculifolia em glicemia capilar durante o tratamento

400,00
350,00 b b
b T P
2 300,00 §\ : ”
? 250,00 \ \h"EI’, =
- ? \ 1 Controle salina
— -
% 200,00 B PP PPN Controle planta
8 \7T S
g 150,00 ta %a — = = Diabéticosalina
™~ Ao Diabético
= . —- planta
o 100,00 a el :ETI 3
a ’ a
50,00 2 il
0,00
Dia0 Dia7 Dia 14 Dia 28

Valores de glicemia capilar durante o experimento; Dia O representa inicio do tratamento. Dados representam a média
EM (n=24). (a,b) letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre os grupos (p<0.05; Student-Newman-Keuls ap6s
ANOVA oneway).

Fonte: Dados priméarios do experimento.
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4.3 TESTE ORAL DE TOLERANCIA A GLICOSE.

Os dados referentes a resposta da glicemia sanguinea dos animais apds estimulo
com concentrac¢do padrédo de glicose séo apresentados na Figura 8.

Figura 8: Evolucéo da glicemia no teste oral de tolerancia a glicose.
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150,00 .

3 = - = Diabético planta
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Glicose capilar (mg/dL)

50,00

0,00
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Valores de glicemia capilar durante 0 TOTG. Dados representam a média + EM (n=24). (a,b,c) letras diferentes séo
estatisticamente diferentes entre os grupos (p<0.05; Student-Newman-Keuls ap6s ANOVA oneway). As medidas foram
realizadas ap6s 12h de jejum alimentar.

Fonte: Dados primarios do experimento.

O grupo DP apresentou diferenca média de valores glicémicos em todos os pontos
da curva quando comparado ao grupo DS. DP, ao jejum, foi comparavel estatisticamente
com os controles ndo diabéticos (CP e CS), nas quantificacdes seguintes do TOTG o grupo
DP foi estatisticamente diferente de todos os grupos, apresentando valores intermediarios

entre 0s grupos nao diabéticos (CP e CS) e o grupo controle diabético (DS).
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4.3 NIVEIS DE PEROXIDACAO LIPIDICA

Os resultados dos efeitos do Baccharis dracunculifolia na peroxidacéo lipidica no
figado e rim dos animais séo apresentados nas Figuras 9 e 10 respectivamente. No grupo
DS foi verificado um aumento significativo na peroxidacéo lipidica em relacdo aos grupos
ndo diabéticos (CS e CP). Por sua vez, o grupo diabético tratado com o extrato apresentou
uma reducdo significativa na peroxidagdo lipidica quando comparado ao grupo DS,
reducdo essa comparavel com os grupos nao diabéticos.

Figura 9 - Niveis de peroxidacdo lipidica em figado
1.4 -

b
a
: | | I I
0 . I I ; i |
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Valores de TBARS para figado. Dados representam a média £+ EM (n=24). (a,b) letras diferentes séo estatisticamente
diferentes entre os grupos (p<0.05; Student-Newman-Keuls apés ANOVA oneway).

Fonte: Dados primarios do experimento.
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Figura 10 - Niveis de peroxidacao lipidica em rim
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Valores de TBARS para rim. Dados representam a média + EM (n=24). (a,b) letras diferentes sdo estatisticamente
diferentes entre os grupos (p<0.05; Student-Newman-Keuls apés ANOVA oneway).

Fonte: Dados primarios do experimento.
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4.5 HISTOLOGIA

Durante o periodo experimental ndo foram observadas quaisquer alteracées clinicas
nos animais ndo diabéticos que pudessem ser relacionadas a doencas de base. Os animais
diabéticos, por sua vez, apresentaram caracteristicas clinicas associadas ao doenca
induzida.

Nas Figuras 11, 13 e 15 sdo apresentadas micrografias de cortes histologicos de
figado, pancreas e rins, respectivamente, em aumento de 400 vezes a microscopia optica
com imagens representativas de componente de cada grupo experimental do estudo. A
analise qualitativa dessas laminas evidenciou alteracGes celulares no grupo diabético
controle compativel com a patologia induzida. O grupo diabético tratado com extrato da
planta apresentou dano tecidual de menor intensidade quando comparado ao grupo DS. Os
grupos de animais ndo diabéticos (CS e CP) ndo apresentaram alteracdes histoldgicas.

Na avaliacdo macroscopica, 0s animais DS apresentaram aumento de volume e
peso para figado e rins. A tonalidade desses tecidos apresentou-se mais palida que os
controles ndo diabéticos. Para o pancreas ndo foram observadas alteracbes macroscopicas.
As figuras 12, 14 e 16 apresentam os dados referentes ao peso dos érgdos figado, pancreas

e rim ao sacrificio, respectivamente.



34

Figura 11 - Cortes histoldgicos de figado dos grupos

e

Micrografias de figado ao final do periodo de 28 dias de tratamento. Micrografias de (A) controle salina - CS; (B)
controle planta - CP; (C) diabéticos planta - DP e (D) diabéticos salina - DS. Microscopia 6ptica, aumento 400X.

Fonte: Dados primarios do experimento.

Figura 12 - Peso do figado do animais ao sacrificio.
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Peso figado. Dados representam a média = EM (n=24). (a,b) letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre os
grupos (p<0.05; Student-Newman-Keuls ap6s ANOV A oneway).

Fonte: Dados primarios do experimento.
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Figura 13 - Cortes histol6gicos de pancreas dos grupos

Micrografias de pancreas ao final do periodo de 28 dias de traamento. Micrografias de (A) controle salina - CS; (B)
controle planta - CP; (C) diabéticos planta - DP e (D) diabéticos salina - DS. Microscopia 6ptica, aumento 400X.
Fonte: Dados primarios do experimento.

Figura 14 - Peso do pancreas do animais ao sacrificio.
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Peso pancreas. Dados representam a média + EM (n=24). (a,b) letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre
0s grupos (p<0.05; Student-Newman-Keuls apés ANOVA oneway).

Fonte: Dados primarios do experimento.
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Figura 15 - Cortes histologicos do rim dos grupos

Micrografias de rim ao final do periodo de 28 dias de tratamento. Micrografias de (A) controle salina - CS; (B) controle
planta - CP; (C) diabéticos planta - DP e (D) diabéticos salina - DS. Microscopia dptica, aumento 400X.

Fonte: Dados primarios do experimento.

Figura 16 - Peso do rim dos animais ao sacrificio
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Peso rim. Dados representam a média + EM (n=24). (a,b) letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre os
grupos (p<0.05; Student-Newman-Keuls ap6s ANOVA oneway).

Fonte: Dados priméarios do experimento.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo contrastou 0 modelo experimental de diabetes induzido por
STZ com tratamento de extrato metandlico de B. dracunculifolia, buscando observar o
comportamento patoldgico frete a esse, através da observacao de pardmetros bioquimico
e histoldgico. Os danos provocados pelo modelo diabético utilizado s&o caracterizados
por alteracfes metabolicas e estruturais. ModificagBes no metabolismo bioquimico de
lipidios e alteragbes em marcadores hepaticos e renais sdo comumente observadas.
(ZAFAR et al, 2009; MISHRA et al 2011; PATTABIRAMAN; MUTHUKUMARAN,
2011; SERPA NETO et al, 2011). As interferéncias dessas desordens metabolicas sobre
a homeostasia dos animais foram evidenciadas nesse trabalho, uma vez que foram
observadas alteracBes biogquimicas, hormonais e histolégicas compativeis com o
desenvolvimento do diabetes experimental.

Os animais foram acompanhados semanalmente afim de verificar-se seu
desenvolvimento ponderal. Os grupos diabéticos apresentaram peso médio inferior,
estatisticamente distinto, aos grupos ndo diabéticos. Fato observado classicamente pelo
modelo experimental utilizado (TAKADA et al, 2007; GANDHI; IGNACIMUTHU;
PAULRAJ, 2012).

A inducédo ao diabetes pelo STZ leva a comprometimento da funcéo renal nos
animais, fato que esta associado alteracdes morfolégicas e funcionais do rim (ZAFAR et
al, 2009). Evidenciado em nosso estudo com aumentos significativos de creatinina e
uréia e de alteraces histoldgicas qualitativas nesse 6rgdo para o grupo DS. O grupo DP
obteve diminuigdo estatistica dos resultados de creatinina (p<0.05) e uréia (p<0.01),
além de uma melhora qualitativa na estrutura morfoldgica do 6rgdo quando comparado
a DS, observacdo que fala a favor de uma minimizacdo de dano renal associando a

utilizacdo do extrato da planta. MAFRA; ABDALLIA; COZZOLINO (1999) em sua
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revisdo literaria encontrou correlacdo entre insuficiéncia renal aguda (IRA) e aumento
de peroxidagdo lipidica, bem como diminuicdo de atividade antioxidante.
Antioxidantes podem inibir a peroxidacdo lipidica ao interromperem a cadeia de
peroxidacdo. (PAGLIUSO; GOLONI-BERTOLO FILHO; PAVARINO-BERTELLI,
2006). Diferentes plantas sdo utilizadas em alteragdes do sistema renal, a maioria delas
com diurético como exemplo estdo algumas j& foram comprovadas cientificamente,
como Vernonia polyanthes, Allium cepa, Bredemeyera floribunda, Allium sativum,
Eugenia uniflora, Phalaris canariensis, Phyllanthus niruri e Polymnia sonchifolia
(PINHEIRO et al, 2011).

A elevacgdo de enzimas hepéaticas como AST e ALT, juntamente com elevacao
de colesterol e triglicerideos sdo observadas em ratos diabéticos e indicam disfuncéo
hepética com possibilidade de dano necrético nesse 6rgdo (GHOSH; SURYAWANSHI,
2001). A utilizagdo do extrato metanolico de B. dracunculifolia ndo promoveu diferenga
estatistica entre os grupos diabéticos para a atividade de enzimas hepéticas. Porém
ocorreu melhora qualitativa nos danos hepaticos, provocados pelo modelo experimental,
nos animais diabéticos tratados com extrato da planta.

Os valores encontrados para o colesterol no experimento, nos diferentes grupos,
ndo apresentaram diferenca estatistica entre si. Observou-se, ao final do tratamento que
as concentracfes de TG foram significativamente mais elevadas nos ratos DS do que
nos outros grupos (Tabela 02). O grupo DP obteve niveis de TG estatisticamente
semelhante aos grupos ndo diabéticos. Outros estudos como os de El-Sayed (2009) e
Kim (2012) observaram reducdo nos niveis de TG em protocolos de tratamento
semelhantes ao utilizado nesse estudo, mas com plantas diferentes. Ambos os estudos

sugerem que a atividade antioxidante, presente na composicdo dos extratos utilizados,
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seria a responsavel pelos efeitos encontrados. O efeito da reducéo do niveis de TG pode
ser explicado pelo controle de hidrdlise de certas lipoproteinas (WANI, 2011).

Arunachalam e Parimelazhagan (2012) observaram diminuicdo nos niveis
plasméaticos de colesterol e triglicerideos em ratos induzidos por STZ ap0s
administragdo de extrato aquoso de Merremia tridentata. Em 2012, Banzal efeito
antidiabético e hipolipémico da fracdo rica em flavondides de Pilea microphylla.

Estudos de revisdo como do de Aldin et al. (1995) atribuem a diminuig&o dos
triglicerideos plasmatico, da concentragdo de colesterol total e aumento de colesterol
fracdo HDL ao consumo de flavondides. O efeito de queda dos valores de TG pode ter
sido influenciado pela atividade de flavonoides presentes no extrato da planta (LEMOS,
2007). Esses efeitos seriam devido a capacidade dos flavondides em remover radicais
livres e de quelar cations divalentes. Outros experimentos realizados em ratos
demonstraram que flavondides extraidos de beringela (Solanum melongena)
apresentaram efeito na reducdo nos niveis plasmaticos de CT e TG. Este efeito pode ser
explicado, em parte, pelo aumento da atividade da enzima lecitina colesterol
aciltransferase (DA SILVA, 2001; SUDHEESH, 1997).

A insulina plasmatica apresentou diferenca estatistica significativa entre os
grupos diabéticos, com concentragcdes mais elevadas para o DP. Entre os grupos CS e
CP ndo foram encontradas diferengcas consideraveis. Estudos ja demonstraram,
utilizando diferentes tipos de preparados de plantas, aumento na excre¢do de insulina
em modelos experimentais de diabetes (PEREIRA, 2003 e HIRATA,1997).

O extrato metandlico de B. dracunculifolia apresenta a presenca de substancias
antioxidantes com alta atividade antioxidante tais como flavondides e compostos
fendlicos, o que pode ter favorecido a diferenca de liberagdo de insulina em favor do

grupo diabético tratado com o extrato.
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Estudo de Hocayen (2012) encontrou em ilhotas pancreéticas isoladas aumento
de secrecdo de insulina em modelo animal de obesidade. O estudo acima citado utilizou
extrato metanolico de B. dracunculifolia em tratamento crénico. O resultado obtido foi
atribuido a uma possivel melhora do stress oxidativo, dado esse que corrobora para com
os dados encontrados nesse estudo.

Tratamento com o extrato metandlico de B. dracunculifolia promoveu, a partir
do 7° dia de tratamento, diminuicdo dos niveis de glicose capilar em ratos induzidos a
diabetes por STZ comparaveis estatisticamente aos grupos controle ndo diabéticos.

O TOTG consiste em administrar uma dose padrdo de glicose ao animal e
realizar dosagens de glicemia capilar em diferentes tempos. Esse estudo utilizou os
tempos 0, 30, 60, e 120 minutos (GROSS; NEHME, 2002). Na avaliacdo do TOTG os
valores de glicemia capilar apresentavam-se, ao jejum, para o grupo DP semelhanca
estatistica com os grupos nao diabéticos. Nas demais dosagens o grupo DP apresentou
diferenca estatistica entre os grupos ndo diabéticos (CS e CP) e o diabético controle
(DS) apresentando resultados médios com valores intermediérios entre esses.

Os compostos responsaveis pelas atividades antiinflamatdrias e antioxidantes
relatado nas espécies Baccharis sdo compostos polifendlicos, tais como os acidos
fendlicos e flavonodides cumarinas (ABAD; BERMEJO, 2007). Os dados sugerem que a
atividade antiinflamatdria da extrato metanolico da planta possa ser a responsavel pelo
efeito hipoglicemiante apresentado nesse estudo.

A HbALC fornece um indice de concentracbes médias de glicose sanguinea no
periodo de dois ou trés meses precedentes. (HENRY, 2008; NETTO, 2009). Nos grupos
estudados observou-se que embora o tratamento com o B. dracunculifolia tenha
diminuido niveis de glicose ao jejum e melhorado a resposta de animais diabéticos no

TOTG, néo observou-se reducdo dos valores de HbA1C. Possiveis explicacbes para
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esse fato estariam associado a agressividade do modelo experimental, o qual além de
destruir parte das células beta pancreéticas reduz a sensibilizagdo dos receptores de
insulino na periferia (TAKADA et al., 2007) fazendo com que o niveis glicémico, apos
alimentacdo, retornem mais lentamente para os niveis basais promovendo assim maior
glicolizacdo de hemoglobina no grupos diabéticos e; outro fator estaria associado ao
tempo de vida média das hemécias dos ratos, 120 dias, uma vez que o tratamento durou
28 dias ndo ocorreu tempo habil para a queda dos valores de HbA1C.

Biomarcadores de peroxidagdo lipidica, como substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), tem suas concentracGes aumentadas diante danos causados por
espécies reativas de oxigénio (ERO) e podem ser quantificados por técnicas tradicionais
bioguimicas (VASCONCELOS et al, 2007). A quantificacdo de TBARS representa um
marcador de danos causados por danos oxidativos induzidos por ERO (JOHANSEN et
al., 2005; REIS et al., 2008; SCHAFER; BUETTNER, 2001).

Na presente investigacdo, foram quantificados niveis de TBARS de figado e rins
para todos os grupos. Os grupos ndo diabéticos ndo apresentaram diferenca estatistica
entre si. O grupo DS apresentou aumentado de niveis de TBARS em rela¢do aos grupos
ndo diabéticos. Esse fato se deve, provavelmente, a uma maior atividade do sistema
oxidante em decorréncia da patologia experimental instalada, o que favorece o estresse
oxidativo (REIS et al, 2008). Os animais diabéticos que passaram pelo tratamento com
extrato do B. dracunculifolia apresentaram niveis de TBARS comparaveis aos animais
ndo diabéticos (conforme Figuras 09 e 10).

A literatura apresenta diversos estudos relacionados a atividade antioxidante de
preparados de plantas, muitos desses estudos utilizam TBARS como biomarcador em
seus resultados. Juskiewicz et al (2008) observaram diminuicdo de TBARS em estudo

com Carmellia sinensis, popularmente conhecido como ché verde, para a mesma planta
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Babu e colaboradores (2006) evidenciaram reducdo de TBARS em ratos diabéticos.
Extrato metandlico de Aegle marmelos diminuiu concentracdo de TBARS em soro e
figado de animais diabéticos (SABU; KUTTAN, 2004). Joshi et al (2010) encontrou
para 6leo essencial de Dodecadenia grandiflora e Lindera pulcherrima diminuic¢do de
peroxidacdo lipidica em homogenato de figado.

Os resultados encontrados nessa pesquisa encontrou reducdo de TBARS em rins
e figado do grupo DP. As substancias antioxidantes, presentes no extrato da planta,
podem estar relacionadas a essa queda de peroxidacéo lipidica devido a capacidade de
reagir com os radicais livres (SHIMIZU, 2004). Outro fator que pode influenciar, em
parte, esses efeito da queda de TBARS, é a reducdo dos niveis glicémicos capilares
ocorrido nesse grupo especifico.

No presente trabalho, os estudos de microscopia mostraram marcada diferenca
na morfologia macroestrutural de rins, figado e pancreas dos animais avaliados,
especialmente entre ratos diabéticos e diabéticos tratados. Como efeito do dano
provocado pela inducdo ao diabetes, os 6rgdos dos animais do grupo DS apresentaram
alteracbes histol6gicas compativeis com a patologia induzida. Onde, o figado,
apresentou alteracdo de parénquima devido a acimulo de gordura e presenca de
vacuolos no interior dos hepatdcitos (figura 11). O pancreas apresentou diminui¢do no
namero e tamanho de ilhotas de langerhans além de fibrose nas ilhotas restantes e
infiltracdo leucocitéria na regido acinar (figura 13). Os rins, observados na figura 15,
apresentaram alteracGes compativeis com tumefacdo turva, acimulo de agua no interior
celular; deslocamento do nucleo para a periferia da célula; aumento da relagédo
nucleo/citoplasma e; granulos eosinofilicos. Glomérulos com pouco comprometimento,
apresentando lesdes tubulares e intersticiais (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 2000).

Em contraste, as estruturas histologicas dos animais ndo diabéticos exibem
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macroestrutural normais. Na presente investigacdo, os danos provocados pela inducdo
ao diabetes por STZ, apresentaram-se diminuidos, qualitativamente, nos animais
tratados com o extrato da planta quando comparados com os animais diabéticos salina.
Esse fato corrobora com observagdes encontradas nesse trabalho associados a melhora

de parametros nos ratos tratados com o extrato de B. dracunculifolia.
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6. CONCLUSAO

)] O extrato metandlico de Baccharis dracunculifolia promoveu queda das niveis
de glicose capilar ao jejum de ratos induzidos a diabetes por STZ;

i) Ocorreu queda de valores de triglicerideos, creatinina e uréia de animais STZ
induzidos;

iii) O extrato da planta apresentou protecdo de dano em Orgdos (figado, rins e
pancreas) de animais diabéticos induzidos;

iv) Ocorreu diferenca estatistica na liberacédo de insulina entre os animais diabéticos,

onde os animais tratados obtiveram concentragcdes superiores.
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hecida pelo Decreto n° 3.444, de 8 de agosto de 1997

Oficio n® 044/2012 - CEUA/UNICENTRO Guarapuava, 05 de julho de 2012
Senhor Pesquisador

3 Comunicamos que o projeto de pesquisa intitulado: “Avaliagio do estresse oxidativo e
resposta inflamatéria, de um modelo animal de diabetes, tratado cr i te com extrato de
BACCHARIS DRACUNCULIFOLIA”,  parecer 029/2012 foi analisado e considerado
PENDENTE SEM REAVALIACAO, pelo Comité de Etica em Uso de Animais de nossa
Instituigéo em Reunido OrdinAria no dia 04 de Julho de 2012.
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Prefeitura Municipal de Curitiba
Secretaria Municipal do Meio Ambiente
Departamento de Produgio Vegetal
Divisio do Museu Botinico Municipal

HERBARIO MBM

DECLARACAO

Declaro, para os devidos fins, que foi depositado no Herbario MBM um exemplar da \
planta conhecida popularmente como ALECRIM-DO-CAMPO, cujo nome cientifico &
Baccharis dracunculifolia DC., pertencente a familia Asteraceae, coletada pelo
pesquisador Carlos Ricardo Maneck Malfatti, s/n°, em 04/10/2012, no Campus
CEDETEG, Universidade Estadual do Centro Oeste, municipio de Guarapuava,

Parana.

O exemplar foi identificado pelo boténico Osmar dos Santos Ribas e recebeu, como

registro de tombamento no Herbario MBM, o nimero 385123, estando a disposicéo

para guaisquer eventuais consultas.

Por ser verdade, firmo a presente.

Curitiba, em 23 de agosto de 2013.

OSMAR DOS SANTOS RIBAS
Chefe Divisao do Museu Botanico Municipal
Curador do Herbario MBM
MUSEU BOTANICO MUNICIPAL - CaixaPostal 1142 -  CEP80.001-970 -  Curitiba- Parand

Fone: (41) 3362-1800 Fax: (41) 3264-7365  e-mail: herbariombm@smma.curitiba.pr.gov.br




