UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CENTRO-OESTE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO INTERDISCIPLINAR EM
DESENVOLVIMENTO COMUNITARIO - PPGDC

BRUNO MOREIRA SOARES

EFEITOS DA INGESTAO SUBCRONICA EM DIFERENTES DOSES DO EXTRATO
METANOLICO DE Baccharis dracunculifolia (ALECRIM DO CAMPO) SOBRE
MARCADORES BIOQUIMICOS E HISTOLOGICOS DE UM MODELO ANIMAL DE
DIABETES

DISSERTACAO DE MESTRADO

Irati
2015



BRUNO MOREIRA SOARES

EFEITOS DA INGESTAO SUBCRONICA EM DIFERENTES DOSES DO EXTRATO
METANOLICO DE Baccharis dracunculifolia (ALECRIM DO CAMPO) SOBRE
MARCADORES BIOQUIMICOS E HISTOLOGICOS DE UM MODELO ANIMAL DE
DIABETES

Dissertagdo apresentada como requisito
parcial a obtengao de grau de Mestre em
Desenvolvimento Comunitario, Curso de
Pés-Graduagéao Interdisciplinar em
Desenvolvimento Comunitario, &area de
concentracao em Desenvolvimento
Comunitario, da Universidade Estadual do
Centro-Oeste (UNICENTRO).

Orientador: Prof. Dr. Carlos R. M. Malfatti

Co-orientador: Prof. Dr. J6 Klanovicz

Irati
2015



Catalogacao na Fonte
Biblioteca da UNICENTRO

SOARES, Bruno Moreira.
S676e Efeitos da ingestdo subcronica em diferentes doses do extrato metandlico de

Baccharis dracunculifolia (alecrim do campo) sobre marcadores bioquimicos e

histologicos de um modelo animal de diabetes / Bruno Moreira Soares. — Irati, PR :
[s.n], 2015.

741

Orientador: Prof. Dr. Carlos R. M. Malfatti
Coorientador: Prof. Dr. J6 Klanovicz
Dissertacdo (mestrado) — Programa de Pés-Graduacdo Interdisciplinar em
Desenvolvimento Comunitario. Area de concentra¢io em Desenvolvimento
Comunitario. Universidade Estadual do Centro-Oeste, Parana.

1. Planta medicinal — disserta¢do. 2. Diabetes mellitus. 3. Glicose — insulina.
1. Malfatti, Carlos R. M. 1II. Klanovicz, J6. III. UNICENTRO. IV. Titulo.

CDD 20 ed. 616.462




Dedico este trabalho a Daiane, meu grande amor e companheira,
Aos meus pais Rodrigo e Fatima, meus exemplos e grandes incentivadores,

A todos os pacientes diabéticos, que lutam diariamente pela vida.



AGRADECIMENTOS

Agradecgo a Deus pela vida e por tudo que tenho e sou hoje. Muito Obrigado
Senhor por sempre estar aqui firme ao meu lado!

Agradego a minha esposa Daiane pelo apoio, paciéncia e incentivo em todo o
processo de elaboragao desse estudo. Agradeco também aos meus "filhos peludos”,
Luke, Nina, Maia, Lola e Theofanio, pela lealdade e amor demonstrados durante
todo esse processo. Amo muito vocés todos!

Agradeco aos meus pais Rodrigo e Fatima, a minha irmad Manuela e minhas
sobrinhas Sophia e Antonella, meus sogros Roberto e Dirce e especialmente a
minha irma Gabriela pela grande ajuda na avaliagéo histoldgica e nas tradugdes de
varios artigos e ao meu cunhado Marcos que me auxiliou grandemente nas compras
de reagentes e demais materiais referentes as anadlises bioquimicas do estudo.
Estendo também o meu agradecimento aos demais familiares e amigos que sempre
estiveram ao meu lado para a efetivagdo dessa etapa de vida.

Agradego minha parceira do Mestrado, Samarah, pois passamos por todas as
fases do estudo juntos, tanto nas alegrias quanto nas tristezas, porém conseguimos
com determinagao e perseveranga concluir mais uma fase em nossas vidas.

Agradecgo pela ajuda dos meus colegas do laboratério durante a pesquisa,
Andressa, Maike, Jorge, Camila, Bruno e Rafaele. Agradegco ainda as minhas
grandes amigas da "comunidade veicular" do mestrado, Patricia, Silvana e Vania.

Também agradegco ao Professor Ivo Keppers, Professor Durinézio de
Almeida, Professora Herta Dalla Santa, Professor Marco Aurélio Romano e o
Biogquimico Fabricio Holovka pela grande ajuda na parte logistica para o
desenvolvimento das varias etapas do estudo. Agradego aos amigos do BIOMED,
Luiz Augusto da Silva, Ricardo Pereira, Renan G. Michel, Genice lurckevicz, André
L. Snak e Jéssica Wouk pela ajuda nas etapas de confecgao desse estudo.

Agradego ao meu orientador e amigo Prof. Dr. Carlos Ricardo Maneck
Malfatti pela competéncia e bom senso na orientagdo desse trabalho e pela
confianga em mim depositada.

Agradego aos amigos da Prefeitura de Pitanga, em especial a Elisabete,
Valdir, Nilton, Ronaldo e Vilmar pelo apoio durante a elaboragéo deste trabalho.

Agradeco aos animais do experimento e a mae natureza pelo alecrim do

campo, pois sem eles nao seria possivel a realizagdo desse estudo.



"Um trabalho tem sentido para uma pessoa quando
ela o acha importante, util e legitimo."

Edgar Morin



RESUMO

Introdugdo: Atualmente, o diabetes mellitus (DM) vem ganhando grandes
propor¢cdes, destacando-se como um problema de saude publica mundial,
acarretando implicagbes negativas as mais diversas dimensdes que compde 0s
contextos comunitarios. Deste modo, uma atencgéo especial de forma interdisciplinar
tem sido empregada aos diferentes niveis preventivos e de enfretamento do
diabetes. Nesse sentido, varias espécies de plantas vém sendo utilizadas para
tratar e ou combater os sintomas do diabetes mellitus, tanto em modelos animais
como estudos clinicos ou populacionais em seres humanos. Objetivo: Avaliar os
efeitos da ingestao subcrénica em diferentes doses do extrato metandlico da planta
Baccharis dracunculifolia, em um modelo animal de DM sobre os parametros
bioquimicos, hormonais e histologicos. Métodos: Foram utilizados 56 ratos machos
adultos da linhagem Wistar tratados por 28 dias. Os animais foram organizados em
8 grupos de 07 individuos da seguinte forma: CT - Controle Tween ("Tween 80" +
Agua destilada ), CB - Controle Baccharis (Extrato B. dracunculifolia - 200 mg/kg),
CDT - Controle Diabéticos ("Tween 80" + Agua destilada), DS - Diabéticos
Sulfoniluréia (Sulfoniluréia - 10 mg/kg), DB50 - Diabéticos Baccharis 50 mg (Extrato
B. dracunculifolia - 50 mg/kg), DB100 - Diabéticos Baccharis 100 mg (Extrato B.
dracunculifolia - 100 mg/kg), DB200 - Diabéticos Baccharis 200 mg (Extrato B.
dracunculifolia - 200 mg/kg), DB200S - Diabéticos Baccharis 200 mg + Sulfoniluréia
(Extrato B. dracunculifolia - 200 mg/kg + Sulfoniluréia - 10 mg/kg). A indugéo do
diabetes foi realizada pela administracdo de 60 mg/kg de estreptozotocina (STZ).
Os animais foram avaliados quanto a evolugdo ponderal, consumo alimentar,
ingestao hidrica e glicemia capilar e pos-prandial (TOTG). Ao final do tratamento
subcrénico os animais foram eutanasiados para as coletas de sangue e tecidos
para determinacdo de parametros bioquimicos, hormonais e confecgao de laminas
histolégicas. Resultados e Discussao: Para os grupos DB50 e DB100 em relagao
ao grupo CDT houve redugao nos niveis de creatinina (p<0.05), uréia (p<0.05),
triglicérides (p<0.05) e glicose plasmatica (p<0.05). Os niveis de insulina plasmatica
apresentaram significancia estatistica (p<0.01) entre os grupos diabéticos, com
elevagdao de 81,1% a 94,4% entre as trés doses administradas de extrato puro
(DB50, DB100 e DB 200), quando comparados ao grupo diabético nao tratado. Na
glicemia capilar em jejum e pds-prandial, os grupos DB50, DB100, DB200 e
DB200S, apresentaram diminuigdo de 54,3% a 63,4% ao jejum e de 37,9% a 45,0%
no poés-prandial ao final do acompanhamento. Todos os tratamentos com B.
dracunculifolia, em especial os grupos que receberam o extrato da planta de forma
exclusiva (DB50, DB100 e DB200), foram eficazes em minimizar os danos teciduais
do diabetes instalado ao longo do experimento na avaliagdo qualitativa histoldgica.
Conclusao: O extrato metandlico de Baccharis dracunculifolia promoveu queda dos
niveis de glicose capilar ao jejum e pés-prandial de ratos induzidos a diabetes por
STZ nas diferentes doses administradas. Houve redugdo de valores de glicose
plasmatica, triglicerideos, creatinina e uréia de animais STZ induzidos tratados com
a planta, especialmente nas concentragdes de 50 e 100 mg. O extrato de B.
dracunculifolia apresentou aparente protecdo de danos em 6rgaos (figado, rins e
pancreas) de animais diabéticos induzidos. Os grupos tratados com o extrato de
B. dracunculifolia apresentaram concentragdes superiores de liberagdo de insulina
plasmatica em todas as doses administradas do extrato.

Palavras-chave: Baccharis, Diabetes, Glicose, Insulina, Plantas medicinais.



ABSTRACT

Introduction: Currently diabetes mellitus (DM) is increasing, standing out as a
worldwide public health problem, causing negative implications to various dimensions
that make up the community settings. Thus, a special attention with interdisciplinary
view has been employed at different levels and prevention of diabetes coping. In this
way, several plant species have been used to treat or combat the symptoms of
diabetes mellitus, both in animal models and clinical studies/population studies in
humans. Objective: The aim of this study was to evaluate the effects of subchronic
ingestion of different doses of methanol extract of plant Baccharis dracunculifolia in
an animal model of DM on the biochemical, hormonal and histological parameters.
Methods: They were used in this studt 56 Wistar adults male rats was treated for 28
days. The animals were divided into 8 groups, with 07 animals per group: CT -
Tween Control ("Tween 80" + distilled water), CB - Control Baccharis (Extract B
dracunculifolia - 200 mg / kg), CDT - Diabetic Control ("Tween 80"+ distilled water)
DS - Sulfonylurea Diabetics (Sulfonylurea - 10 mg / kg), DB50 - Diabetic Baccharis
50 mg (Extract B dracunculifolia - 50 mg / kg), DB100 - Diabetic Baccharis (100 mg
Extract B. dracunculifolia - 100 mg / kg), DB200 - Diabetic Baccharis (200 mg Extract
B. dracunculifolia 200 mg / kg) DB200S - 200 mg Baccharis Diabetics + Sulfonylurea
(Extract B dracunculifolia - 200 mg / kg + Sulfonylurea - 10 mg / kg). The diabetes
induction was performed by administration of 60 mg / kg of streptozotocin (STZ).The
animals were evaluated for weight, feed intake, water intake and fasting blood
glucose and postprandial (OGTT). At the end of subchronic treatment, the animals
were euthanized, and blood and tissues samples were collected for determination of
biochemical and hormonal parameters, and preparation of histological slides.
Results and Discussion: There was statistical difference for DB50 and DB100
groups regarding the CDT group to creatinine parameters (p <0.05), urea (p <0.05),
triglycerides (p <0.05) and plasma glucose (p <0.05). The plasma insulin levels was
statistically significant (p <0.01) between the evaluated diabetic groups, an increase
of 81,1% to 94,4 % between the three doses of pure extract ( DB50 , and DB100 DB
200) , compared to diabetic untreated group. In fasting glucose and postprandial , the
DB50 groups , DB100 , DB200 and DB200S, showed a decrease of 54,3 % to 63,4
% to fasting and 37,9 % to 45,0 % in the postprandial the end monitoring. All
treatments with B. dracunculifolia, especially the groups that received the extract
exclusively plant (DB50, DB100 and DB200), were effective in minimizing tissue
damage of diabetes installed throughout the experiment histological qualitative
assessment. Conclusion: Methanol extract of Baccharis dracunculifolia decresed
levels of fasting capillary glucose and postprandial in rats with diabetes induced by
STZ in different doses. There was a decrease in plasma glucose, triglycerides,
creatinine and urea levels, in STZ-induced animals treated with the plant, particularly
at concentrations of 50 and 100 mg. The Baccharis dracunculifolia extract presented
an apparent damage protection in organs (liver, kidney and pancreas) in induced
diabetic rats. The groups treated with the extract of B. dracunculifolia have higher
concentrations of plasma insulin release in all administered doses of the extract.

Keywords: Baccharis, Diabetes, Glucose, Insulin, Medicinal plants.
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1 INTRODUCAO

Na atualidade, o diabetes mellitus (DM), pode ser considerado uma patologia
global, atingindo os mais diversos contextos comunitarios, sendo negativamente
destacado como um grave problema de saude publica mundial (BRASIL, 2006;
INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2011).

A ampla alteracéo do estilo de vida dos individuos de diversas sociedades,
especialmente com o advento da globalizagao, proporcionou uma drastica mudanga
nos habitos alimentares e baixos niveis de pratica de atividade fisica diaria. Por
consequéncia, contribuiram decisivamente para o amplo desenvolvimento de
doengas associadas a modernidade e globalizagdo, onde destaca-se o DM, sendo
observado tanto em paises desenvolvidos como em paises em desenvolvimento,
atingindo todas as classes sociais nas mais distintas comunidades
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2011; OMS, 2011).

Pesquisas evidenciam um grande potencial de morbimortalidade do DM,
podendo gerar nos individuos acometidos por esta patologia varias complicagdes,
tais como: retinopatias, neuropatias, cardiopatias e nefropatias, levando também a
um grande numero de casos de mortalidade. Atualmente, cerca de 3 milhdes de
Obitos ao ano sédo em decorréncia do DM, sem levar em conta outros milhdes que
apresentam alguma limitacdo ou incapacidade advindo das morbidades desta
patologia (BRASIL, 2006; PETERSEN e SHULMAN, 2006; OMS, 2011).

Vale ressaltar que a hiperglicemia observada no DM, pode ser considerada
um dos principais fatores para o aparecimento das diversas alteracdes e
complicagbes metabdlicas ao longo da cronicidade da doenga. Assim, otimizar o
controle glicémico é o ponto chave para propiciar uma melhor qualidade de vida a
todos os individuos portadores do DM (RANG et al., 2004; INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2011).

Aproximadamente, 300 milhbes de pessoas apresentam o DM em todo o
mundo, sendo que cerca de 90% destes individuos possuem o DM tipo 2 ou nao-
insulino dependente. No Brasil, o quadro atual do DM na populagcdo €& muito
preocupante, com cerca de 10 milhdes de pacientes, o que leva o pais a figurar
entre as 20 nagdes com maior numero de diabéticos proporcionalmente a populagao
total (BRASIL, 2006; SBD, 2011; SBD, 2014).



Contudo, as projegcbes para o ano de 2030 ndo sado animadoras, onde
estimativas apontam que os casos de DM podem passar de 350 milhées em todo o
mundo, nos mais diversos contextos sociais, porém com destaque para a evolugao
da doenga em paises em desenvolvimento ou em processo amplo de
industrializacdo (WILD et al., 2004; INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION,
2011; SBD, 2011).

Diante desse panorama atual e proje¢des futuras, fica claro que o DM, deve
ser tratado de forma interdisciplinar, como um grave problema de saude publica
mundial, levando implicagbes negativas as mais diversas dimensdes que compde 0s
contextos comunitarios, no que tange a aspectos bioldgicos, sociais, econdmicos,
psicolégicos e culturais que permeiam e constituem a populagdo, sejam em nivel
comunitario ou mesmo em proporgdes globais (BRASIL, 2006; PINHEIRO, 2006).

Portanto, € muito relevante o estudo e desenvolvimento de alternativas para
a prevencdo e o tratamento desta patologia e de suas morbidades, nos mais
diversos niveis de enfrentamento do DM. Nesse sentido, ressalta-se a busca de
novos farmacos com base na fitoterapia, na etnofarmacologia e na
interdisciplinaridade, que possam auxiliar com eficacia terapéutica aos pacientes
acometidos pelo DM, sobretudo pela presenga da grande diversidade da flora
natural brasileira (KALLUF, 2008; ALVES, 2007; BUSSMANN, 2009).

O emprego de plantas medicinais, para tratamentos de enfermidades, € uma
pratica muito antiga, sendo encontrada ao longo da histéria em todas as populagdes
mundiais e em diferentes grupos étnicos conhecidos. A partir deste uso popular é
que foram descobertos diversos medicamentos utilizados na medicina tradicional ou
empirica, constituindo-se em um importante recurso para a descoberta de novos
farmacos ou compostos ativos, que possam ser Uteis para a saude e qualidade de
vida populacional (ALVES, 2007; BUSSMANN, 2009).

Diante do exposto, busca-se demonstrar a importancia da realizagdo da
presente pesquisa, no que tange o meio cientifico e comunitario, onde torna-se
relevante um trabalho focado na interdisciplinaridade, bem como o aprofundamento
dos conhecimentos etnofarmacoldgicos do nosso rico bioma regional em plantas que
apresentam potencial efeito antiglicémicos e protetores aos individuos diabéticos,
inicialmente em modelos animais e que por consequéncia possam ser exportados

aos estudos clinicos ou populacionais com seres humanos.



Almeja-se contribuir para a prevencido e tratamento da gravidade, muitas
vezes negligenciada do DM, especialmente no que diz respeito a questao
socioecondmica e de saude publica, visando contribuir de forma impar para a
diminuigcao dos reflexos desfavoraveis que o DM pode desencadear na populagéo,
pautados em uma visao interdisciplinar para um enfrentamento multidimensional

dessa patologia.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da ingestdo subcrénica em diferentes doses do extrato
metanodlico de Baccharis dracunculifolia (Alecrim do campo) em um modelo animal

de DM, sobre os parametros bioquimicos, hormonais e histolégicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i. Avaliar a evolugao ponderal, consumo alimentar e ingestdo hidrica dos
animais;

i. Avaliar os efeitos do extrato metandlico de Baccharis dracunculifolia em
diferentes doses, sobre marcadores bioquimicos e hormonais;

iii. Analisar os efeitos do extrato metandlico de Baccharis dracunculifolia em
diferentes doses na histologia do rim, figado e pancreas;

iv. Analisar a resposta das diferentes dosagens utilizadas do extrato da planta

frente aos parametros supracitados.



3 JUSTIFICATIVA

Em fungdo da necessidade de comprovagao cientifica no uso de plantas
medicinais regionais no tratamento do DM, resisténcia a insulina, reducado do
estresse oxidativo e demais fatores relacionados com o risco dessa patologia, o
presente estudo esta pautado em um modelo animal de DM, sendo utilizada a planta
Bracharis dracunculifolia (alecrim do campo), pertencente a familia Asteraceae.
Tendo em vista que em estudos realizados por Marles e Farnsworth (1995),
demonstraram que a maior parte das plantas que obtiveram comprovada atividade
hipogliceminate pertenciam a esta familia. Além da mesma pertencer ao género
Baccharis, em que ja foram constatadas propriedades terapéuticas hipoglicemiantes
em outra espécie do mesmo género, Baccharis trimera (carqueja), corroborando
para o estudo da eficiéncia do uso desta planta no tratamento do DM (NEGRI,
2005).

Destaca-se que em estudos anteriores, ja foram encontrados diversos
principios ativos em Baccharis dracunculifolia, especialmente compostos com
atividades antioxidantes como acidos fendlicos, flavondides e acido cumarico. Estes
sdo alguns dos principais constituintes encontrados nas plantas que possuem
importante efeito hipoglicemiante (NEGRI, 2005; FUKUDA, et al., 2006). Assim,
confirma-se a relevancia deste estudo para o ambito cientifico, além de seus
alcances socioeconémicos, visando a contribuicdo para a redugao dos impactos
negativos da DM nos diversos contextos comunitarios.

Vale ressaltar também, que o Laboratdrio de Ciéncias Biomédicas (BIOMED)
- UNICENTRO liderado pelo Prof. Dr. Carlos Ricardo Maneck Malfatti, desde 2009,
desenvolve pesquisas interdisciplinares nas éareas de bioquimica clinica,
metabolismo hormonal e disfungées metabdlicas. Sempre tendo como principio o
desenvolvimento de inovagdo tecnolégica em bioprocessos, ligados a saude
comunitaria e a interdisciplinaridade. O desenvolvimento de produtos e processos,
associados a saude humana, com foco no metabolismo de hormdnios realizados
pelo grupo de pesquisa do BIOMED culminou em patente devidamente registrada
sob o numero BR102012020540-8 ao estudar a planta Baccharis Dracunculifolia e
DM. Foram encontrados resultados relevantes no que tange o efeito da amplificagao
da sinalizacdo da secregcdo de insulina, por meio da ingestdo de extrato de

Baccharis dracunculifolia em animais diabéticos. Fatos esses que demonstram



dominio, por parte dos pesquisadores, das metodologias relacionadas a esses
estudos e um grau ja avangado nas pesquisas em desenvolvimento.

O grupo de pesquisa proponente deste projeto (BIOMED/UNICENTRO), ja
executou anteriormente dois estudos (HOCAYEN, 2012; PEREIRA, 2014) seguindo
0 mesmo protocolo experimental com interfaces diferentes dentro do tema DM e a
ingestao de novos compostos naturais (Baccharis Dracunculifolia).

Pretende-se por meio deste trabalho dar continuidade a essa linha de
pesquisa, com o intuito de aprofundar os conhecimentos a cerca da tematica
proposta no que tange o uso de plantas medicinais regionais para o tratamento de
DM com a administracdo de diferentes doses do extrato metandlico de Baccharis
dracunculifolia em um modelo animal de DM.

Assim, busca-se novas alternativas, uma maior padronizagdo e melhor
aplicabilidade das doses do extrato para o tratamento desta patologia que atinge a
populagdo como uma pandemia mundial, vindo também de encontro com a
crescente demanda por inovagao tecnolégica e conhecimento interdisciplinar nos
meios académicos, levando sempre em consideragao toda a riqueza e pluralidade
de componentes que permeiam e constituem os contextos comunitarios, sua relagao

com o DM e o uso de plantas medicinais regionais na saude humana.



4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 DIABETES MELLITUS

O DM pode ser definido como uma doenga caracterizada por hiperglicemia,
e esta associada a varias alteragbes e complicacbes em 6rgaos alvo, tais como
rins, nervos, cérebro, olhos, coracdo e também no sistema circulatério. Essa
patologia advém de defeitos na secregédo e agao do hormdnio insulina, produzido no
pancreas. As alteragdes podem ser em decorréncia de processos patogénicos
especificos, como por exemplo, na destruicdo das células beta do péancreas
produtoras de insulina (BRASIL, 2006; SBD, 2011).

O DM acarreta em uma série de desordens metabdlicas, com multiplas
etiologias, desencadeando inumeros comprometimentos organicos, que vao se
agravando com a evolugdo da cronicidade dessa patologia. Ainda, apresenta
caracteristicas clinicas classicas, como poliuria, polidipsia, cegueira, neuropatias e
faléncia renal (SBD, 2011, WHO, 2011).

O DM ainda é considerado uma doenga cronica que nao faz distingdo de
classe social, etnia e sexo, atingindo um contingente global de individuos. A sua
incidéncia tem elevado-se anualmente, onde configura-se nas ultimas décadas como

um grave problema de saude publica mundial (WHO, 2011).

4 1.1 Histérico do diabetes mellitus

O DM é uma patologia com um histérico primitivo, sendo que os seus
primeiros registros na histéria humana estdo ligados a fatos relacionados ao Egito
Antigo. Entretanto, ha cerca de 2 milénios, na Grécia, o médico Areteu, realizou o
primeiro relato sobre essa doencga, sendo tratada, ainda nesse momento, como uma
moléstia misteriosa, cercada de muita mitologia, principalmente por ndo se conhecer
sobre as possiveis causas, bem como os efeitos devastadores do DM sobre as
condi¢cdes metabdlicas e, em especial, a glicemia dos individuos (SBD, 2014).

O termo diabetes vem de origem grega, estando relacionado a palavra
"sifao", pois os pesquisadores ja notavam claramente nesse periodo, o excesso da
ingestdo de agua e de excregdo de urina pelos portadores dessa patologia
(NIEMAN, 2011).



Contudo, desde os primeiros achados na Grécia Antiga, os trabalhos a cerca
dessa doenga, permaneceram por muitos séculos de forma estagnada. Somente na
Idade Moderna, precisamente no Século XVII, que o estudioso em medicina Thomas
Willis verificou, que a urina de alguns individuos que expunham alguns sintomas em
comum apresentavam um gosto adocicado (SBD, 2011).

Ja na idade contemporanea, por volta do século XIX, Dr. Chevreul,
constatou que a caracteristica adocicada encontrada na urina do diabético era
advinda da glicose corporal. Assim, 0os pesquisadores passaram a realizar a triagem
dos possiveis diabéticos, por meio da degustagcdo da urina, devido ao gosto
adocicado. Dessa forma, essa patologia ficou entdo conhecida como DM, pois o
termo mellitus em latim tem o significado relacionado as palavras "doce ou mel"
(SATTLEY, 2008; SBD, 2011). Ainda no século XIX, alguns pesquisadores alemaes
(Von Mering e Minkowski), verificaram a presenga de uma substancia que mediava o
controle sanguineo do agucar e por consequéncia minimizava os sintomas do DM.
Essa substancia ou hormdnio produzida era liberada pelo pancreas e passou
futuramente a ser denominada insulina (SBD, 2011).

A partir do fim do século XIX, elevaram-se muito as pesquisas como também
o0 numeros de descobertas frente ao DM e a relacdo com as suas causas,
diagnosticos e tratamentos. Por exemplo, em 1869 com a descoberta da presenga
das ilhotas no pancreas por Paul Langerhans, a seguir em 1893 o cientista francés
Gustave Laguesse sugeriu que essas ilhotas produziriam uma substancia que
realizava o controle da glicemia, denominada como insulina, derivando do termo
insula do latim, que significa "ilha" (OLIVEIRA; MILECH, 2004; SBD, 2011).

Uma das mais relevantes descobertas no que tange o DM, ocorreu em 1921,
onde dois pesquisadores canadenses (Banting e Best), conseguiram observar o real
papel da insulina no controle da glicemia. Posteriomente outros estudos puderam
trabalhar em prol do desenvolvimento e do melhoramento da insulina ou outros
farmacos (hipoglicemiantes orais) para o tratamento e melhor controle dessa
patologia (OLIVEIRA; MILECH, 2004; SBD, 2011).

Ao longo do século XX até os dias atuais, varios outros farmacos ou
compostos ativos vém sendo estudados para otimizar a prevengao, tratamento e o
controle do DM, porém mesmo com diversos estudos e processos de inovagdes
tecnolégicas na area enddcrina e metabdlica, o DM ainda atinge uma vasta gama da

populagdo, levando a quadros elevados as taxas de morbimortalidade,



caracterizando-se como uma epidemia mundial. Assim, a incessante busca de novas
alternativas para o enfrentamento dessa doenca é fundamental, com intuito da
reducao e melhor controle e qualidade de vida aos seus portadores (BRASIL, 2006;
SBD, 2011; SBD, 2014).

4.1.2 Epidemiologia do diabetes mellitus

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), atualmente ha
dezenas de milhdes de pessoas acometidas pelo DM no mundo. Na América Latina
em 2010, estimativas apontaram mais de 18 milhées de individuos portadores dessa
patologia, sendo que dentro de 20 anos, esse numero pode-se elevar
consideravelmente, chegando em torno de 30 milhdes de diabéticos (BOGALHO,
2010). Vale ressaltar também, que a mortalidade mundial em decorréncia do DM,
em 2030 pode vir a aumentar em mais de 50% (OMS, 2011).

O Ministério da Saude, publicou em 2010 uma estimativa apontando que
quase 8 milhdes de brasileiros com idade superior aos 18 anos apresentam o DM
tipo 2. No Brasil, anualmente, o DM pode levar a mais de 40 mil ébitos diretos, sem
contar as morbidades que grande parcela da populagdo apresenta em decorréncia
do quadro dessa patologia. Nos ultimos anos, observa-se, ainda que a doenga
atinge todas as regides do pais, nas mais distintas classes sociais, por isso se torna
um grande desafio para as autoridades em saude publica (MARTINS et al., 2008).

Varios sao os fatores de risco para o desenvolvimento do DM, com destaque
para os componentes genéticos, metabdlicos, e, também, fatores externos
relacionados a uma alimentagdo inadequada, sedentarismo, estresse, elevado
processo de industrializagdo e urbanizagcdo e, especialmente, a obesidade (SBD,
2014).

A busca por um estilo de vida mais saudavel tem um papel crucial tanto para
a prevengcao como no controle do DM, propiciando, dessa forma, inumeros
beneficios a saude e melhor qualidade de vida as comunidades (OMS, 2011; SBD,
2011).
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4.1.3 Classificagao do diabetes mellitus

Os procedimentos de classificaggo do DM estdo relacionados com
caracteristicas etiolégicas. Contudo, os termos DM insulino-dependente e insulino
nao-dependente, ndo devem ser mais utilizados no que tange aos critérios atuais
dessa patologia (SBD, 2011).

A classificagdo do DM pode ser realizada de quatro formas distintas: a) DM
tipo 1, quando o organismo apresenta deficiéncia absoluta em produgéo de insulina,
b) DM tipo 2, caracterizado pela resisténcia e insuficiente produgcéo e secrecao da
insulina, c) DM gestacional, que pode acometer as mulheres durante o periodo de
gestacéo, e d) outros tipos especificos de DM (ADA, 2006; FRAGUAS; SOARES e
BRONSTEIN, 2009; SBD, 2014). Cabe destacar que dentre os casos totais de DM,
cerca de 90% representam os portadores de DM tipo 2, e 5 a 10% sé&o os casos de
pacientes com DM tipo 1 (LAGANI et al., 2012).

4.1.4 Fisiopatologia do diabetes mellitus

O DM consiste em uma patologia crénica que apresenta como caracteristica
fundamental um quadro hiperglicémico. Sua etiologia € multicausal, em decorréncia
de defeitos ou alteragbes enddécrinas observadas no péncreas, o que pode ser
ocasionado pela secreg¢ao inadequada de insulina pelas células B-pancreaticas ou,
ainda, por defeito da agédo de insulina, o que representa uma resisténcia do
hormonio no organismo. O DM também pode ser ocasionada pelo o aparecimento
destes dois fatores descritos de forma associada (LOPES, 2009; SBD, 2011).

A génese do DM tipo 1 esta essencialmente associada com a completa
destruicdo das células B-pancreaticas responsaveis pela secreg¢do da insulina, por
meio de um mecanismo auto-imune mediado pelas células auto-reativas T-helper.
Dessa maneira, as células T-helper, acabam por inibir a protecdo natural do tecido
pancreatico, levando a um processo de inflamagdo e necrose das células -
pancreaticas. Esse evento € mediado pela elevagdo de inumeras substancias
corporais, tais como: ocitocinas, interleucinas pro-infamatérias e interferon (MONTI
et al., 2009).

Ja no DM tipo 2, seu inicio esta intimamente relacionado com a presenca de

resisténcia insulinica. Ha uma elevacdo dos niveis glicémicos, ocasionando
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inUmeras complicagbes e desarranjos no metabolismo, culminando em ultima
instancia, na redugao significativa da secregao do hormdnio insulina, em decorréncia
da faléncia das células pancreaticas (PAULI et al., 2011).

Dessa forma, os processos que envolvem o mecanismo de resisténcia
insulinica podem estar relacionados a polimorfismos genéticos na fosforilagdo da
tirosina nos receptores celulares, e na inibicdo da fosforilagdo do substrato do
receptor de insulina 1 e 2 (IRS 1 e 2), com consequente diminuicdo no envio de

carreadores de glicose para a membrana das células alvo (WILCOX, 2005).

4.1.5 Diagnostico do diabetes mellitus

Rotineiramente, o diagnéstico do DM tem sido efetuado com base nos niveis
de glicose plasmatica ou glicose plasmatica em jejum e, também, com referéncia do
Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) (ADA, 2010; SBD, 2014).

Segundo as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes - SBD (2014),
atualmente sao trés os critérios aceitos para o diagnéstico de DM com utilizagao da
glicemia (Tabela 1):

a) Sintomas de poliuria, polidipsia e perda ponderal acrescidos de glicemia
casual > 200 mg/dl;

b) Glicemia de jejum = 126 mg/d (com exame de contraprova para confirmagéao
do diagndstico);

c) Glicemia de 2 horas pds-sobrecarga de 75 g de glicose > 200 mg/dl.

Tabela 1 - Valores de glicose plasmatica (em mg/dl) para diagndstico de DM e

seus estagios pré-clinicos

Categoria Jejum 2h apo6s 75g glicose
(8 horas) (TOTG)
Normal <100 <140
Tolerancia a glicose diminuida > 100 e <126 =140 e <200
Diabetes mellitus > 126 > 200

TOTG: Teste oral de tolerancia a glicose.
Fonte: SBD (2014).
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4 1.6 Tratamento do diabetes mellitus

A estratégia de tratamento, nos casos de DM tipo 1 e tipo 2, consiste na
observacédo e analise dos niveis rotineiros de glicemia do portador e no nivel de
cronicidade de patologia. A associacdo do DM com quadros de obesidade, dieta
inadequada e baixos niveis de atividade fisica podem contribuir negativamente para
uma piora do quadro clinico (BRASIL, 2006; ADA, 2010; SBD, 2011).

O controle glicémico pode ser efetuado de forma aguda, por meio da
ingestdo de farmacos hipoglicemiantes ou mesmo com a aplicagao de insulina em
casos mais severos de incapacidade de secregao pelas células pancreaticas.

O acompanhamento e controle da glicemia sdo de grande relevancia, no
intuito da preservagao de tecidos, que podem ser muito danificados em decorréncia
de uma hiperglicemia crbnica, levando a um alto risco de morbimortalidade
(GALAGHER et al., 2008).

O tratamento do DM pode ser realizado em duas dimensdes, ou seja, com
carater ndao medicamentoso ou medicamentoso. No tratamento ndo medicamentoso
utiliza-se desde alteragbes no estilo de vida do paciente, por meio de um
acompanhamento nutricional balanceado com uma dieta equilibrada, pratica de
atividade fisica frequente e monitorada, visando uma melhoria do bem estar fisico e
psiquico do paciente. Ja o tratamento medicamentoso devera ser prescrito por um
profissional capacitado tanto nos casos de hipoglicemiantes orais como também aos
pacientes que necessitem de insulinoterapia (GALBO et al., 2007; SBD, 2011, SBD,
2014).

Independente do tratamento ofertado, os pacientes devem sempre ser
acompanhados de forma continua e por uma equipe multidisciplinar. Cada individuo
deve obter o melhor tratamento, de acordo com o estagio da doenga, possibilitando,
dessa forma, uma melhor qualidade de vida a esses individuos (NIEMAN, 2011;
SBD, 2014).

Na Tabela 2 descreve-se as principais classes de agentes farmacolégicos e

de insulinoterapia disponiveis para o tratamento do DM.
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Tabela 2 - Principais classes de agente farmacologicos e de insulinoterapia

utilizados no controle do DM

Medicamento Classe Mecanismo Meia- Metabolismo Excregao
de acao vida
(horas)
Tolbutamida Secregdo de 4-7 Hepatico Renal e Biliar
Sulfoniluréia® Glibenclamida Insulina 6-12 Hepatico Renal e Biliar
Glimepirida 8-16 Hepatico Renal e Biliar
Sensibilizagédo
Biguanida* Metformina periférica a insulina 2-4 Renal
Rosiglitazone Sensibilizagédo 3-4 Hepatico Renal
Tiazolidinediona* Pioglitazone periférica a insulina 3-7 Hepatico Renal
Hepatico Renal
Analogos de GLP-1** Exenatide Secregao de 3,5 Hepatico Renal
Liraglutide Insulina 13 Hepatico Renal
Inibidores de a- Acarbose Redugao de 2-4 TGI Renal
Glucosidase* Miglitol absorgéo de glicose 25-5 Hepatico Renal

pelo intestino

Secretagogos* Nateglinida Secregao de 1,5 Hepatico Renal
Repaglinida Insulina 1 Hepatico Renal e Biliar
Insulina/Analogos Acao Inicio Pico Duragao Classificacao
Glargina Lenta 2-4h néo 20-24h Anélogo
Determir 1-3h 6-8h 18-22h Analogo
NPH Intermediaria 2-4h 4-10h 10-18h Insulina
Regular Rapida 0,5-1h 2-3h 5-8h Insulina
Asparte 5-15min. 0,5-2h 3-5h Analogo
Lispro Ultrarrapida 5-15min. 0,5-2h 3-5h Analogo
Glulisina 5-15min. 0,5-2h 3-5h Analogo

*Administracdo por via oral; **Administragdo por meio de injegdo subcutdnea. TGI= Trato
gastrointestinal.GLP-1:Glucagon-like peptide-1. NPH: Neutral Protamine Hagedorn.
Fonte: Chitre e Burke (2006) e SBD (2014).

4.2 PLANTAS MEDICINAIS

Ao longo da histdria, o uso de plantas medicinais vem sendo empregado na
medicina popular (LEITE, 2009). Segundo a OMS, (2002), aproximadamente 80% da
populacao global utiliza plantas medicinais como principal forma de ingresso as suas

necessidades basicas de saude.
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Por meio da utilizagdo empirica, foram descobertos varios compostos que
sdo amplamente utilizados e difundidos no meio da medicina popular. Esse fato
propiciou subsidios importantes para a descoberta de novos farmacos de grande
relevancia para o tratamento de algumas doengas (BUSSMANN, 2009).

Inimeras substancias quimicas, obtidas de plantas regionais, tém
proporcionado a industria farmacéutica uma das mais importantes fontes de
componentes para a pesquisa de novos produtos naturais com propriedades
terapéuticas, medicamentos e suplementos, especialmente nas ultimas décadas
para o tratamento de diversas doengas (VERDI et al., 2005). Nesse sentido, a
utilizacdo de tais plantas medicinais ou mesmo de seus compostos ativos, na
prevencao ou tratamento de patologias cronicas é fundamentado essencialmente na
medicina tradicional de varios grupos étnicos e em dados etnofarmacoldgicos,
pautados em estudos e experiéncias de campo e comunitarias no vasto bioma
brasileiro (LEITE, 2009).

O uso de ervas medicinais para tratar enfermidades € uma pratica muito
antiga, sendo descrita ao longo da histéria humana praticamente em todas as
civilizagbes globais e em diferentes povos e época. Dessa forma, torna-se relevante
considerar os conhecimentos e procedimentos que cercam essa pratica milenar em
diferentes comunidades e suas especificidades e peculiaridades, legitimando dessa
forma os sujeitos inseridos localmente (BUSSMANN, 2009).

E de extrema importancia resgatar e conhecer as praticas e saberes da
populagao no que diz respeito as informagdes etnobotanicas e etnofarmacoldégicas.
Essas informagdes foram construidas ao longo dos processos historicos e
consolidados no senso comum, que permearam as mais diversas comunidades,
legitimando, de tal modo, por meio de padronizagdes e estudos cientificos todo esse
saber comunitario a cerca do uso de plantas medicinais regionais e suas implicagbes
para a saude humana (ALBUQUERQUE e ANDRADE, 2002; BUSSMANN; 2009).

4.2 .1 Plantas medicinais e diabetes mellitus

O DM é uma patologia que atinge milhdes de pessoas em todo o mundo,
trazendo inumeras complicagdes a saude dos pacientes e gerando enormes gastos
governamentais como saude e previdéncia (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2011; OMS, 2011). Neste contexto, diferentes pesquisas podem
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auxiliar na busca de novas alternativas de tratamento para melhoria da qualidade de
vida e tratamento dos diabéticos (ADA, 2010; SBD, 2014). Ressalta-se a busca de
farmacos hipoglicemiantes com base na fitoterapia, devido a grande diversidade do
bioma brasileiro (VERDI et al., 2005; HOCAYEN, 2012; PEREIRA, 2014).

Nesse contexto, a etnofarmacologia por meio da realizagcdo de estudos
experimentais, busca na natureza plantas que apresentem uma opc¢do para
formulagado de novos medicamentos, para o tratamento de doengas que assolam a
populagdao, como o DM. Dessa forma, podem fornecer dados para a obtengao de
farmacos mais eficazes, especificos e economicamente mais acessiveis a populagao
baseados no conhecimento popular e sistemas tradicionais de medicina (SIMOES et
al., 2010).

Os resultados de pesquisas com plantas medicinais podem ter
desdobramentos em varios niveis da sociedade. Individualmente, a descoberta de
principios ativos eficientes pode determinar a melhoria da qualidade de vida, em
patologias crénicas ou a propria sobrevivéncia do paciente afetado. Na sociedade, a
descoberta de fontes naturais pode estar vinculada ao desenvolvimento de
fitoterapicos e o beneficio comunitédrio e desenvolvimento regional. No setor
empresarial, a industria farmacéutica busca novas drogas que gerem grande
rentabilidade. Por fim, no nivel ecolégico, o crescimento do interesse medicinal
aumenta a importancia da conservagao a biodiversidade e diversidade cultural do
ecossistema, salvaguardando e perpetuando a interdependéncia de plantas como
fonte de medicamentos de origem vegetal (BRASIL, 2006; ADA, 2010).

De acordo com a OMS (2002) , o uso de plantas medicinais seria uma
importante alternativa para tratamento de doengas crénicas como o DM,
principalmente nos paises em desenvolvimento.

Atualmente a maior parte das plantas utilizadas como hipoglicemiantes no
tratamento do DM, ao serem experimentalmente avaliadas, tém comprovada a sua
atividade hipoglicemiante. O mecanismo de agao pelos quais as plantas baixam os
niveis de glicose sanguinea pode ser atribuido ao aumento da liberagao de insulina,
através da estimulagdo das células B-pancreaticas; resisténcia aos horménios, que
aumentam a taxa de glicose; aumento do numero e da sensibilidade do sitio receptor
de insulina; diminuicao da perda de glicogénio; aumento do consumo de glicose nos
tecidos e 6rgaos e; eliminagdo de radicais livres (VOLPATO et al., 2002; LEITE,
2009).
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Algumas plantas com efeito comprovadamente testado, fazem parte do
género Baccharis (Familia Asteraceae). Apresentam grande dispersao pelo Sudeste
e Sul do Brasil, sendo de facil acesso a populagao e muito presentes no cotidiano.
Assim, podem ser considerado, uma possivel alternativa para o tratamento do DM e

de outras patologias cronicas (LEITE, 2009).

4.2.2 Género Baccharis (Asteraceae)

A familia Asteraceae € o grupo ordenado mais abundante dentro das
Angiospermas, incluindo cerca de 1.100 géneros e 25.000 espécies. Essas plantas
apresentam aspecto extremamente diverso, compreendendo especialmente,
pequenas ervas ou arbustos (HEYWOOD et al., 2007). Aproximadamente 98% das
plantas deste grupo sdo de pequeno porte, encontrados em variados tipos de
habitat, preferencialmente, nas regides tropicais montanhosas da América do Sul
(JOLY, 2002).

O género Baccharis, pertencente a familia Asteracea,e é constituido por
cerca de 500 espécies disseminadas, especialmente, por varios paises da América
do Sul, incluindo o Brasil, que apresenta em torno de 120 espécies de Baccharis
descritas. O consumo popular do género Baccharis ocorre, sobretudo, por meio de
infusdes, sendo indicada para a prevengao e tratamento de diversas enfermidades,
tais como, anemias, processos inflamatérios, problemas gastricos, hepaticos e
também para o DM (VERDI et al., 2005; LEMOS et al., 2007).

De todo o grupo do género Baccharis, as espécies atualmente que sao mais
pesquisadas, em relagdo a sua composi¢ao fisico-quimica e atividades bioldgica,
sado a Baccharis megapotamica, Baccharis incarum, Baccharis trimera, Baccharis
trinervis, Baccharis salicifolia, Baccharis crispa, Baccharis. coridifolia, Baccharis
grisebachii, Baccharis tricuneata e Baccharis dracunculifolia (VERDI et al., 2005;
LEITE, 2009).

4.2.3 Baccharis dracunculifolia
Entre as inUmeras espécies pertencente ao género Baccharis estudadas

recentemente estd a planta medicinal Baccharis dracunculifolia, que é também

popularmente conhecida como alecrim-do-campo, alecrim-de-vassoura, vassourinha,



17

vassoureira, vassoura, erva-de-sao-jodao-maria, (TAKEDA e FARAGO, 2001).
Largamente enfatizada e utilizada para a cura de diversas enfermidades na medicina
popular ou tradicional brasileira (MENEZES, 2005).

O Baccharis dracunculifolia se apresenta na forma de um arbusto, que se
desenvolve facilmente em varias regides do Brasil, especialmente nas regides do sul
e do cerrado brasileiro.

A sua utilizagdo na medicina popular € amplamente aceita, principalmente
devido a sua atividade antiinflamatéria, no tratamento de doencgas do sistema
digestorio, no combate ao cansaco fisico, inapeténcia, afecgdes febris, debilidade
organica e de outras desordens hepaticas e pancreaticas (MENEZES, 2005; LEMOS
et al., 2007). Varios estudos recentes demonstraram que o Baccharis dracunculifolia
apresenta também atividades biolégicas como antiulcerogénica (LEMOS et al.,
2007), imunomoduladora (MISSIMA et al., 2007), anticariogénica (LEITAO et al.,
2004).

Este fato estimula novos estudos com essa planta medicinal dentro do
campo experimental e, por consequéncia, em nivel clinico, com o intuito de
averiguar a presenca de outros compostos ativos que possam contribuir
positivamente para o tratamento de doencgas crénicas como o DM, que assola
grande parcela da populagao mundial atualmente (BUSSMANN, 2009, LEITE, 2009;
SBD, 2011; SBD, 2014).

Na Tabela 3 estao descritas diversas pesquisas realizadas com o Baccharis
dracunculifolia, e sua respectivas atividades bioldgicas.
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Tabela 3 - Estudos realizados sobre o extrato de Baccharis dracunculifolia em

diferentes modelos experimentais

Estudos de outros grupos de pesquisa

Referéncia Modelo Resultados
Leitédo et al. Culturas de Streptococcus Efeito Bacteriostatico na dose de 0,4 mg/mL
(2004) mutans
Silva Filho et Bioatividade da substancia A concentragdo de 3,0 mg mL (-1), apresentou 100%
al. (2004) tripanocida extraida de de lise de formas tripomastigotas da cepa Y de
Baccharis dracunculifolia. Trypanosoma cruzi.
Menezes Extrato aquoso de B. Atividade anti-inflamatéria na dose de 200 mg/kg
(2005) dracunculifolia, utilizando o
modelo de pleurisia em
camundongos
Fukuda et al.  Crescimento dos compostos 3 terpenos fendlicos e 5 alcoois sesquiterpénicos
(2006) isolados contra células de exibiram atividade citotoxica frente as células de
leucemia (L1210) leucemia.
Lemos etal. Propriedade anti-ulcerogénica Doses de 50, 250 e 500 mg/kg de extrato bruto
(2007) do extrato hidroalcodlico de diminuiram significativamente o indice de lesdo
partes aéreas B.
Dracunculifolia
Fabri et al. In vitro Atividade antimicrobiana e antioxidante
(2011)
Estudos do grupo de pesquisa BIOMED
Referéncia Modelo Resultados
Pereira Modelo de diabetes O tratamento durante 28 dias com dose de 400
(2014) induzida por estreptozotocina mg/kg promoveu elevagao dos niveis de secregédo
insulinica e reducdo da glicemia nos animais
diabéticos tratados.
Oliveira et al. O tratamento agudo com uma dose de 20/mg/kg
(2014) Humanos saudaveis levou a uma redugéo de 25% na glicemia dos
individuos tratados. Foram identificados altos niveis
de compostos fendlicos no extrato da planta.
Hocayen et Modelo de obesidade O tratamento durante 30 dias com uma dose de 400
al. (2015) induzida por glutamato mg/kg propiciou uma elevagéo de 30% da insulina

monossoédico nos animais obesos tratados. Foram encontrados

elevados niveis de compostos fendlicos no extrato.

4.3 MODELO DE DIABETES EXPERIMENTAL E A SAUDE HUMANA

O amplo interesse da comunidade cientifica em investigar os principais

processos e mecanismos que envolvem o controle do DM, tem levado ao

desenvolvimento de multiplos modelos experimentais que simulem as diversas

caracteristicas clinicas e metabdlicas dessa patologia. Esse modelos de analise
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desenvolvidos, visam propiciar dados e informagdes de grande relevancia na
tentativa de uma melhor elucidacdo da multicomplexidade e interdisciplinaridade de
fatores envolvidos no DM e suas complicagcbes e morbidades para os seres
humanos (SUTHAGAR et al., 2009; MISHRA et al. 2012; VERMA et al., 2012).

Atualmente, os modelos existentes utilizados na indugcdo do DM podem ser
classificados em trés métodos: dietético, genético e quimico. O padrdao de DM
experimental empregado nesse trabalho foi baseado em um modelo quimico, por
meio da administragdo de estreptozotocina (STZ). A STZ é um analogo da glicose,
simula essencialmente caracteristicas presentes no DM tipo 1 (destruicdo das
células B-pancreaticas) , mas, também, apresenta por consequéncia caracteristicas
de reducao na sensibilidade periférica a insulina verificada claramente no DM tipo 2.
Dessa forma, esse modelo, permite averiguar uma vasta gama de observagdes e
constatagdes durante o tratamento dos sujeitos do estudo (SHARMA et al., 2011;
SZKUDELSKI, 2012).

Assim, o0 modelo de DM experimental que utiliza a STZ é considerado, para
triagem inicial, um bom modelo para estudos de agentes antidiabéticos, sendo
largamente empregados (IVORRA et al.; 1989; VERMA et al., 2012).

Os modelos experimentais de DM reproduzem as caracteristicas clinicas da
patologia, fazendo com que os animais apresentem semelhangas laboratoriais,
clinica e histolégicas com a doenga em seres humanos. Portanto, os estudos
experimentais de cunho interdisciplinar, tornam-se essenciais para a melhor
elucidagcdo dos mecanismos da doenga, bem como para o desenvolvimento de
novas alternativas no tratamento e controle dos casos de DM que vem sendo
constatados nos mais diversos contextos comunitarios e afligem grande parcela da
populagao global (SUTHAGAR et al., 2009; MISHRA et al., 2012; VERMA et al.,
2012).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 QUESTOES ETICAS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais
(CEUA/Unicentro) sob o numero 008/2014, Anexo 1.

5.2 ANIMAIS DO EXPERIMENTO

Foram utilizados 56 ratos machos, albinos da linhagem Wistar com 120 dias
e peso inicial médio de 350 gramas. Os ratos foram adquiridos do Biotério Central da
Universidade Estadual de Maringa (UEM - Campus Maringa).

Os animais foram conduzidos em caixas e em veiculo refrigerado (21 +/-
2°C), proprio para o transporte. Acondicionados em sala de experimentagéo animal
do BIOMED/LABEN durante o tempo de tratamento do estudo.

Durante o experimento, os animais foram mantidos em local com
temperatura controlada, em torno de 21 +/- 2°C, com fotoperiodo de 12 horas
claro/12 horas escuro. Os ratos foram alojados em estantes metalicas, dentro de
gaiolas para roedores com base em polipropileno, autoclavavel, resistente a acidos,
nas medidas de 41x34x16 cm, tampa de arame de ago carbono com tratamento de
zincagem, malha 7,5 mm, além de bebedouro de 700 ml especificas para animais de
pesquisa.

A agua e ragao foram fornecidas ad libitum durante todo o experimento.
Foram utilizados ragdo comercial para roedores Nuvilab CR-1 (Quimtia®, Brasil). No
decorrer do estudo foi realizada pesagens dos animais e da ragdo consumida por
eles. Também sera avaliado o consumo de agua semanalmente para verificagéo e

acompanhamento do desenvolvimento dos animais.

5.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

5.3.1 Material Botanico

Segundo Lima (2006), a selegao de espécies medicinais para investigagao

cientifica pode ser realizada por trés critérios: randdmica, etnofarmacolédgica e
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quimiotaxondmicamente ou filogenética. No presente estudo utilizou-se a
investigacdo pelo critério quimiotaxondmico, em virtude de espécies do mesmo
género ja terem sido estudadas como hipoglicemiantes e terem apresentado
resultados cientificos positivos. A planta Baccharis dracunculifolia (Figura 1) foi
coletada durante o més de julho de 2014, durante 2 dias distintos, com temperatura
média de aproximadamente 15 °C e umidade relativa do ar em torno de 70%.

As coletas foram realizadas no Campus Cedeteg da UNICENTRO no
municipio de Guarapuava, PR, com as seguintes coordenadas geograficas: Latitude
Sul 25°23'36" e Longitude Oeste 51°27'19". As plantas colhidas foram
encaminhadas para o Laboratério de Ciéncias Biomédicas, localizado no mesmo
Campus, para iniciar o processo de preparagao do extrato.

A exsicata da planta foi depositada no Herbario do Museu Botanico
Municipal de Curitiba (HMBM) e registrada com o numero 388374 (Anexo 2).

Fonte: O Autor.
Figura 1 — Exemplares de Baccharis dracunculifolia coletadas na UNICENTRO.

5.3.2 Preparagéao do extrato

O processo de secagem da planta ocorreu de forma natural a sombra, em

varais, durante 20 dias em temperatura ambiente (15 a 25°C). A secagem teve por
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finalidade a retirada da umidade e com isso impedir reagdes de hidrolise e de
crescimento microbiano (SIMOES et al., 2010).

Na sequéncia, as plantas secas foram desfolhadas, moidas em moinho de
rolos automatizado, peneiradas em tamises de aco inox n°® 48 de malha mesh/tyler
com abertura de 0,3 mm e acondicionadas em recipientes plasticos selados, para
posterior preparagao do extrato.

Para a obtencdo do extrato da planta, as folhas moidas e peneiradas foram
submetidas ao processo de extragdo por agitagdo. Foram feitas 04 amostras
utilizando 50 g das folhas moidas para cada 220 mL de metanol, que permaneceram
por uma semana no agitador magnético, totalizando 3400 g de planta pulverizada.

Posteriormente, a solugao foi filtrada em papel filtro. O filtrado foi, entéo,
evaporado inicialmente em rotaevaporador (20-25 rpm), a uma temperatura
controlada (60 °C). Em seguida, permaneceu em banho-maria durante 3 dias com
temperatura de 40 °C, para retirada do solvente (metanol) e obtengcdo do extrato
bruto das folhas da planta.

Para a obtencdo do extrato final da B. dracunculifolia, o extrato bruto foi
diluido em solugéo de "Tween 80" (veiculo) e agua destilada, na proporcao 1/8. A
diluicao teve que ser realizada com solugao de “Tween”, uma vez que o extrato bruto
puro nao se diluiu em agua, tal procedimento visa facilitar a administragdo nos
animais via gavagem.

O extrato final apresentou um rendimento de 11% em relagdo ao peso em
quilogramas bruto das folhas utilizadas inicialmente, sendo armazenado em
recipientes ambar acondicionados em temperatura de refrigeragao (5 °C).

O fluxograma completo de preparagdao do extrato metandlico de B.

dracunculifolia segue ilustrado na Figura 2.
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Secagem das plantas

Plantano campo  pjantas coletadas

Folhas secas

Tratamento
dos animais

Extrato pronto

|
Fonte: O Autor.
As setas horizontais designam a ordem das etapas de producgéo do extrato da planta.

Banho-maria Extrato puro

Figura 2 - Etapas de preparo do Extrato de Baccharis dracunculifolia.
5.3.3 Indugao ao diabetes mellitus

Para a indugdo ao diabetes experimental, a estreptozotocina (STZ) (60
mg/kg), diluida em tampdo citrato pH 4,5 foi injetada nos animais por via
intraperitoneal, em dose unica. Os controles ndo diabéticos receberam injegcao de
NaCl 0,9% por via intraperitonial, na dose Unica e equimolar da STZ.

Apds 72 horas da aplicagao da STZ, a glicemia foi controlada pela coleta de
sangue, por punc¢ao caudal, e analisada em um glicosimétro da marca Contour TS
Bayer® para confirmagao do quadro de DM nos animais, sendo utilizado o padrédo
de 250mg/dl ou maior para a confirmagao dos animais diabéticos na analise em
jejum (PEREIRA, 2014).

5.3.4 Distribuicao dos grupos

Foram formados 8 grupos, compostos por 7 animais cada, com
acondicionamento de 3 a 4 animais por caixa. Os grupos foram estabelecidos de
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forma aleatéria, compondo 8 grupos de acordo com o tratamento subcrénico,

durante os 28 dias do experimento (Tabela 4).

Tabela 4 - Grupos experimentais avaliados.

Grupos Tratamento n
1 - CONTROLE TWEEN (CT) “Tween 80” + Agua destilada 07
2 - CONTROLE BACCHARIS (CB) Extrato B. dracunculifolia (200 mg/kg) 07
3 - CONTROLE DIABETICOS (CDT)* “Tween 80” + Agua destilada 07
4 - DIABETICOS SULFONILUREIA (DS)* Sulfoniluréia (10 mg/kg) 07

5 - DIABETICOS BACCHARIS 50 mg (DB50)* Extrato B. dracunculifolia (50 mg/kg) 07
6 - DIABETICOS BACCHARIS 100 mg (DB100)*  Extrato B. dracunculifolia (100 mg/kg) 07
7 - DIABETICOS BACCHARIS 200 mg (DB200)*  Extrato B. dracunculifolia (200 mg/kg) 07
8 - DIABETICOS BACCHARIS 200 mg Extrato B. dracunculifolia (200 mg/kg) + 07
+ SULFONILUREIA (DB200S)* Sulfoniluréia (10 mg/kg)

* Grupos 1 e 2: ndo diabéticos; # Grupos 3 a 8: diabéticos induzidos (via STZ).

5.3.5 Administragao dos tratamentos

Os respectivos tratamentos foram administrados em uma dose diaria
(conforme Tabela 4) por meio de gavagem, sempre realizadas no periodo matutino,

na fase ativa e escura dos animais (Figura 3).

Fonte: Pereira (2014).
Figura 3 — Administragdo do tratamento nos animais por gavagem.
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5.4 PROCEDIMENTOS E INSTRUMENTOS DE COLETA

O protocolo experimental pode ser obervado na Figura 4. Inicialmente
organizou-se a divisdo dos grupos experimentais, mediante a indugdo prévia do
diabetes nos animais de forma aleatéria (Etapa 1). Os animais foram tratados (de
acordo com a tabela 4) e avaliados semanalmente quanto a evolugdo ponderal,
consumo alimentar e ingestao hidrica, além da avaliagdo de glicemia capilar em
jejum e do teste oral de tolerancia a glicose (Etapa 2).

Ao final dos 28 dias de tratamento, os animais em jejum prévio de 12 horas
foram eutanasiados por deslocamento cervical para a retirada de amostras de
sangue (através de pungao cardiaca) e tecidos. Nas amostras de sangue foram
determinados parametros bioquimicos e hormonais como glicose, colesterol total,
triglicerideos, HDL-colesterol, LDL-colesterol, creatinina, uréia, aspartato
transaminase, alanina transaminase e insulina. Foram realizadas, também, a coleta

de rins, pancreas e figado para confecgao de laminas histologicas (Etapa 3).

8 grupos com 07 animais
rb_ ,\ ot
= o - %
4 ?13 gu; 14 3;3 g: Eutanisia
I R '

Peso Animal (Kg) e Glicemia Capilar (mg/dl)

Consumo Agua (ml) e Ragdo (g) - 28 dias

‘Tratamento animais (GAVAGEM) — 28 dias '>
:

Extrato B. dracunculifolia, Glibenclamida e Tween.

Os dados foram coletados ao longo dos 28 dias do protocolo experimental. As setas verticais em
vermelho indicam os respectivos dias da coleta de peso do animal (kg) e glicemia capilar (mg/dl). As
demais setas indicam a ordem das etapas do experimento. STZ: estrestozotocina; TOTG: teste oral
de tolerancia a glicose.

Figura 4 - Protocolo experimental.
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5.5 AVALIACOES DE CONTROLE EXPERIMENTAL
5.5.1 Evolugao ponderal, consumo alimentar e ingestao hidrica

Para o acompanhamento do desenvolvimento, os ratos foram pesados
semanalmente, desde o inicio do experimento até a eutanasia. Foram aferidas,

também, a ragao ingerida e o consumo de agua semanal.
5.5.2 Glicemia capilar em jejum

Para a realizagao do controle glicémico, os animais foram mantidos em
jejum de 12 horas para os dias 1, 7, 14 e 21 do estudo. Na avaliagao foi coletada
uma gota de sangue via veia caudal (Figura 5). A glicemia foi determinada por meio

do glicosimetro de fitas (Contour TS Bayer®) e seus valores expressos em mg/dl.

Fonte: Pereira, 2014.
Figura 5 — Puncgao caudal e dosagem em glicosimetro.

5.5.3 Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG)

No TOTG, os animais foram mantidos em jejum de 12 horas para o 14° dia
do experimento. Neste, foi realizada a coleta de uma gota de sangue via veia caudal,
correspondendo ao tempo (T0). Na sequéncia, foi administrada uma dose uUnica de
glicose (1 mg/ kg de peso corporal) por gavagem, e coletadas amostras nos tempos
30, 60 e 120 minutos apds a administragao, correspondendo a T30, T60 e T120. A
glicemia foi determinada por meio do glicosimetro de fitas (Contour TS Bayer®) e

seus valores expressos em mg/ dl.
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5.6 ANALISES BIOQUIMICAS E HORMONAIS

No final do experimento (dia 28), os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical com guilhotina manual. Foram coletadas amostras de sangue
por meio de pungao cardiaca (4 a 5 ml) para analises bioquimicas e hormonais. O

sangue foi centrifugado a 2500 rpm por 10 minutos, para posteriores analises.

5.6.1 Analises bioquimicas

As determinagbes de alanina transaminase (Ul/ L), aspartato transaminase
(UI'L), colesterol total (mg/ dl), HDL-colesterol (mg/ dl), LDL-colesterol (mg/ dl),
glicose (mg/ dl), triglicerideos (mg/ dl), creatinina (mg/ dl) e uréia (mg/ dl) foram
realizados utilizando kits comerciais enzimaticos especificos da Labtest® no
analisador automatizado Labmax 240 (Labtest, MG, BRASIL).

5.6.2 Analises hormonais

A insulina animal plasmatica foi determinada pelo método de
radioimunoensaio e os seus resultados foram expressos em mcU/ ml (DPCimmulite
2000R, Los Angeles, EUA).

5.7 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Ao final do ensaio (28° dia), foram coletadas amostras de 6rgados vitais
(pancreas, rim e figado). Estes foram pesados e avaliados macroscopicamente.
Posteriormente, foram acondicionadas em formaldeido 10% (v/v) por 7 dias para o
preparo de laminas histologicas.

Os fragmentos foram processados de acordo com as técnicas para incluséo
em blocos de parafina, cortados em micrétomo a 3-4 micrometros e corados pela
técnica da Hematoxilina-Eosina (H.E.). Os o6rgaos foram avaliados quanto a

presencga ou nao de alteragdes histopatoldgicas.
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5.8 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os resultados foram representados como média e desvio-padrao. Os
testes estatisticos foram avaliados pelo software SPSS 13.0 para Windows®.

Foi realizada a analise de normalidade das variaveis utilizando o teste de
Shapiro-Wilk e, apds, devido a normalidade constatada nas variaveis, foi aplicado o
teste estatistico ANOVA de uma via, considerando significancia de p<0.05. Para
identificar as diferengas significativas foi utilizado o teste Post-hoc Student-Newman-

Keuls.
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6 RESULTADOS

6.1 EVOLUCAO PONDERAL

Os dados da evolugdo de peso corporeo dos animais sao expostos na

Figura 6.
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Figura 6 - Efeito do Baccharis dracunculifolia no peso corporeo dos animais.

Controle tween - CT; controle Baccharis - CB; controle diabéticos - CDT,; diabéticos sulfoniluréia - DS;
diabéticos Baccharis 50 mg - DB50; diabéticos Baccharis 100 mg - DB100; diabéticos Baccharis 200
mg - DB200 e diabéticos Baccharis 200 mg + sulfoniluréia - DB200S. Valores de peso corporeo em
gramas durante o experimento; Dia O representa inicio do tratamento. Dados representam a média
+ DP (n=56). (a,b,c) letras diferentes s&o estatisticamente diferentes entre os grupos (p<0.05;
StudentNewman-Keuls apds ANOVA oneway).

A partir do 7° dia de pesagem apds o inicio do tratamento, houve (Figura 6)
diferenca estatistica em favor do maior volume de peso corpéreo em gramas entre
5,3% e 15,0% para o grupo CT (376,1 g; p<0.05) e de 13,4% a 23,8% no grupo CB
(405,0 g; p<0.05) na comparagao com o grupo diabético ndo tratado CDT (346,8 g;
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p<0.05) e diabéticos tratados nas doses DB50 (339,4 g; p<0.05), DB100 (357,0 g;
p<0.05), DB200 (327,0 g; p<0.05) e DB200S (334,0 g; p<0.05). Somente o grupo DS
(372,7 g) n&o apresentou diferenga estatistica com os grupos n&o diabéticos nesse
momento de avaliagao.

Na avaliagdo de peso corporeo nos dias 14 e 21, os grupos controle nao
diabéticos (CT e CB) permaneceram demonstrando valores superiores de peso
corpéreo entre 4,1% a 21,1% (14° dia) e 11,8% a 29,9% (21° dia) para CB (p<0.05) e
de 11,5% a 29,7% (142 dia) e 18,3% a 37,5% (212 dia) para CT (p<0.05) na
comparagao com os demais grupos diabéticos (tween, sulfoniluréia e extrato da
planta).

Ao final do tratamento (28° dia), os grupos nao diabéticos CT (16,7% a
41,1%; 390,9 g; p<0.05) e CB (21,9% a 47,3%; 408,0 g; p<0.05) ainda tiveram um
maior peso corpéreo em gramas quando comparados aos demais grupos diabéticos
avaliados.

Salienta-se que o grupo CDT, a partir do 14° dia até ao fim do experimento
demonstrou em média de 3,6% a 27,4% (p<0.05) menor peso corpéreo quando
comparado aos demais grupos avaliados nesse trabalho. Vale ressaltar que no 28°
dia, os grupos DB50 (14,8%; 318,0 g; p<0.05) e DB100 (15,9%; 321 g; p<0.05),
apresentaram valores de peso corpdreo superiores ao grupo diabético tween - CDT
(277,0 g; p<0.05), mostrando ao final do experimento uma minimizagcéo da perda de
peso corpdéreo em gramas nesses grupos tratados com o extrato da planta B.

dracunculifolia, especialmente nessas dosagens inferiores.
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6.2 CONSUMO ALIMENTAR

Os resultados de consumo alimentar podem ser verificados na Figura 7.
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Figura 7 - Efeito do B. dracunculifolia no consumo alimentar dos animais.

Controle tween - CT; controle Baccharis - CB; controle diabéticos - CDT,; diabéticos sulfoniluréia - DS;
diabéticos Baccharis 50 mg - DB50; diabéticos Baccharis 100 mg - DB100; diabéticos Baccharis 200
mg - DB200 e diabéticos Baccharis 200 mg + sulfoniluréia - DB200S. Valores de consumo de ragéo
em gramas durante as 04 semanas do experimento. Dados representam a média + DP (n=56).
(a,b) letras diferentes séo estatisticamente diferentes entre os grupos (p<0.05; StudentNewman-Keuls
ap6s ANOVA oneway).

Quanto ao consumo alimentar de ragdo (semana 1), ndo houve (Figura 7)
diferenca estatistica entre os grupos avaliados nesse primeiro momento. Ja na
semana 2, constatou-se diferenca estatistica do grupo CB (116,0 g; p<0.05) com os
demais grupos avaliados, em favor de uma diminuigdo entre 5,7% e 20,5% (p<0.05)
no consumo de ragao pelo grupo CB nessa comparagao.

Para a semana 3 foram observadas diferengas estatisticas entre os grupos
DB50 (125,0 g; p<0.05) e CDT (148,0 g; p<0.05), com elevagao do nivel de consumo
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de ragao de 18,4% (p<0.05) do grupo diabético CDT na comparagao com o grupo
DB50.

Ao final do tratamento (semana 04), novamente o grupo CB (121,0 g;
p<0.05) demonstrou 14,8% menor consumo de ragdo em gramas na comparagao
com o grupo DB 200 (142,0 g; p<0.05) nessa avaliagao.
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6.3 INGESTAO HIDRICA

A ingestao hidrica semanal dos animais ao longo do tratamento esta descrita

na Figura 8.
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Figura 8 - Efeito do Baccharis dracunculifolia na ingestédo hidrica dos animais.

Controle tween - CT; controle Baccharis - CB; controle diabéticos - CDT,; diabéticos sulfoniluréia - DS;
diabéticos Baccharis 50 mg - DB50; diabéticos Baccharis 100 mg - DB100; diabéticos Baccharis 200
mg - DB200 e diabéticos Baccharis 200 mg + sulfoniluréia - DB200S. Valores de ingestao hidrica
em mililitros durante as 04 semanas do experimento. Dados representam a média + DP (n=56).
(a,b,c) letras diferentes sédo estatisticamente diferentes entre os grupos (p<0.05; StudentNewman-
Keuls apés ANOVA oneway).

Nao verificou-se (semana 1) diferenga estatistica entre todos os grupos
diabéticos analisados. Entretanto, observou-se uma menor ingestdo hidrica dos
grupos CB (169,0 ml; p<0.05) e CT (162,0 ml; p<0.05) na associagao com 0s grupos
diabéticos nessa avaliagao.

Na semana 2, houve diferenga estatistica entre os grupos diabéticos planta
DB50 (435,0 ml; p<0.05), DB100 (425,0 ml; p<0.05), DB200 (455,0 ml; p<0.05) e



34

DB200S (405,0 ml; p<0.05) tanto com os grupos nao diabéticos CT (172,0 ml;
p<0.05) e CB (157,0 ml; p<0.05) como em relagéo ao grupo diabético - CDT (590,0
ml; p<0.05), onde os grupos tratados com extrato de B. dracunculifolia (DB5O,
DB100, DB200 e DB200S) mostraram uma minimizagcdo da ingestao hidrica,
especialmente na comparagao com o grupo diabético nao tratado (CDT).

A partir da semana 3, os grupos DB50 (395,0 ml; p<0.05), DB100 (385,0 ml;
p<0.05) e DB200S (370,0 ml; p<0.05) foram estatisticamente diferentes dos demais
grupos, apresentando valores intermediarios entre os grupos nao diabéticos CT
(167,0 ml; p<0.05) e CB (159,0 ml; p<0.05) e o grupo controle diabético CDT (560,0
ml; p<0.05) até o fim do experimento (semana 4).

Ressalta-se que o grupo CDT (570,4 ml; p<0.05), a partir da semana 2 até a
semana 4, mostrou uma maior ingestao hidrica em relagdo aos outros grupos
analisados, com uma elevagdo do consumo de agua em 39,6% (p<0.05), 45,0%
(p<0.05), e 47,7% (p<0.05), na comparagao com os grupos DB50 (408,6 ml;
p<0.05), DB100 (393,3 ml; p<0.05) e DB200S (386,0 ml; p<0.05), respectivamente.



35

6.4 GLICEMIA CAPILAR

Os dados referentes a avaliagdo semanal da glicemia capilar ao longo do
experimento (21 dias), estdo dispostos na Figura 9.
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Figura 9 - Efeitos de B. dracunculifolia na glicemia capilar durante o periodo
experimental.

Controle tween - CT; controle Baccharis - CB; controle diabéticos - CDT,; diabéticos sulfoniluréia - DS;
diabéticos Baccharis 50 mg - DB50; diabéticos Baccharis 100 mg - DB100; diabéticos Baccharis 200
mg - DB200 e diabéticos Baccharis 200 mg + sulfoniluréia - DB200S. Valores de glicemia capilar
durante o experimento; Dia 0 representa inicio do tratamento. Dados representam a média + DP
(n=56). (a,b,c) letras diferentes séo estatisticamente diferentes entre os grupos (p<0.05; Student-
Newman-Keuls apés ANOVA oneway). As medidas foram realizadas apds 12h de jejum alimentar.

A partir do 7° dia de tratamento, houve uma diminuigdo dos niveis de glicose
capilar nos grupos que receberam o extrato da planta, DB50 (33,5%; 380,0 mg/dI;
p<0.05), DB100 (41,3%; 336,0 mg/dl; p<0.05), DB200 (30,1%; 400 mg/dl; p<0.05) e
DB200S (45,3%; 313,0 mg/dl; p<0.05) em comparagao com o grupo diabético tween
- CDT (572,0 mg/dl; p<0.05). A partir do 14° dia o grupo DS (37,0%; 330 mg/dI;



36

p<0.05) também demonstrou redugcédo da glicemia capilar na relagdo com o grupo
CDT (524 mg/dl; p<0.05).

A reducgéo dos niveis de glicemia capilar nos grupos diabéticos tratados com
o extrato de B. dracunculifolia, permaneceram ao longo da semana final de
acompanhamento (21° dia), sendo observadas diferengas estatisticas entre os
grupos DB50 (60,1%; 219,0 mg/dl; p<0.05), DB100 (63,4%; 201,0 mg/dl; p<0.05),
DB200 (54,3%; 251,2 mg/dl; p<0.05), DS (51,7%; 265,5 mg/dl; p<0.05) e DB200S
(57,2%; 235,4 mg/dl; p<0.05) na comparagdo com o grupo CDT (549,4 mg/dl;
p<0.05).

Quanto aos grupos CT e CB, estes mostraram sempre ao longo do estudo
valores lineares e inferiores de glicose capilar (CT=76,0%; p<0.05; CB=75,4%;
p<0.05) na comparagao com os grupos diabéticos em média das 4 verificagdes.

Vale salientar, que ao final da avaliagao (21° dia), os grupos diabéticos que
receberam o extrato DB50 (57,1%; 219,1 mg/dl; p<0.05), DB100 (58,5%; 201,2
mg/dl; p<0.05) e DB200 (55,1%; 251,5 mg/dl; p<0.05) ainda apresentaram uma
importante reducdo dos valores de glicose capilar em comparagdo com os valores

desses mesmos grupos ao inicio do tratamento (dia 0).
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6.5 TESTE ORAL DE TOLERANCIA A GLICOSE (TOTG)

Os resultados indicativos a resposta da glicemia sanguinea dos animais
ap6s o estimulo com concentragcdo padrao de glicose (pds-prandial) sao
apresentados na Figura 10.
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Figura 10 - Evolugéo da glicemia capilar no teste oral de tolerancia a glicose.

Controle tween - CT; controle Baccharis - CB; controle diabéticos - CDT,; diabéticos sulfoniluréia - DS;
diabéticos Baccharis 50 mg - DB50; diabéticos Baccharis 100 mg - DB100; diabéticos Baccharis 200
mg - DB200 e diabéticos Baccharis 200 mg + sulfoniluréia - DB200S. Valores de glicemia capilar
durante o TOTG. Dados representam a média + DP (n=56). (a,b,c) letras diferentes sédo
estatisticamente diferentes entre os grupos (p<0.05; StudentNewman-Keuls ap6s ANOVA oneway).
As medidas foram realizadas ap6s 12h de jejum alimentar.

Os grupos diabéticos DB50 (0 min,= 50,4%; 30 min.= 30,5%; 60 min.=
27,6%; 120 min.= 45,0%; p<0.05), DB100 (0 min,= 46,6%; 30 min.= 36,9%; 60 min.=
33,5%; 120 min.= 40,5%; p<0.05), DB200 (0 min,= 40,3%; 30 min.= 36,5%; 60 min.=
33,7%; 120 min.= 37,9%; p<0.05) e DB200S (0 min,= 42,9%; 30 min.= 40,3%; 60

min.= 36,9%; 120 min.= 43,2%; p<0.05) demonstraram redugdo nos niveis de
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glicemia capilar em todos os pontos da curva (0, 30, 60 e 120 minutos) quando
comparado ao grupo CDT. O grupo DS (0 min,= 37,0%; 120 min.= 18,5%; p<0.05)
apresentou redugao glicémica na associagdo com o grupo CDT apenas ao jejum e
apos 120 minutos

Na avaliagao de jejum e nas quantificagbes 30, 60 e 120 minutos do TOTG,
0s grupos tratados com o extrato DB50 (0 min.= 260,1 mg/dl; 30 min.= 405,4 mg/dI,
60 min.= 432,2 mg/dl, 120min.= 310,0 mg/dl; p<0.05), DB100 (0 min.= 280,4 mg/dI;
30 min.= 368,2 mg/dl, 60 min.= 397,2 mg/dl, 120min.= 335,0 mg/dl; p<0.05), DB200
(0 min.= 313,1 mg/dl; 30 min.= 370,2 mg/dl, 60 min.= 396,2 mg/dl, 120min.= 350,0
mg/dl; p<0.05) e DB200S (0 min.= 299,0 mg/dl; 30 min.= 348,4 mg/dl, 60 min.=
376,5 mg/dl, 120min.= 320,0 mg/dl; p<0.05), apresentaram na curva, valores
glicémicos inferiores ao grupo controle diabético (CDT) e superiores aos grupos nao
diabéticos (CT e CB).



6.6 DADOS BIOQUIMICOS E HORMONAIS

Os parametros bioquimicos avaliados ao final do tratamento sao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Efeitos do Baccharis dracunculifolia nos parametros bioquimicos dos animais (Média £ DP, n=7).
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Grupos
Parametros
Bioquimicos cT CB CDT DS DB50 DB100 DB200 DB200S
Glicose (mg/dl) 103,7 £48,8%% 1152+441%* 5367 +66,9%* 32731885 02688+426°% 2544+3817*% 309.2:794 2367 4+540%%

Colesterol total (mg/dl) 76,6 + 19,2 84,3 +16,3 89,2 +10,7 84,2 + 11,1 78,2+9,2 78,3+ 11,1 79,7 £12,6 792+76

HDL-colesterol (mg/dl) ~ 22,1+9,8 24,8+95 20,3+9,2 23,4 +6,1 214+55 20,1 6,3 21,6+9,2 26,5 + 5,4
LDL-colesterol (mg/dl) 31,3 +20,4 40,7 £ 14,7 41,1+16,5 44,1 +13,6 33,9+12,3 31,5+9,1 31,4 £20,9 31,04+7,7
Triglicerideos (mg/dl) 1068 +25,6™* 94,2+372°% 1898+396%* 1127+245°* 1043+335°* 1038+606>* 1036£401  107,8+367
Creatinina (mg/dl) 0,59 + 0,30 0,60 £ 0,20 0,83 + 0,303’# 0,61 +0,09 0,54 + 0,09b’# 0,61 + 0,10"’# 0,56 + 0,06b’# 0,60 £0,12
Uréia (mg/dl) 40,6 + 13.4%%  524+133%* 1183:262%% 890£302  959+357°* o56+082P* 1044+255 1108346
AST (UI/L) 1242 + 45,2"’# 1458 + 64,4b’# 326,6 + 74,33’# 164,0 £ 74,4 192,0 £ 81,7 208,2 + 85,3 211,4 + 58,5 210,5 + 80,7
ALT (UI/L) 58,2423 7%  773+272°% 3069+871%" 2553897 20114810  2485:935 22254888  2685%765

Controle tween - CT; controle Baccharis - CB; controle diabéticos - CDT; diabéticos sulfoniluréia - DS; diabéticos Baccharis 50 mg - DB50; diabéticos
Baccharis 100 mg - DB100; diabéticos Baccharis 200 mg - DB200 e diabéticos Baccharis 200 mg + sulfoniluréia - DB200S. Os dados foram expressos como
média e DP. (a,b,c) letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre os grupos (os simbolos acima dos numeros indicam as diferengas estatisticas
usando ANOVA, com post test de Student-Newman-Keuls; onde #= p <0,05e *=p<0.01). As medidas foram realizadas apos 12h de jejum alimentar.

Fonte: Dados primarios do experimento.
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Pela analise dos grupos diabéticos (CDT, DB50, DB100, DB200, DB200S e
DS) constatou-se (Tabela 5) diferenga estatistica em favor da redugédo de glicose
(p<0.01), triglicerideos (p<0.05), creatinina (p<0.05) e uréia (p<0.05) na comparagao
dos grupos tratados DB50, DB100, DB200 e DB200S com o grupo diabético nao
tratado (CDT).

Na avaliagao da glicose plasmatica, os grupos DB50 (50,1%; 268,8 mg/dl;
p<0.01), DB100 (52,6%; 254,4 mg/dl; p<0.01) E DB200S (55,9%; 236,7 mg/dl;
p<0.01) apresentaram valores estatisticamente inferiores de glicose plasmatica em
relagdo ao grupo CDT (536,7 mg/dl; p<0.01).

Para os triglicerideos os grupos DB50 (45,0%; 104,3 mg/dl; p<0.05), DB100
(45,3%; 103,8 mg/dl; p<0.05), e DS (40,6%; 112,7 mg/dl; p<0.05) mostraram
reducdo nos niveis de triglicerideos, na comparagao com o grupo diabético nao
tratado - CDT (189,8 mg/dl; p<0.05). Os grupos supracitados apresentaram valores
de triglicerideos préximos aos grupos nao diabéticos CT (106,8 mg/dl) e CB (94,2
mg/dl).

Os grupos diabéticos tratados DB50 (34,9%; 0,54 mg/dl; p<0.05), DB100
(26,5%; 0,61 mg/dl; p<0.05) e DB200 (32,5%; 0,56 mg/dl; p<0.05) mostraram
também uma diminuigao dos niveis de creatinina quando comparados ao grupo CDT
(0,83 mg/dl; p<0.05). Do mesmo modo, na andlise de uréia, pode-se, notar,
novamente nos grupos diabéticos que receberam o extrato da planta DB50 (18,1%;
96,9 mg/dl; p<0.05) e DB100 (19,2%; 95,6 mg/dl; p<0.05) valores inferiores ao grupo
diabético tween - CDT (118,3 mg/dl; p<0.05) nos niveis de uréia constatados ao final
do experimento.

Quanto aos parametros supracitados, vale ressaltar que os grupos com
doses inferiores de extrato da planta (DB50 e DB100) foram os que demonstraram
melhores resultados, tanto em comparagdao com o grupo CDT como com 0s grupos
CT e CB. Contudo, nao houveram diferengas (p>0.05) na comparagao dos grupos
diabéticos tratados com o extrato da planta entre si para os parametros glicose,
triglicerideos, creatinina e uréia.

Ja para os demais parametros bioquimicos avaliados, os grupos diabéticos
também n&o apresentaram diferenca estatistica entre si utilizando-se p<0.05.

Os resultados de insulina plasmatica apds a eutanasia estao representados

na Figura 11.
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Figura 11 - Insulina animal plasmatica ao final do experimento (eutanasia).

Controle tween - CT; controle Baccharis - CB; controle diabéticos - CDT,; diabéticos sulfoniluréia - DS;
diabéticos Baccharis 50 mg - DB50; diabéticos Baccharis 100 mg - DB100; diabéticos Baccharis 200
mg - DB200 e diabéticos Baccharis 200 mg + sulfoniluréia - DB200S. Valores de insulina animal
plasmatica. Dados representam a média + DP (n=56). (a,b,c) letras diferentes sédo estatisticamente
diferentes entre os grupos (p<0.01; Student-Newman-Keuls apés ANOVA oneway). As medidas foram
realizadas ap6s 12h de jejum alimentar.

Ao final do experimento, a insulina plasmatica, apresentou significancia
estatistica (p<0.01) entre os grupos diabéticos avaliados, com concentragbes
elevadas de insulina, para todos os grupos que receberam o extrato de B.
dracunculifolia (DB50, DB100, DB200 e DB200S).

Contudo, entre as trés doses administradas de extrato puro (DB50, DB100,
DB200), observou-se resultados muito préximos e positivos na amplificacédo da
secre¢cdo insulinica nos animais avaliados para os grupos DB50 (81,1%; 1,63
mcu/ml; p<0.01) , DB100 (94,4%; 1,75 mcu/ml; p<0.01) e DB 200 (83,3%; 1,65
mcu/ml; p<0.01), mesmo em doses reduzidas do extrato (DB50), quando comparado
ao grupo CDT (0,90 mcu/ml; p <0.01).

Entre os grupos CB e CT também foram encontradas diferencas
significativas, com niveis superiores de insulina plasmatica para o grupo CB (2,13

mcu/ml; p<0.01) na comparagéao com o grupo CT (2,02 mcu/ml; p<0.01).
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6.7 HISTOLOGIA

Ao longo do periodo de estudo (28 dias), ndo foram visualizadas quaisquer
alteragdes histopatoldgicas ou situagdes atipicas em relagdo aos aspectos clinicos
dos animais saudaveis (grupos CT e CB). Quanto aos animais diabéticos, verificou-
se amplamente os sinais e sintomas clinicos relacionados a patologia induzida (DM),
sobretudo os animais que receberam apenas o tween (grupo CDT).

Nas Figuras 12, 13 e 14 sao expostas as micrografias de cortes
histolégicos de figado, rim e pancreas, respectivamente, em aumento de 400 vezes
a microscopia Optica, com as imagens representativas de componentes histolégicos
dos tecidos avaliados de cada grupo experimental da pesquisa.

Na anadlise qualitativa das laminas micrografadas, verificou-se que as
alteragdes celulares no grupo diabético controle (CDT) avaliado, foram compativeis
com a doenga induzida. Para os grupos de animais nao diabéticos (CB e CT) nao
foram verificadas alteragdes histoldégicas nos tecidos analisados. Os  grupos
diabéticos tratado com extrato da planta e sulfoniluréia (DB50, DB100, DB200,
DB200S e DS) apresentaram dano tecidual de menor intensidade, quando
comparado ao grupo CDT. Nesse contexto, verificou-se qualitativamente uma maior
preservacao dos hepatoéticos e menor acumulo de gordura nos tecidos hepaticos;
menores alteragbes nos aspectos glomerulares e redugdo de lesdes tubulares, de
conteudo hidrico e de comprometimento nuclear no interior celular para o tecido
renal e, uma ampla melhoria na estrutura organizacional celular global do tecido
pancreatico, com minimizagdo de danos relacionados ao volume, numero e fibrose
das ilhotas de Langerhans pancreaticas.

De forma geral, todos os tratamentos, em especial os grupos que
receberam o extrato da planta de forma exclusiva (DB50, DB100 e DB200) foram
eficazes em minimizar possiveis danos teciduais do diabetes instalado ao longo do
experimento, mostrando caracteristicas histolégicas nesse grupos similares aos

animais dos grupos CT e CB.
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Figura 12 - Cortes histologicos de figado dos grupos experimentais.

Micrografias de figado ao final do periodo de 28 dias de tratamento. Micrografias de (A) controle
tween - CT; (B) controle Baccharis - CB; (C) controle diabéticos - CDT; (D) diabéticos sulfoniluréia -
DS; (E) diabéticos Baccharis 50 mg - DB50; (F) diabéticos Baccharis 100 mg - DB100; (G) diabéticos
Baccharis 200 mg - DB200 e (H) diabéticos Baccharis 200 mg + sulfoniluréia - DB200S. Microscopia
Optica, aumento 400X.
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Figura 13 - Cortes histologicos de rim dos grupos experimentais.

Micrografias de rim ao final do periodo de 28 dias de tratamento. Micrografias de (A) controle tween -
CT; (B) controle Baccharis - CB; (C) controle diabéticos - CDT; (D) diabéticos sulfoniluréia - DS; (E)
diabéticos Baccharis 50 mg - DB50; (F) diabéticos Baccharis 100 mg - DB100; (G) diabéticos
Baccharis 200 mg - DB200 e (H) diabéticos Baccharis 200 mg + sulfoniluréia - DB200S. Microscopia
Optica, aumento 400X.
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Figura 14 - Cortes histologicos de pancreas dos grupos experimentais.

Micrografias de pancreas ao final do periodo de 28 dias de tratamento. Micrografias de (A) controle
tween - CT; (B) controle Baccharis - CB; (C) controle diabéticos - CDT; (D) diabéticos sulfoniluréia -
DS; (E) diabéticos Baccharis 50 mg - DB50; (F) diabéticos Baccharis 100 mg - DB100; (G) diabéticos
Baccharis 200 mg - DB200 e (H) diabéticos Baccharis 200 mg + sulfoniluréia - DB200S. Microscopia
Optica, aumento 400X.
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As Figuras 15, 16 e 17 apresentam os achados referentes ao peso dos
orgaos figado, pancreas e rim ao final do experimento.

Em relagao a avaliagdo macroscépica, os animais do grupo CDT mostraram
uma elevagao do volume e peso do figado em 13,8% (14,60 g; p<0.05), do rim em
9,6% (1,68 g; p<0.05) e do pancreas em 34,8% (0,57 g; p<0.05), na comparagao
média com os grupos CB, DB50 e DB100 que apresentaram valores em gramas
para o figado (12,80 g; 12,90 g e 12,80 g), rim (1,50 g; 1,57 g e 1,53 g) e pancreas
(0,40 g; 0,44 g e 0,43 @) respectivamente . Foram constatados, também, palidez
nesses tecidos (CDT) na comparagao com grupos diabéticos plantas (DB50, DB100,
DB200) e, particularmente, com os controles n&o diabéticos (CT e CB).

Nao foram observadas diferengas estatisticas entre CDT apenas com os
grupos diabéticos sulfoniluréia (DS e DB200S) para o tecido hepatico e com os
grupos DS e DB200 para o tecido renal. No péancreas foi constatado um maior
volume pancreatico do grupo CDT (26,7%; p<0.05), quando comparado a todos os

outros grupos avaliados (diabéticos e nao diabéticos).
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Figura 15 - Peso do figado dos animais ao final do experimento (28 dias).

Controle tween - CT; controle Baccharis - CB; controle diabéticos - CDT,; diabéticos sulfoniluréia - DS;
diabéticos Baccharis 50 mg - DB50; diabéticos Baccharis 100 mg - DB100; diabéticos Baccharis 200
mg - DB200 e diabéticos Baccharis 200 mg + sulfoniluréia - DB200S. Dados representam a média +

P (n=56). (a,b) letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre os grupos (p<0.05; Student-
Newman-Keuls apés ANOVA oneway).
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Figura 16 - Peso do rim dos animais ao final do experimento (28 dias).

Controle tween - CT; controle Baccharis - CB; controle diabéticos - CDT,; diabéticos sulfoniluréia - DS;
diabéticos Baccharis 50 mg - DB50; diabéticos Baccharis 100 mg - DB100; diabéticos Baccharis 200
mg - DB200 e diabéticos Baccharis 200 mg + sulfoniluréia - DB200S. Dados representam a média +

P (n=56). (a,b) letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre os grupos (p<0.05; Student-
Newman-Keuls apés ANOVA oneway).
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Figura 17 - Peso do pancreas dos animais ao final do experimento (28 dias).

Controle tween - CT; controle Baccharis - CB; controle diabéticos - CDT,; diabéticos sulfoniluréia - DS;
diabéticos Baccharis 50 mg - DB50; diabéticos Baccharis 100 mg - DB100; diabéticos Baccharis 200
mg - DB200 e diabéticos Baccharis 200 mg + sulfoniluréia - DB200S. Dados representam a média +

P (n=56). (a,b) letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre os grupos (p<0.05; Student-
Newman-Keuls apés ANOVA oneway).
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7 DISCUSSAO

7.1 EVOLUCAO PONDERAL, CONSUMO ALIMENTAR E INGESTAO HIDRICA

Os animais foram acompanhados semanalmente quanto a sua evolugao
ponderal, consumo alimentar de ragao e ingestao hidrica, na comparagao entre os
animais nao diabéticos (CT e CB), diabéticos tratados com planta (DB50, DB100 e
DB200) e/ou hipoglicemiante (DS e DB200S) e diabéticos placebo (CDT).

Na avaliagdo semanal da evolugao ponderal (Figura 6), os grupos
diabéticos, de uma forma geral, mostraram peso corporeo inferior quando
comparados ao controles nao diabéticos (CT e CB), contudo, a partir do 14° dia até
ao fim do experimento o grupo diabético tween (CDT) demonstrou um menor peso
dos animais quando comparado ao demais grupos diabéticos avaliados, com
diferencga estatistica para os grupos DS, DB50 e DB100.

No consumo alimentar, foram visualizados (Figura 7) dados de consumo de
ragdo com valores proximos entre todos os grupos, especialmente ao longo das
duas primeiras semanas avaliadas. Em linhas gerais, pode-se perceber que os
controles n&o diabéticos mostraram menor consumo de ragdo em gramas na
comparagao com o0s outros grupos, onde os animais diabéticos nao tratados
apresentaram um consumo alimentar ligeiramente superior na média e os demais
grupos tratados com o extrato de B. dracunculifolia obtiveram dados intermediarios
com diversas oscilagdes durante as etapas de avaliagao realizadas.

Pela avaliagdo da ingestao hidrica dos animais, notou-se (Figura 8) ao longo
das 4 semanas analisadas, uma maior ingestdo do grupo diabético nao tratado
(CDT), essencialmente a partir da 22 avaliagao (semana b2) até a finalizagdo do
estudo, com valores estatisticamente inferiores de consumo de agua para os grupos
tratados, com énfase para os grupos que receberam as menores doses de
administragéo do extrato (DB50 e DB100).

De maneira geral, os dados supracitados, corroboram com outros estudos
que utilizaram o mesmo modelo experimental, quanto a evolugao de peso corporeo,
consumo alimentar de ragéo e ingestao hidrica de ratos diabéticos e nao diabéticos,
na associagcdo com a agressividade e caracteristicas observadas no diabetes
induzido nesse experimento (TAKADA et al., 2007; SOUZA et al., 2009; SALES et
al., 2010; GANDHI et al., 2012, LOBATO, 2014; PEREIRA, 2014).
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Salienta-se que na presente pesquisa, foram observadas melhorias ao longo
do periodo subcrbnico, nos 3 parametros de desenvolvimento animal avaliados,
sobretudo quanto a evolugao de peso corpéreo e de ingestdo hidrica na comparagéao
dos animais que receberam o extrato da planta nas suas diferentes doses com o

grupo de animais diabéticos tween (CDT).

7.2 GLICEMIA CAPILAR E TESTE ORAL DE TOLERANCIA A GLICOSE (TOTG)

A glicemia capilar em jejum foi verificada durante 4 momentos (inicio, dia 07,
14 e 21) ao longo do experimento, onde foi observado pelo tratamento com o extrato
da planta B. dracunculifolia uma redugao dos niveis de glicose capilar ao jejum dos
grupos tratados, especialmente a partir da 2?2 verificagdo (72 dia) até o fim do
acompanhamento (212 dia), principalmente no que tange a comparagao das doses
inferiores do extrato (50 e 100 mg), na relagdo com os animais diabéticos nao
tratados.

No que se refere ao teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), todos os
grupos tratados com B. dracunculifolia em suas diferentes doses e associagdes
apresentaram niveis de glicemia capilar estatisticamente diferentes dos demais
grupos, mostrando valores de glicose capliar entre os grupos nao diabéticos (CT e
CB) e o grupo controle diabético (CDT), e também valores inferiores aos animais que
receberam, de forma exclusiva, o hipoglicemiante sulfoniluréia.

Dessa forma, sugere-se que a atividade antinflamatdria e antioxidante
presente no extrato da planta B. dracunculifolia, pode ter levado a redugado da
glicemia capilar tanto em jejum ao longo dos 21 dias, como também na avaliagdo
pelo TOTG (0, 30, 60 e 120 minutos), especialmente aos grupos tratados (DB50,
DB100 e DB200), inclusive com resultados de glicose capilar similar ou mesmo
inferior na comparagdo com o grupo que recebeu exclusivamente a sulfoniluréia
(DS) e estatisticamente inferior ao grupo diabético néo tratado (CDT) em ambas as
avaliacbes.

Essas atividades bioativas e potencialmente hipoglicemiantes presentes nas
plantas do géneros Baccharis e, por consequéncia, em Baccharis dracunculifolia,
sdo advindas da sua composigdo quimica, essencialmente pela presengca de
compostos fendlicos, como os acidos fendlicos e flavondides cumarinas, que seriam

importantes adjuvantes para a reducédo da glicemia e demais prote¢bes aos danos
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causados pela agressividade do modelo de diabetes induzido (MENEZES, 2005;
ABAD; BERMEJO, 2007; LEMOS, 2007; TAKADA et al., 2007; ANSARULLAH et al.,
2011).

7.3 DADOS BIOQUIMICOS E HORMONAIS

O modelo de indugdo de diabetes por meio da STZ, gera inumeros
comprometimentos nas fungdes renais, hepaticas e pancreaticas, devido a
agressividade do diabetes instalado, levando a alteragbes severas em parametros
bioquimicos e componentes morfoldgicos e funcionais desses 6rgaos (ZAFAR et al.,
2009; PEREIRA, 2014).

Esses efeitos corroboram com o observado no presente trabalho, onde
evidenciou-se niveis elevados (p<0.05) para as analises de creatinina, uréia e
enzimas hepaticas (AST e ALT) no grupo diabético (CDT) nao tratado com o extrato
de B. dracunculifolia. Os grupos tratados exclusivamente com a planta nas
concentragbes inferiores (DB50 e DB100), apresentaram redugdao de creatinina
(p<0.05) e uréia (p<0.05). Houve também uma melhora da fungdo morfoldgica e
estrutural no tecido renal constatado pela avaliagdo qualitativa, na comparagédo com
o grupo CDT. Em relagao as enzimas hepaticas (AST e ALT), apesar de nao se
verificar diferenga estatistica, para os resultados de comparagédo entre diabéticos
tratados e nao tratado, observou-se (Tabela 5), uma redugao nos niveis de enzimas
hepaticas dos grupos tratados em suas diversas doses e associagdes, quando
comparados ao grupo diabético tween.

Os dados sugerem, uma minimizagdao dos danos teciduais e maior
preservacgao do funcionamento hepatico e renal nos animais diabéticos tratados com
extrato da planta, sobretudo nos grupos DB50 e DB100, associando os efeitos
positivos do uso subcrénico do extrato metandlico de Baccharis dracunculifolia frente
a esses parametros avaliados (RESENDE et al., 2012; REZENDE et al., 2014).

Na medicina tradicional e na etnofamarcologia, varias plantas sé&o
amplamente estudadas e utilizadas para comprometimentos em tecidos hepaticos,
renais e pancreaticos, com comprovagao cientifica consolidada. Exemplos sdo a
Vernonia polyanthes, Allium cepa, Bredemeyera floribunda, Allium sativum,
Eugenia uniflora, Phalaris canariensis, Phyllanthus niruri e Polymnia sonchifolia e

outras inumeras plantas do género Baccharis como Baccharis megapotamica,
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Baccharis incarum, Baccharis trimera, Baccharis trinervis, Baccharis salicifolia,
Baccharis crispa, Baccharis. coridifolia, Baccharis grisebachii, Baccharis tricuneata e
Baccharis dracunculifolia (VERDI et al., 2005; LEITE, 2009; PINHEIRO et al., 2011 ).

Verificou-se (Tabela 5) niveis aumentados de triglicerideos (p<0.05) para o
grupo CDT, na comparagao com os demais grupos, com destaque, novamente, aos
animais que receberam o extrato da planta em doses inferiores (DB50 e DB100).
Vale salientar, que os grupos diabéticos tratados com a planta ainda mostraram
valores de triglicerideos proximos aos niveis observados nos grupos nao diabéticos
(CT e CB).

Assim, o aumento nos niveis de ftriglicerideos, associado a elevagédo de
enzimas hepaticas e do colesterol total sdo comumente visualizadas em animais
com diabetes, essas alteragdes sugerem forte indicativo de disfungdo hepatica, com
implicagdes graves no que se refere a esteatose e necrose celular nesse 6rgao
(GHOSH;SURYAWANSHI,2001; TRIPATHI;SRIVASTAVA, 2006; REZENDE et. al,
2014). Entretanto, este efeito ndo foi observado nessa pesquisa (Tabela 5) para o
colesterol total, bem como suas fragdes avaliadas (HDL e LDL), ao contrario do que
foi observado para o triglicerideos nessa mesma avaliagdo comparativa,
principalmente para o animais tratados com doses de 50 mg e 100mg de extrato da
planta.

Diversos estudos sugerem que o efeito antioxidante presente em algumas
plantas, como na Baccharis dracunculifolia, pode estar intimamente relacionado com
a redugao nos parametros de lipidios sanguineos. Tais efeitos poderiam estar
relacionado com a otimizagdo da hidrdlise de alguns tipos de lipoproteinas, sendo
justificado essencialmente pela grande presenca de flavondides que atuariam
modulando o trabalho de algumas enzimas, como por exemplo a lecitina colesterol
aciltransferase (DA SILVA, 2001; LEMOS, 2007; WANI, 2011; KIM, 2012; RESENDE
et al., 2012).

Outros estudos em modelo animal e humano sugerem que a atividade
antioxidante presente na composicao do extrato de B. dracunculifolia, também esta
relacionada com uma reducgao de glicemia plasmatica em jejum ou melhores niveis
de absorgéo da glicose pés-prandial. Os compostos fendlicos, com destaque para a
artelipina C presente em Baccharis dracunculifolia, podem levar ao aumento da
captacao de glicose, em decorréncia da elevagao de expressado génica e proteica de

GLUT-1 e GLUT-4, propiciando um melhor controle glicémico e consequentemente
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menores riscos e danos associados com as desordens metabdlicas visualizadas no
diabetes e suas morbidades (ANSARULLAH et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2014; REZENDE et al., 2014).

Efeitos similares, foram evidenciados nesse trabalho no que se refere a
analise de glicose plasmatica em jejum, onde verificou-se (Tabela 5) uma redugao
dos niveis de glicose em jejum (p<0.01) dos animais tratados com o extrato de B.
dracunculifolia nos grupos DB50 e DB100, na comparagao com o grupo CDT. Mais
uma vez, as doses inferiores (50 mg e 100 mg / kg peso corpéreo) apresentaram um
efeito importante para a melhoria em niveis bioquimicos nos animais, igualmente ao
verificado para os parametros bioquimicos creatinina, uréia e triglicerideos.

A atividade antioxidante constatada no extrato metandlico de Baccharis
dracunculifolia, também mostra-se efetiva para a amplificagdo de secrecgéo insulinica
em animais obesos e diabéticos (HOCAYEN, 2012; PEREIRA, 2014). Similarmente
aos resultados de insulina plasmatica constatados no presente trabalho (Figura 11),
onde todos os grupos diabéticos tratados com B. dracunculifolia, tiveram niveis
aumentados para a liberagdo insulinica nos grupos tratados com as trés doses
administradas de extrato puro (DB50, DB100 e DB 200). Destaca-se que a partir da
dose de 50 mg/ kg de peso corporeo (DB50), ja houve uma excelente resposta na
amplificacdo da secregao de insulina na comparagdo ao grupo diabético tween
(CDT) e, por consequéncia, também verificou-se niveis de insulina proximos ao
grupo nao diabético tween (CT).

Resultados que concordam com outros trabalhos, que ja verificaram uma
elevagdo da secrecgao insulinica em modelos animais de diabetes e obesidade,
através do tratamento com diferentes tipos de formulagdes a base de plantas
medicinais de forma exclusiva ou associada a outros compostos farmacolégicos
(DORNAS et al., 2009; WU et al., 2013, HOCAYEN et. al, 2015).

A presenca de diversos componentes antioxidantes no extrato da planta,
como flavonodides e compostos fendlicos, com destaque para a artelipina C, podem
ter propiciado, por meio de mecanismos ainda ndo totalmente elucidados, uma
amplificacdo da secregao insulinica e uma maior protegdo a danos teciduais nos
animais diabéticos tratados com extrato nas diferentes doses administradas,
mostrando haver similaridade na agao secretagoga, mesmo em doses inferiores (50
e 100mg / kg peso corpéreo) relatados em outros estudos com o mesmo protocolo
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experimental (ALENCAR et al., 2005; SIMOES-PIRES et al, 2005; RESENDE et al.,
2012; REZENDE et al., 2014).

Hocayen (2012), avaliando um tratamento crénico em doses diarias de 400
mg / kg peso corporeo do extrato metandlico B. dracunculifolia em um modelo
animal de obesidade induzida por glutamato monossddico, demonstrou em ilhotas
de péancreas isoladas uma indugao de até 100% na liberagdo de insulina nesses
animais obesos. De forma similar, Pereira (2014), também desenvolveu um estudo
com protocolo experimental analogo ao realizado nesse trabalho, administrando o
extrato de Baccharis dracunculifolia por 28 dias em doses de 400 mg / kg peso
corporeo em um modelo de diabetes induzido por STZ. Foi verificado nesse
trabalho, diferenca estatistica na liberagao de insulina entre os animais diabéticos,
onde os animais tratados com a dose de 400 mg / kg peso corpéreo da planta,
obtiveram concentragdes superiores, quando comparados ao grupo diabético salina,
sugerindo uma melhoria na liberagédo insulinica em decorréncia das substancias
antioxidantes presente na planta avaliada.

Os estudos de Hocayen (2012) e Pereira (2014), mostraram dados
relacionados a amplificagdo de secregao insulinica por intermédio do tratamento
com B. dracunculifolia, e sua provavel agdo na redugao do estresse oxidativo
oriundo da patologia induzida. Esses resultados corroboram com a presente
pesquisa, especialmente no que se refere a maximizacao de liberagéo insulinica e
niveis satisfatérios dos parametros bioquimicos, observados nos grupos tratados
com o extrato da planta e, por consequéncia, uma aparente diminuicdo do estresse
oxidativo nesses animais. Destaca-se que esses efeitos foram verificados em doses
muito inferiores de aplicagdo do mesmo extrato (B. dracunculifolia), com
concentragcbes de 04 e 08 vezes inferiores (50 mg e 100 mg / kg peso corporeo) as

doses mencionadas (400 mg / kg peso corporeo) nos trabalhos supracitados.

7.4 HISTOLOGIA

Na avaliagdo qualitativa histolégica foram verificados contrastes em relagéo
as estruturas morfolégicas nos tecidos hepaticos, renais e pancreaticos,
particularmente, nos animais diabéticos tween e diabéticos tratados com as diversas
doses e associagdes do extrato da planta e da sulfoniluréia. No grupo diabético
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tween (CDT) foram detectados danos e alteragbes histoldgicas, que ja eram
esperados devido a indugao do diabetes pelo modelo de STZ.

Em relagao a avaliagédo do tecido hepatico (Figura 12), pode-se notar que os
animais dos grupos CT e CB, apresentavam hepatdcitos organizados em fileiras,
delimitadas por tecido conjuntivo, que continham capilares sinusoides. Estes
apresentam morfologia tipica, citoplasma abundante, de aspecto homogéneo e
nacleo em posigdao central no citoplasma. Ja para o grupo CDT, observou-se
alteragdes morfolégicas brandas no citoplasma dos animais diabéticos, como
aspecto vacuolar, devido a presenga de goticulas de lipidio e deslocamento do
nucleo para a periferia da célula. Em contrapartida, todos os tratamentos, em
especial os grupos que receberam o extrato da planta B. dracunculifolia (DB50,
DB100, DB200 e DB200S) foram eficazes em reverter o acumulo de gordura,
apresentando caracteristicas histolégicas semelhantes aos animais CT e CB
(MONTENEGRO; FRANCO, 2004; ROBBINS et al., 2005).

No tecido renal (Figura 13) foram verificadas algumas alteragbes
relacionadas com o diabetes induzido. Observou-se um desarranjo global na
organizagao do tecido renal avaliado (grupo CDT), com consequente acumulo
hidrico intracelular, deslocamento nuclear e elevagao da relagao nucleo/ citoplasma.
Ainda, foi verificado alteragbes nos aspectos glomerulares com a presenga de
algumas lesbes tubulares e, também, no intersticio celular (ROBBINS et al., 2005;
BOGLIOLO; BRASILEIRO FILHO, 2006).

Quanto ao tecido pancreatico (Figura 14), pbde-se constatar cortes
histolégicos de pancreas, composto por células glandulares exécrinas e enddcrinas.
As células da ilhota se coram menos intensamente pela técnica de Hematoxilina e
Eosina quando comparadas as células acinosas. As ilhotas sao formadas por células
arredondadas, organizadas em corddes cercados por capilares sanguineos
responsaveis por transportar seus horménios. Envolvendo a ilhota e separando-a da
porcao exoécrina restante ha uma fina camada de tecido conjuntivo. A porgao
exocrina possui ductos de diferentes calibres e porgdes secretoras com formas
arredondadas (ROBBINS et al., 2005). No que se refere aos achados histoldgicos do
presente estudo, pode-se verificar uma estrutura organizacional celular global
bastante comprometida, apresentando reducéo do tamanho e niumero das ilhotas de
Langerhans com aparente fibrose em ilhotas remanescente e, por consequéncia,

uma penetracao de leucécitos nas regido das células acinares, especialmente pela
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comparagao dos animais diabéticos nao tratados (CDT) com os demais grupos que
receberam o extrato da planta em suas diferentes doses e/ou associagbes
(COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 2000; ROBBINS et al., 2005)

Contudo, os componentes histolégicos avaliados (figado, rim e pancreas)
dos grupos de animais nao diabéticos (CT e CB) mostraram, de maneira geral,
normalidades nas morfologias teciduais nos 6rgaos analisados.

Os resultados da avaliagao histolégica evidenciadas na presente pesquisa,
concordam com Rezende et al. (2014), que avaliando camundongos tratados com
extrato das folhas de Baccharis dracunculifolia, em doses de 50 e 100 mg/ kg de
peso corporeo, constatou-se que o extrato de folhas utilizado apresenta
propriedades hepatoprotetoras in vivo, propiciando caracteristicas histolégicas
proximas a normalidade nos animais tratados, com efeitos compativeis a silimarina,
um farmaco hepatoprotetor consolidado.

Pelas avaliagbes histologicas qualitativas (Figuras 12, 13 e 14) e de volume
em gramas (Figuras 15, 16 e 17) dos 6rgaos analisados, percebeu-se que todos os
tratamentos com extrato da planta foram efetivos em minimizar os danos e
alteragdes oriundos da evolugédo do diabetes induzido por STZ na comparagao com
0 grupo diabético tween, em especial as doses com concentragdes inferiores do
extrato de B. dracunculifolia (DB50 e DB100). Dessa forma, esses achados
histologicos verificados corroboram com os demais parametros avaliados nesse
trabalho, sobretudo no que diz respeito aos efeitos positivos do extrato metandlico
de Baccharis dracunculifolia sobre os parametros histolégicos analisados.

7.5 CONSIDERAGCOES FINAIS

O presente trabalho relacionou um modelo experimental de indugdo de
diabetes por STZ em ratos wistar, frente a um tratamento com extrato metandlico da
planta regional Alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia) em diferentes doses e
associagbes. Esse experimento teve o intuito de verificar o impacto desse extrato
sobre os marcadores bioquimicos, hormonais e histolégicos e demais alteragdes no
desenvolvimento e comportamento animal ao longo de um periodo subcrbnico de
acompanhamento.

No modelo de indugéo de diabetes utilizado (modelo quimico - STZ), foram

observados uma série de modificagcbes metabdlicas e estruturais, que geram
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inimeros comprometimentos ao desenvolvimento animal, com provaveis alteragdes
nos marcadores bioquimicos glicémicos e lipidicos e por consequéncia agravos nos
parametros relacionados aos tecidos renal, hepatico e pancreatico (MISHRA et al
2011; PATTABIRAMAN; MUTHUKUMARAN, 2011; MISHRA et al. 2012; VERMA et
al., 2012).

No periodo subcrénico desenvolvido, ao longo de 28 dias, foi possivel
constatar as diversas modificagbes bioquimicas, hormonais, histolégicas e de
desenvolvimento e sua compatibilidade com o esperado para o diabetes
experimental induzido nos animais, ao qual implicou em uma série de alteragbes
metabdlicas e fisioldgicas caracterizando a patologia induzida por meio da STZ que
foram indispensaveis para a efetivagao desse estudo.

Em linhas gerais, os achados apresentados nesse trabalho corroboram com
as avaliagbes de outros estudos preliminares (HOCAYEN, 2012; PEREIRA, 2014;
HOCAYEN et. al; 2015), especialmente no que tange a melhoria dos marcadores
bioquimicos, hormonais e histolégicos dos animais nos grupos tratados com o
extrato da planta B. dracunculifolia, mesmo em suas doses inferiores quando
comparados com os animais diabéticos sem o tratamento.

Diante do contexto apresentado nesse estudo, sugere-se maior viabilidade e
aplicabilidade desse extrato em doses menores (50 mg e 100 mg) ou mesmo pelo
isolamento de substancias bioativas presentes no B. dracunculifolia para estudos
posteriores, com a possibilidade de formulagcdo futura de um medicamento ou
produto natural de baixo custo e de facil acesso a populagéo, visando assim uma
diminuicdo dos danos causados pelo diabetes, bem como os gastos governamentais
com tratamentos e procedimentos, legitimando, dessa forma, por meio de uma
proposta interdisciplinar, a utilizagdo empirica de uma planta medicinal regional,
cotidianamente utilizada em nossas comunidades por diversas geragdes para o
enfrentamento de um grave problema de saude publica que acomete os mais

diversos contextos comunitarios.
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8 CONCLUSAO

A partir da avaliagcdo dos resultados obtidos por meio deste trabalho, pode-

se concluir que:

O extrato metandlico da planta Baccharis dracunculifolia promove redugao
dos niveis de glicose capilar ao jejum e pds-prandial em animais induzidos a
diabetes por STZ nas diferentes doses administradas, inclusive nas doses
inferiores de 50 mg e 100mg;

Houve diminuicdo de valores de glicose plasmatica, triglicerideos, creatinina
e uréia em ratos STZ induzidos e tratados com o extrato da planta,
especialmente nas concentragdes inferiores (50 mg e 100 mg);

Nas diferentes doses administradas o extrato metandlico de Baccharis
dracunculifolia apresenta aparente protecao de danos em érgaos (figado,
rins e pancreas) de animais diabéticos induzidos, por meio da analise
qualitativa histolégica;

Os ratos tratados com a planta apresentam concentragées superiores de
liberagao insulinica em todas as doses administradas do extrato (50, 100 e
200 mg).

A pesquisa apresenta dados que permitem almejar uma melhor viabilidade e

aplicabilidade do extrato da planta Baccharis dracunculifolia a nivel populacional

para futuras formulagdes de farmacos ou de produtos naturais. Destaca-se que as

doses inferiores (50 mg e 100 mg/kg de peso corpdreo) de tratamento tem efeitos

positivos similares as concentragbes superiores administradas frente ao danos

causados pelo modelo de inducdo do diabetes em animais utilizados nesse

experimento.

Esse trabalho possibilitou ainda, a aplicacdo e correlagdo de diversos

conhecimentos cientificos de forma interdisciplinar com o intuito da legitimagéo do

senso comum por meio da utilizagcdo de uma planta medicinal, muito comum no uso

comunitario regional em prol do enfrentamento de uma patologia presente em todos

os contextos populacionais.
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10 ANEXOS

Anexo 1 - Carta de aprovagéao do projeto de pesquisa - CEUA/UNICENTRO

a Universidade Estadual do Centro-Oeste

Reconhecida pelo Decrets Estadual n 3.444, de B de agosio de 1997

COMITE DE ETICA EM USO DE ANIMAIS - CEUA/UNICENTRO

Oficio n° 0082014 = CEUA/UNICENTRO Guarapuava, 10 de Junho de 2014
Senhor Pesquisador,

1. Comunicamos que o projeto de pesquisa intitulado: “Efeito da ingestdo cromica em
diferentes doses de extrato de Baccharis dracunculifelia sobre marcadores bioquimicos, hormonais
¢ imunolégicos em um modelo animal de diabetes”, parecer 008/2014 foi analisado e considerado
APROVADO pelo Comité de Etica em Uso de Animais de nossa Instituicdo no dia 06 de Junho de
2014,

2. Em atendimento 3 Resolucdo 196/96 do CNS, deverd ser encaminhado ao CEUA o relatério
final da pesquisa e a publicagio de seus resultados; para acompanhamenio do mesme.

3. Observamos ainda que se mantenha a devida atencio aos Relatorios Parciais e Finais na
seguinte ordem:

= Os Relatérios Parciais deverio ser encaminhados ao CEUA assim que tenha
transcorrido um ano da pesquisa.

- s Relatérios Finais deverio ser encaminhados ao CEUA em até 30 dias apdés a
conclusio da pesquisa.

Qualquer alteracio na pesquisa que foi aprovada, como por exemplo, nimeros de
su}euus local, periodo, etc. deverd ser necessariamente enviada uma carta justificativa para a
andlise do CEUA.
Pesquisador: Bruno M. Soares

Atenciosamente,

Ao Senhor
Prof. Bruna M. Soares
UNICENTRO-CEDETEG
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Anexo 2 - Exsicata da planta Baccharis dracunculifolia (Herbario - Museu Botanico

Municipal de Curitiba)

Prefeitura Municipal de Curitiba

Secretarin Municipal do Meio Ambiente

Superintendéncia de Obras ¢ Servigos

Departamente  de  Produgio  Vegetal

m do Museu Botdmico Municipal
Av, Eng. Outajs Reguaki, o n

CURITIBA i fiiesm
ACIDADE Ba GENTE ::.mk

DECLARACAOD

Declaro para os fins que se fizerem m&ﬁnnﬁq‘m foi tembada no acervo do Herbdrio do Museu
.. Boténico Municipal (Herbirio MBM) unia exsicata de uma planta coletada por Samarah Perszel de

Freitas.

i A referida_planta, conhecida pcpula.mmrte como "ALECRIM-DO-CAMPO™ pertence & familia
s T j.‘kqmm;seu nome cientifico éﬂmbdmr&dfwmﬂ;ﬁﬂam

“Yoi eoletada no Campus da Universidade:Estadual do: C&‘nru Oeste — UNICENTRO, municipio de
g Guvﬁ%aaﬁmna no dia IM,‘_IHZ!}M amdb;d;nh&ﬁdaﬂeiobmﬁmm Osmar dos Santos Ribas
L em 1

Receben, como registio de mmbamenm, 0 niimero 33&3?4 e ea@i “depositada no acervo do Herbério
MBM a disposigéio da comunidade cientifica | para tod‘ﬂs*e quaisquer eventuais consultas,

~Olliitiba, 17 de abril de 2014

| Osmart an i
M ;fc Divisio do Muse'u Bmﬁmcu Municipal

B ‘Curador do Herbario MBM
e
S mM .

-Caixa Postal 1142
80.001-970 — Curitiba — Parana — Brasil



