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RESUMO

A carqueja amarga (Baccharis trimera) € a segunda planta mais citada na
literatura cientifica como apropriada para o tratamento da diabetes melitus tipo 2
(DM2). Apesar disso, 0s compostos responsaveis pelas propriedades medicinais
dessa planta (p. ex.: acao hipoglicemiante) ainda nao foram identificados de fato.
Algumas dessas propriedades podem estar associadas aos compostos terpénicos de
seu Oleo essencial (p. ex.: carguejol). Dessa forma, o presente estudo teve por objetivo
avaliar a influéncia da ingestdo do 6leo essencial de cargueja amarga sobre o
metabolismo de ratos diabéticos, com énfase no controle glicémico e do perfil lipidico.
O estudo foi desenvolvido durante 8 semanas com 20 ratos Wistar machos, divididos
em quatro grupos de 5 individuos: Grupo 1 (NDV) = controle ndo diabético + veiculo
para o 6leo essencial; Grupo 2 (NDO) = controle nao diabético + 6leo essencial; Grupo
3 (DV) = ratos diabéticos + veiculo para o 6leo essencial; Grupo 4 (DO) = ratos
diabéticos + Oleo essencial. Os ratos do grupos 1 e 2 foram alimentados com dieta
normal, enquanto que os ratos dos grupos 3 e 4 foram alimentados com uma dieta
hiperlipidica/hipercal6rica, durante as 3 primeiras semanas. No 22° dia foi
administrado 35mg/Kg de estreptozotocina aos ratos dos grupos 3 e 4. A partir da 6°
semana, ambos 0s grupos passaram a receber dieta normal. A glicemia de jejum dos
animais foi monitorada semanalmente. No ultimo dia do experimento (572 dia),
realizou-se a eutanasia dos ratos e analise do seguintes parametros bioquimicos:
glicemia de jejum, insulinemia, hemoglobina glicada, triglicerideos, colesterol total,
HDL-colesterol e LDL-colesterol. Os ratos diabéticos desenvolveram uma
hiperglicemia marcante, que provocou uma taxa de glicacdo de hemoglobinas elevada
em relacdo aos grupos controles ndo diabéticos. Os ratos diabéticos também
desenvolveram uma dislipidemia caracterizada principalmente pela
hipertrigliceridemia. O 6leo essencial de carqueja mostrou potencial para agir como
um agente hipotrigliceridémico. Novos testes, com um n amostral maior e um tempo
de tratamento superior a 3 semanas, devem ser realizados para confirmacéo da acao
anti-dislipidémica e para verificacdo de uma possivel acdo hipoglicemiante desse 0Oleo

essencial.

Palavras — chaves: ratos Wistar, diabetes mellitus tipo 2, 6leo essencial de carqueja,

acao hipotrigliceridémica.



ABSTRACT

The bitter carqueja (Baccharis trimera) is the second most cited plant in the scientific
literature as appropriate type 2 diabetes mellitus (DM2) treatment. Despite this, the
compounds responsible for the medicinal properties of this plant (e.g., hypoglycemic
action) have not yet been identified. Some of these properties can be associated with
the terpene compounds of its essential oil (e.g., carquejol). Thus, the present study
aimed to evaluate the influence of the intake of bitter carqueja essential oil on the
metabolism of diabetic rats, with emphasis on glycemic control and lipid profile. The
study was developed for 8 weeks and with 20 male Wistar rats, divided into four groups
of 5 individuals: Group 1 (NDV) = non-diabetic control + vehicle for essential oil; Group
2 (NDO) = non-diabetic control + essential oil; Group 3 (DV) = diabetic rats + vehicle
for the essential oil; Group 4 (OD) = diabetic rats + essential oil. The rats in groupsl
and 2 were fed a normal diet, while the rats in groups 3 and 4 were fed a
hyperlipid/hypercaloric diet for the first 3 weeks. On the 22 nd day 35mg/kg of
streptozotocin was administered to the rats of the groups 3 and 4. From the 6th week,
both groups started to receive normal diet. The fasting glycemia of the animals was
monitored weekly. On the last day of the experiment (57 th day), rats were euthanized
and the following biochemical parameters were analyzed: fasting glycemia,
insulinemia, glycated hemoglobin, triglycerides, total cholesterol, HDL cholesterol and
LDL cholesterol. Diabetic rats developed hyperglycemia, which resulted in elevated
hemoglobin glycation rate when compared to the non-diabetic control groups. Diabetic
rats also developed dyslipidemia characterized primarily by hypertriglyceridemia.
Carqueja essential oil showed potential to act as a hypotriglyceridemic agent. New
tests, with a larger sample size and a treatment time greater than 3 weeks, should be
performed to confirm the anti-dyslipidemic action and to verify a possible hypoglycemic

action of this essential oil.

Key words: Wistar rats, type 2 diabetes mellitus, carqueja essential oil,
hypotriglyceridemic action.
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1. INTRODUCAO
1.1 Diabetes - visao geral

A Diabetes Mellitus é uma doenca cronica ndo transmissivel de proporgdes
mundiais. Ela afeta mais de 370 milhdes de pessoas, com projecoes de aumento
significativas para as proximas décadas (BAYNES; DOMINICZAK, 2015). Segundo a
Sociedade Brasileira de Diabetes (2017), 6,9% da populacdo é diabética, o que
corresponde a aproximadamente 13 milhdes de brasileiros.

Ao contrario do que se pode imaginar, a diabetes mellitus ndo é uma patologia
que afeta exclusivamente a sociedade contemporanea. Admite-se que a doencga ja
existia na antiguidade, isso porgue relatos egipcios indicaram a existéncia de uma
doenca que era caracterizada pela emissdo abundante e frequente de urina. Esse
sintoma, conhecido como polidria, constitui, junto com a polidipsia e a polifagia, a
triade classica de sintomas dessa doenca (TSCHIEDEL, 2010).

A relacao entre diabetes e aclcar comecou a ser estabelecida em 1675, quando
Thomas Willis, médico londrino, descobriu que a urina dos pacientes diabéticos era
doce apos provar a urina de um paciente. Mathews Dobson, cerca de um século
depois, confirmou experimentalmente a presenca de altos niveis de aculcar na urina
dos pacientes diabéticos quando notou que o aguecimento da urina desses pacientes
até o ressecamento formava um residuo acucarado. Ainda no século XVIII Cullen
sugeriu a adicdo do termo mellitus, que significa doce como mel, ao home dessa
patologia. Em 1815, o quimico Francés Michael Chevreal demonstrou que esse
acucar era a glicose (AHMED, 2003; TSCHIEDEL, 2010). A glicose representa cerca
de 80% do produto da digestdo de carboidratos e é a fonte de energia mais importante
do organismo humano. (BAYNES; DOMINICZAK, 2015).

A diabetes é uma doenca crbnica associada a defeitos na producao, secrecao
ou acdo do hormdnio proteico insulina. Esses defeitos sdo responsaveis pelo
estabelecimento da principal caracteristica dessa doenca: a hiperglicemia cronica. A
insulina desempenha diversas funcdes fisiologicas (Quadro 1). Sua secrecdo €
estimulada de forma rapida ap0s a ingestao de carboidratos, pois esse horménio é
responsavel pela captacdo celular de glicose em situacdo de hiperglicemia. Além
disso, para dar um destino a glicose captada, a insulina dispara processos que

favorecem a glicolise, glicogénese, lipogénese e a sintese proteica. Em paralelo, a
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insulina promove a supresséao da gliconeogénese, glicogendlise, lipdlise e degradacéo
proteica (BAYNES; DOMINICZAK, 2015; GUYTON; HALL, 2011).

Quadro 1: Efeitos da insulina sobre a glicose sanguinea.

1 Captacao de glicose (musculo, tecido 1t Transportador de glicose
adiposo) (GLUT-4)

1 Captacéao de glicose (figado) 1 Glicocinase (expressao

aumentada)

1 Sintese de glicogénio (figado, masculo) 1 Glicogénio-sintase

| Degradacdo de glicogénio (figado, | Glicogénio-fosforilase
musculo)

1 Glicdlise, produgcao de Acetil-CoA (figado, 1 PKF-1
musculo) t Complexo da piruvato-

desidrogenase
1 Sintese de Acidos Graxos (figado) 1 Acetil-CoA-carboxilase
1 Triacilglicerol (tecido adiposo) 1 Lipase lipoproteica
(Fonte: NELSON; COX, 2014).

Existem diversos tipos de diabetes, sendo os tipos 1 e 2 os principais (BAYNES,;
DOMINICZAK, 2015; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017-2018). Na
diabetes tipo 1 (DM1) se observa uma producédo de insulina deficiente ou nula como
resultado de um processo autoimune de destruicdo das células B-pancreéticas
produtoras de insulina. Os linfécitos T auto reativos reconhecem o0s antigenos
autélogos, presentes nas células B-pancreéticas (Figura 1), como antigenos estranhos
ao organismo, por isso promovem a destruicdo dessas células. Em geral, a DM1 se
desenvolve ainda na infancia e adolescéncia, porém é possivel que ela se manifeste
na idade adulta. Também é comum que o estimulo para o desenvolvimento desse
processo autoimune seja disparado pela exposicdo de individuos geneticamente
propensos a infecgdes virais. (ABBAS; LITCHMAN, PILLAI, 2015; GUYTON; HALL,
2011)



llhota de Acinos
Langerhans  pancreaticos

Célula delta

Célula alfa

Célula beta

Figura 1: Anatomia de uma ilhota de Langerhans.

(Fonte: Guyton; Hall, 2011).

Dentre todas as formas de diabetes conhecidas atualmente, a mais comum e
recorrente € a diabetes mellitus tipo 2 (DM2), que corresponde a 90% dos casos de
diabetes diagnosticados em todo o mundo (BAYNES; DOMINICZAK, 2015;
SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017-2018). Esse tipo de diabetes (DM2)
€ caracterizado principalmente pela resisténcia a acdo da insulina observada nos
tecidos periféricos. Essa resisténcia a insulina leva a um aumento da producao e
secrecdo desse hormonio pelas células B-pancreéticas, o que pode levar, em um
primeiro momento, ao surgimento de uma hiperinsulinemia antes mesmo do
aparecimento da hiperglicemia. Em individuos n&o diagnosticados e,
consequentemente, ndo tratados, ou ainda em pacientes tratados inadequadamente,
esse aumento na secrecao da insulina pode levar a uma exaustao das células beta e,
em longo prazo, a sua destruicdo. Se isso acontecer, pode ser necessario comecar a
tratar o paciente com DM2 com insulina exdgena, tal como se faz com a DM1 (ADA,
2017; DE MARIA, MOREIRA & MARCILIO, 2011; KHARROUBI & DARWISH, 2015).

Um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento da DM2 é a
obesidade. Individuos obesos apresentam um estado de inflamacao cronica de baixo
grau e, por conta disso, expressam altas concentragdes de citocinas pré-inflamatorias
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como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e as interleucinas 1 e 6 (IL-6 e IL-1),
produzidas, nesse caso, principalmente pelos adipdcitos, embora também possam ser
produzidas em menores quantidades nos macrofagos, masculo e figado. Estudos
demonstram que o TNF-a reduz a autofosforilacdo insulina-estimulada do receptor de
insulina — IRS (receptor do tipo tirosina quinase) em 20 a 50%, além de reduzir
também a fosforilagdo em residuos de tirosina no substrato proteico desse receptor,
o Insulin Receptor Substrate-1 (SRI-1). Esta ultima redugcdo acontece a partir da
ligacdo do TNF- a ao seu receptor de membrana, que ativa a via JNK (ou a via do
complexo IKKB), que leva a fosforilacdo de residuos de serina no IRS-1. De forma
semelhante, a ligacao de IL-6 ao seu respectivo receptor de membrana, ativa a via de
sinalizacao JAK/STATS3, resultando na inibicao da fosforilacdo de IRS-1 pelo receptor
de insulina. Dessa forma, ambas as vias podem levar a uma ubiquitinacdo aumentada
/ degradacao proteossomica do IRS-1 ou a diminui¢do da sua capacidade de ativar a
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) que, por sua vez, é entdo incapaz de ativar a via
PKBJ/Akt; responsavel por fosforilar a proteina AS160 do GLUT4, promovendo sua
translocacdo para a membrana e consequente aumento da captacao intracelular de
glicose. Portanto, a inibicdo dessa cascata de sinalizacdo leva a diminuicdo da
sensibilidade dos tecidos periféricos (principalmente adiposo, muscular e hepatico) ao
hormonio, caracterizando a resisténcia a insulina (Figura 2). Além disso, o TNF-a
também esté envolvido na regulacéo negativa da expressao do GLUT-4 (transportador
de glicose) e de alguns fatores de transcri¢cdo envolvidos ho metabolismo de lipideos
e glicidios no adipécito, como o PPAR-y e o C/EBPa (BOURET; LEVIN; OZZANE,
2015; DE GODOY-MATOS, 2006; DE MARIA, MOREIRA & MARCILIO, 2011).
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Insulina

IL-6 TNFa

\

Figura 2 - Alteragdes de algumas vias de sinalizagdo da insulina que levam a resisténcia
periférica a acdo do hormdnio. Do lado esquerda da figura esta representada a acao (sistémica ou
até mesmo local) da Angiotensina Il na ativacdo do complexo enziméatico NADPH-oxidase,
desencadeando um estresse oxidativo que d& origem as espécies reativas de oxigénio (ROS),
responsdaveis por ativar e translocar o fator de transcricdo NF-kB para o ndcleo. Este Gltimo, uma vez
no nacleo, estimula a transcricdo, producgéo e liberacéo de citocinas, como TNF-a e IL-6. A ligacédo de
IL-6 a0 seu respectivo receptor de membrana, ativa a via de sinalizacdo JAK/STAT3 que, por sua vez,
ativa SOC3, resultando na inibicdo da fosforilagcdo de IRS-1 pelo receptor de insulina. De forma
semelhante, a ligacdo de TNF-a ao seu receptor de membrana, ativa a via JNK, que leva a fosforilagéo
de residuos de serina no IRS-1, diminuindo sua fosforilagdo em residuos de tirosina. Dessa forma,
ambas as vias podem levar a uma ubiquitinacdo aumentada/degradacéo proteossdmica do IRS-1 ou a
diminuicdo da sua capacidade de ativar PI3K que, por sua vez, € entdo incapaz de converter PIP2 em
PIPs e, consequentemente, de ativar a via PKB/Akt; responsavel por fosforilar a proteina AS160 do
GLUT4, promovendo sua translocacdo para a membrana e consequente captacdo intracelular de
glicose; contribuindo, assim, para o estabelecimento da resisténcia a insulina (MIINEA et al., 2005; WEI
et al., 2007). Ang Il, angiotensina Il; Oz, oxigénio molecular; ROS, espécies reativas de oxigénio; NF-
kB, fator nuclear kappa B; TNF-a, fator de necrose tumoral-a; IL-6, interleucina-6; jak, Janus quinase;
STATS, Signal transducer and activator of transcription 3; SOCS3, supressor de sinalizacéo de citocina
3; JNK; c-Jun aminoterminal quinase; IRS-1, substrato do receptor de insulina-1;PI3K, proteina
fosfatidilinositol-3-quinase;PIP,, fosfatidilinositol-4,5-bifosfato;PIPs; fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato;
PKB/Akt, proteina quinase B; GLUT-4; transportador de glicose-4.

(Fonte: Adaptado Caio Janior, 2017. Disponivel em: <https://goo.gl/sbPUQV>).
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Conforme mencionado, em um individuo normal os efeitos metabdlicos principais
da insulina seriam: o aumento da captacao de glicose, principalmente nos tecidos
muscular e adiposo, aumento da sintese de proteinas (tecido muscular esquelético),
triglicerideos (tecido adiposo) e glicogénio (figado) e, portanto, bloqueio da protedlise,
lipdlise e da producdo hepatica de glicose (via diminuicdo da glicogendlise e
gliconeogénese).

As citocinas pro-inflamatorias, uma vez que inibem a cascata de sinalizacdo da
insulina geram resisténcia a acao do hormdénio nos tecidos periféricos, isso acaba por
favorecer a glicogendlise e a glineogénese no figado, a protedlise no musculo e a
lipdlise no tecido adiposo. Devido a essa lipdlise aumentada nos adipdcitos, ocorre
entdo um processo de lipotoxicidade, onde ha uma alta concentracdo de acidos
graxos saturados no sangue, resultando numa maior captacdo celular e,
consequentemente, acumulo desses acidos e de seus metabdlitos (diacilglicerol,
acetil-CoA e ceramidas) nos tecidos muscular esquelético e hepético (Figura 3). No
tecido muscular esquelético esse acumulo resulta na ativacdo da proteina quinase-
teta (teta-PKC) que fosforila o SRI-1 em residuos de serina e, portanto, reduz sua
associacao a proteina PI3K, alterando mais uma vez a via intracelular de sinalizacdo
da insulina (Figura 3). Ja no tecido hepético, como supracitado, ocorre uma inibicao
da captacéo de glicose, além da falha em suprimir os processos de gliconeogénese e
glicogendlise, colaborando para a hiperglicemia (Figura 3) (DE GODOY-MATOS,
2006; DE MARIA, MOREIRA & MARCILIO, 2011; BOURET, LEVIN & OZANNE,
2015).

A Musculo
B Figado

AGL Insulina Glicose
AGL Insulina Glicose

Figura 3 - Lipotoxicidade dos Acidos Graxos Livres nos Tecidos Muscular e Hepatico. A.:
Musculo. Do lado esquerdo da figura esta representado o aumento de AGL no sangue que, ao entrar
na célula, sofre conversdo a LCCoA. Em condi¢cdes basais, o LCCoA seria transportado para a

mitocéndria para sofrer o processo de B-oxidacao, entretanto, em concentracfes elevadas de glicose
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plasmatica, este processo é inibido e as concentragBes citosolicas de LCCoA se encontram
aumentadas, levando a sua conversdo em DAG. Este Ultimo faz a ativacao da enzima PKC-8 que, por
sua vez, leva a fosforilacdo de SRI-1 em residuos de serina, diminuindo a ativacéo de PI3K e, portanto,
blogueando a via PKB/Akt de translocacao da GLUT4 para a membrana plasmatica. O bloqueio desta
via (PKB/Akt) leva, ainda, a incapacidade desta de fosforilar e consequentemente ativar a enzima
GSKa3, responsavel por converter glicose em glicogénio. B.: Figado. A esquerda da figura observa-se
gue o excesso de AGL esta sendo convertido em LCCoA, como supracitado, além da conversdo de
LDN em LCCoA. Novamente ha a conversao de LCCoA em DAG que, por sua vez leva a ativacédo de
PKC-¢ (especifica do figado), que fosforila IRS-1 em residuos de serina, resultando no bloqueio da via
PKB/Akt. Além da inibicdo da conversdo de glicose a glicogénio pela inativacdo da GSK3, como ja
citado, a inibicdo dessa via no figado leva ainda, a sua incapacidade de fosforilar e consequente
inativagao do fator de transcricdo FOXO, o que possibilita que esse seja translocado para o nucleo e
aumente a expressdo de G6Pase e PEPCK, enzimas envolvidas no processo de gliconeogénese
(HABER et al., 2001; RAGHEB & MEDHAT, 2011; SOLINAS, BOREN & DULLO, 2015; LU & HUANG,
2015). AGL, acidos graxos livres; LCCoA, acil-CoA de cadeia longa; DAG, diacilglicerol; PKC-8,
proteina quinase-teta; SRI-1, substrato 1 do receptor de insulina; PI3K, fosfatidilinositol (3,4,5)-
trifosfato; PKB/Akt, proteina quinase B; GSK3, glicogénio sintase quinase 3; LDN, lipidios de novo;
FOXO, forkhead box O; G6Pase, glicose-6-fosfatase; PEPCK, fosfoenolpiruvato carboxiquinase.

(Fonte: Adaptado de Caio Junior, 2016. Disponivel em: <https://goo.gl/o2hweG>).

A dislipidemia diabética € geralmente determinada por um aumento da geracéo
de lipoproteinas de baixa densidade (LDL-colesterol), combinado a uma concentracao
aumentada de triglicerideos plasméticos (TG) e a uma reducédo da lipoproteina de alta
densidade (HDL-colesterol). Esses fatores associados, por sua vez, sdo denominados
de dislipidemia aterogénica. Um tratamento intensivo focado na reducao da pressao
arterial, da glicemia e da LDL pode levar a uma reducao significativa do risco de
eventos cardiovasculares (em até 50%), sendo de extrema importancia para garantir
a qualidade de vida e a longevidade do paciente com DM2 (DE GODOY-MATOS,
2006; ALAM, KAMUR & VERMA, 2015; VALENSI, 2016).

A DM2 é uma doenca com carater progressivo, isso quer dizer que se
desenvolve através dos anos. Por isso sua ocorréncia se da na idade adulta,
costumeiramente a partir dos 40 anos de idade, segundo a Sociedade Brasileira de
Diabetes (2015-2016). Essa doenca € motivo de grande preocupacdo e alvo de
diversos estudos, porque além das propor¢cdes mundiais que assumiu, ela € uma
doenca que pode gerar diversas complicacbes graves, podendo comprometer o
sistema renal, cardiovascular e até os nervos. (BAYNES; DOMINICZAK, 2015;

GUYTON; HALL, 2011; PEDROSA; VILAR; BOUTON, 2014). Essa doenca pode
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progredir de forma silenciosa, por isso € recomendado que se faca o rastreamento da
doenca (Quadro 2) em individuos assintométicos que se enquadrem nos grupos de
risco (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017-2018).

Quadro 2: Indicacao para rastreamento de DM2 em individuos assintomaticos.

Individuos com idade = 45 anos: todos.

Individuos com idade < 45 anos; sugere-se rastreamento de DM2 em
individuos com sobrepeso ou obesidade e que apresentem mais um fator
de risco para DM dentre os seguintes:

* Pré-diabetes;

* Historia familiar de DM (parente de primeiro grau);

* Ragal/etnia de alto risco para DM (negros, hispanicos ou indios);

* Mulheres com diagnoéstico prévio de DMG;

* Histéria de doenga cardiovascular;

* Hipertensao arterial;

* HDL-c < 35 mg/dL e/ou triglicérides > 250 mg/dL;

* Sindrome de ovarios policisticos;

* Sedentarismo;

* Acantose nigricans.

DM: diabetes mellitus; DMG: diabetes mellitus gestacional; HDL-c: colesterol da lipoproteina de
alta densidade.

(Adaptado: Diretrizes da sociedade brasileira de diabetes 2017-2018.)

A DM2 ainda nédo tem cura, mas tem tratamento. A dieta é o tratamento primario
guando se detecta a doenga, e mesmo em casos mais complexos, quando se inclui o
uso de medicamentos (hipoglicemiantes orais e agentes anti-dislipidémicos), ela
continua sendo um elemento fundamental no controle da diabetes. Como
mencionado, em casos mais extremos, a insulina exdégena também pode ser utilizada
pelo individuo com DM2 para garantir o controle glicémico (FERREIRA; CAMPOS,
2014; RANG; et al., 2013).

Apesar dos diversos tratamentos disponiveis, 0s estudos mostram um

decréscimo continuo no controle da diabetes, o que demonstra que o tema esta longe
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de ser esgotado, e € preciso buscar alternativas. Nesse contexto, o uso de ervas
medicinais para tratamento complementar ou alternativo dessa doenca tem

demonstrado ser uma estratégia promissora (RANG,; et al., 2013).

1.2 Ervas medicinais

A utilizacdo de ervas para tratar e prevenir doencas é uma antiga pratica
humana. Sociedades com pouca forca econdmica costumam ter dificuldade de acesso
a servicos assistenciais médico e farmacéutico e, por isso, recorrem as plantas com
maior frequéncia (BORGES; BAUTISTA; GUILERA, 2008; MINISTERIO DA SAUDE,
2009).

Em Alma-Ata, 1978, a Organizacdo Mundial da Salude expressou sua posi¢cao
sobre o0 uso de plantas medicinais, deixando clara a necessidade de valorizacéo da
utilizacéo de plantas medicinais no ambito sanitario. Considera-se que 80 por cento
da populacdo mundial faz uso de plantas medicinais ou de seus preparados no que
se refere a atencao primaria a saude. Nesse sentido, os paises em desenvolvimento,
como o Brasil, merecem destaque, pois possuem aproximadamente 67% da
biodiversidade vegetal encontrada no mundo (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Mais
de 50 mil espécies de plantas ja foram catalogadas no Brasil. Essa diversidade inclui
plantas nativas e estrangeiras. O uso dessas plantas medicinais esta bastante
enraizado na cultura brasileira, como heranca das culturas africana e indigena (SILVA,
2017).

Ha o interesse em desenvolver e fortalecer a fitoterapia no SUS (Sistema Unico
de Saude). O Ministério da Saude (MS) reconhece a importancia do estudo das
plantas medicinais e do conhecimento popular a esse respeito. Em 2006, quando
publicou uma Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, cujas diretrizes
evidenciam a estruturacao e fortalecimento das cadeias produtivas locais, objetivando
reduzir a dependéncia do Brasil no setor de medicamentos fitoterapicos, ressaltou a
necessidade de catalogar conhecimento tradicional sobre plantas medicinais e buscar
sua validacdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2009; OLIVEIRA; ROPKE, 2016).

Dentre as vantagens do desenvolvimento das pesquisas farmacoldgicas com as
plantas medicinais podemos citar: o fato de serem uma fonte inesgotavel para o
desenvolvimento cientifico, capaz de gerar lucro; o aprimoramento do conhecimento

by

tradicional com grande alcance social, garantindo retorno a populagdo; e a
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possibilidade de utilizacdo variada dessas plantas medicinais, como cha, material
macerado, sUMOs ou sucos, xaropes e pogdes (SILVA, 2017; SIXEL; PECINALLI,
2005).

No Brasil, atualmente, observa-se o fendmeno de envelhecimento populacional.
Como consequéncia disso, a busca por terapias menos onerosas para tratar doencas
cronico-degenerativas, como a DM2, mostra-se crescente. Diversas plantas
demonstraram carater hipoglicemiante. Dessa forma, 0 uso de fitoterapicos para o
tratamento de pacientes com DM2 pode ser uma forma opcional de terapia, com
menores custos, cujos beneficios podem ser, no minimo, complementares aos
produzidos pela terapia convencional (BORGES; BAUTISTA; GUILERA, 2008).

1.3 Carqueja (Baccharis trimera)

Carqueja € um nome vulgar que se refere a diversas espécies do género
Baccharis. Essas plantas séo utilizadas com frequéncia para tratamento de disturbios
relacionados ao trato digestivo (BORGES,; et al., 2008; BELTRAME; et al., 2009). A
Baccharis trimera é a espécie de carqueja mais estudada, estando incluida na
farmacopeia brasileira. E, também, conhecida como carqueja-amarga, carqueja-
amargosa ou cargueja-do-mato (BELTRAME, 2009). Apesar da difusdo do uso dessa
erva medicinal para fins relacionados ao sistema digestorio, ja foram relatadas
diversas outras acdes farmacoldgicas para essa espécie, tais como atividade
relaxante muscular, anti-hepatotoxica, anti-inflamatoria, analgésica, antimutagénica,
anti-helmintica e anti-reumatica. Ela também é usada para tratar problemas renais, de
ma circulagdo sanguinea e diabetes (BELTRAME, 2009; SILVA, 2004). De acordo
com Borges, Bautista e Guilera (2008), a carqueja amarga (Baccharis trimera) é a
segunda planta mais citada por seus efeitos hipoglicemiantes, perdendo apenas para
a pata de vaca (Bauhinia forficata).

Os flavonoides (quercetina, luteolina, genisteina, naringenina, cianidina,
epicatequina) estdo entre os metabdlitos secundarios encontrados em maior
guantidade na Baccharis trimera e sao indicados como potencialmente responsaveis
por varias de suas atividades terapéuticas. Outro grupo de destaque com relacéo ao
potencial bioativo é aquele formado por alguns compostos diterpénicos (nao
constituintes do 6leo essencial dessa erva) e suas lactonas: bacrispina, 1-desoxi-

bacrispina, 4cido hautriwaico e sua lactona, malonil clerodanos. Por ultimo, podemos

17



destacar o grupo bioativo dos compostos terpénicos, presentes no 6leo essencial das
folhas dessa planta (MARQUES, 2008).

Os Oleos essenciais sdo utilizados em diferentes seguimentos industriais
(farmacéutico, de alimentos e de cosméticos) e compreendem misturas complexas de
compostos volateis (principalmente compostos terpénicos) extraidos das glandulas
secretoras de diferentes partes das plantas, como folhas e flores. A classificagdo dos
compostos terpénicos é feita de acordo com o numero de carbonos de suas
moléculas: isoprenos ou hemiterpenos (5C), monoterpenos (10C), sesquiterpenos
(15C); diterpenos (20C); sesterpenos (25C); triterpenos (30C); tetraterpenos (40C) e
polisoprendides (nC). Os métodos de extragdo mais comumente utilizados para a
obtencdo desses Oleos essenciais sdo a destilacdo, compressao e extracdo com
solventes. Desses métodos, destaca-se o processo de destilacdo conhecido como
hidrodestilacdo ou destilacao por arraste de vapor. Esse método consiste na imersao
do material vegetal em agua fervente, resultando na formacdo de vapores de agua
gue carreiam os compostos volateis do 6leo essencial. Apdés condensacdo, esses
compostos se separam da fase aquosa por decantacdo. Para o desenvolvimento
dessa técnica é frequente o uso do aparelho de Clevenger. O processo € de baixo
custo e oferece grande praticidade (PRINS, 2006).

Na Baccharis trimera, os estudos sobre os componentes do seu 6leo essencial
sdo bem menos abundantes do que os estudos sobre, por exemplo, a fracdo
flavonoide. Em comparacdo com outros grupos de substancias podemos dizer que
esses compostos terpénicos tém sido relativamente negligenciados, apesar de alguns
possuirem acao farmacoldgica cientificamente comprovada e, também, potencial
toxico. A carqueja amarga (Baccharis trimera) possui varios compostos terpénicos
bioativos em seu 6leo essencial: a-pineno, [(-pineno, palustrol, ledol, nerolidol,
espatulenol, carquejol, acetato de carquejila, dentre outros (AMARAL et al., 2010). O
espatulenol, por exemplo, possui acdo citotoxica e bactericida (LIMBERGER et al.,
2004). O a-pineno e B-pineno também possuem acao bactericida (MOOKDASANIT et
al., 2003). O carquejol, administrado em ratos de forma intraperitoneal, foi capaz de
reduzir os niveis de colesterol sanguineo de 5 — 10% (ABREU, 1994). Além disso,
esse composto (carquejol) e seu éster (acetato de carquejila) também sao
considerados marcadores quimicos importantes da Baccharis trimera (SILVA et al.,
2013).
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi verificar a influéncia da ingestdo do oleo
essencial de carqueja amarga (Baccharis trimera) sobre o metabolismo de ratos

diabéticos, sobretudo no controle glicémico e no perfil lipidico.
Como objetivos especificos, o0 presente estudo buscou:

(1) Adquirir 6leo comercial de carqueja amarga para o desenvolvimento do
estudo;

(2) avaliar a toxicidade desse 6leo comercial;

(3) induzir ratos Wistar a diabetes tipo 2 com dieta hiperlipidica/hipercalérica e
pequena dose de estreptozotocina,

(4) monitorar a glicemia de jejum, hemoglobina glicada (HbA1c), perfil lipidico
(triglicerideos, colesterol total, HDL e LDL colesterol) e insulinemia dos grupos
controle e teste.

3. METODOLOGIA

3.1 Aprovacao da pesquisa

O presente estudo foi realizado apds a aprovacao do projeto pela Comissao de
Etica no uso de Animais da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro -
UNIRIO (c6digo de registro - CEUA-UNIRIO/2012014-2).

3.2 Animais

Foram adquiridos 20 ratos Wistar machos de 2 meses de idade, oriundos do
Centro Multidisciplinar para Investigac&o Bioldgica na Area de Ciéncia em Animais de
Laboratorio da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/UNICAMP).

Os animais passaram por uma semana de adaptacéo, onde foram mantidos em
caixas plasticas (maximo 3 animais por caixa) no biotério do departamento de
Ciéncias Fisiolégicas da UNIRIO. As luzes eram mantidas acesas durante o periodo
diurno e apagadas durante o periodo noturno (12h/12h), para evitar alteracdes do ciclo

circadiano. A temperatura do ambiente foi mantida a 24°C.

19



3.3 Racoes

Dois tipos de ragéo foram ofertados aos ratos, de acordo com 0 grupo a que
pertenciam. A racdo, aqui chamada de normal (RN), era da marca NUVILAB®
ALIMENTO COMPLETO e foi obtida da empresa QUIMTIA S.A. (Parana, Brasil). A
racdo hipercalorica/hiperlipidica (RHH) foi produzida, com base no método
apresentado por Estadella et al. (2011), no laboratério LACAPA/UNIRIO durante o
desenvolvimento do trabalho de concluséo de curso da aluna Andressa Monteiro Terra
(curso de graduacédo em biomedicina).

Para o preparo da RHH foram utilizados os seguintes ingredientes: RN,
chocolate ao leite SICAO do grupo Barry Callebaut (MG, Brasil), amendoim sem pele
e sem sal da empresa Nova Geracdo Comestiveis Ltda (Casas Pedro) (R.J., Brasil) e
biscoito Maizena® da Indastria de Produtos Alimenticios Piraque S.A. (Piraqué) (R.J.,
Brasil); esses alimentos foram misturados na proporcéo de 3:2:2:1 (m/m), utilizando
agua potéavel (1,5 L para cada 3,0 Kg de mistura) para auxiliar o processo. A racao foi
moldada e colocada em estufa a 200°C durante 24 horas para secagem.

Com base nas informacdes disponiveis em seu roétulo, foi possivel estabelecer a
composicao centesimal da RN. A composicao centesimal da RHH foi estimada com
o auxilio de tabelas de composi¢do de alimentos. Para o calculo do valor cal6rico
dessas racfes considerou-se que 1 g de carboidrato é capaz de gerar cerca de 4 kcal
de energia, 1 g de proteinas produz também cerca de 4 kcal de energia e, por ultimo,

que 1 g de lipidios gera cerca de 9 kcal de energia.

3.4 Estreptozotocina

Para a inducdo da diabetes mellitus também foi utilizada, em associa¢do a RHH,
a estreptozotocina em tampao citrato (pH = 4,4) na concentracdo de 35 mg/kg de
massa corporal. A estreptozotocina é capaz de provocar a morte das ceélulas -
pancreaticas (SZKUDELSKI, 2001).

3.5 Oleo essencial de carqueja (Baccharis trimera)
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Os animais foram tratados diariamente por gavage com uma dose de Oleo
essencial de carqueja (Baccharis trimera), diluida em solucdo aquosa de Tween 80 a
0,01%, correspondente a 20 mg/kg de massa corporal. A dose oferecida aos animais
foi estabelecida com base na analise da toxicidade desse 6leo, determinada pelo teste
da Artemia salina. O Oleo essencial em questédo foi adquirido da empresa LASZLO
(LOTE 0814).

3.6 Teste de Toxicidade com Artemia salina

O teste de toxicidade aguda em Artemia salina foi realizado através da
metodologia de Meyer et al. (1982) adaptada. Uma solucdo salina (dgua do mar
retirada da praia de Itacoatiara-Niterdi-Rio de Janeiro) foi filtrada e usada como meio
para a eclosao dos ovos de Artemia salina. Os ovos foram colocados por 48 horas na
solucéo salina filtrada para eclodirem. Nesse periodo, houve aeragdo constante a
temperatura ambiente e iluminacao artificial com lampada do tipo LED branca. Para a
execucao do teste, foram separadas 10 larvas de A. salina para cada tubo de ensaio.
Em seguida, foram transferidas aliquotas de 100uL das solugdes aquosas
(microemulsdes) do 6leo essencial de Baccharis trimera em Tween 80 a 0,01% para
tubos de ensaio que foram avolumados para 5 mL, com agua do mar filtrada. Nessas
condi¢fes foram testadas seis diferentes concentra¢des do 6leo essencial: 5, 50, 100,
150, 200 e 300 pg/mL. Cada uma dessas concentracfes foi testada em triplicata,
sendo a contagem dos animais mortos e vivos realizada apos 24 horas. O teste foi
acompanhado de um controle negativo, somente com agua salina, e positivo, com
dicromato de potassio (K2Cr207). Foi feita uma curva de mortalidade para o célculo da
DLso, ou seja, da concentracdo do 0leo essencial capaz de matar 50% da populagéo

estudada.

3.7 Caracterizacao do Oleo essencial da carqueja
O Oleo essencial de carqueja, obtido comercialmente, foi caracterizado
guimicamente por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
durante a execucéo do trabalho de concluséo de curso da aluna Andressa de Oliveira

Costa (Ciéncias Bioldgicas), também pertencente ao grupo LACAPA/LEEM (UNIRIO).
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3.8 Protocolo experimental para avaliacdo da influéncia do consumo do 6leo
essencial de carqueja sobre o metabolismo de ratos diabéticos

O protocolo experimental usado para induzir a DM2 havia sido elaborado
previamente pelo grupo LACAPA/LEEM (UNIRIO), sendo assim foi o protocolo
escolhido para o desenvolvimento deste estudo.

Foram adquiridos vinte ratos Wistar com dois meses de idade. Esses ratos foram
aleatoriamente divididos em 4 grupos de 5 individuos (Grupo 1 (NDV) = controle néo
diabético + veiculo para o 6leo essencial (Tween 0,01% em agua); Grupo 2 (NDO) =
controle ndo diabético + 6leo essencial; Grupo 3 (DV) = ratos diabéticos + veiculo para
0 Oleo essencial; Grupo 4 (DO) = ratos diabéticos + Oleo essencial). Durante uma
semana 0s animais passaram por um periodo de adaptacéo e, posteriormente, foi
realizado o procedimento de inducdo da DM2 experimental com RHH (3 semanas),
seguida da administracdo de pequena dose de estreptozotocina (35mg/Kg de peso
corporal).

A glicemia dos animais foi monitorada semanalmente. Agua e a racédo foram
oferecidas ad libitum e o dleo essencial (20 mg/kg de massa corporal) ou seu veiculo
foram administrados diariamente por intubacado intragastrica (gavagem) sempre no
mesmo horario.

Durante os primeiros 21 dias (trés semanas), a inducédo da diabetes foi feita
utilizando apenas a alimentacdo. Nessa situagao, os ratos dos grupos 1 e 2 receberam
a RN, enquanto os dos grupos 3 e 4 receberam a RHH.

A segunda fase de indug&o da diabetes foi iniciada no 22° dia, quando os ratos
dos grupos 3 e 4 receberam, por via intraperitoneal, uma dose de estreptozotocina,
de 35mg/Kg de massa corporal (SZKUDELSKI, 2001). Essa fase teve duracdo de
duas semanas, e a alimentacao dos ratos foi mantida como estabelecido na fase 1.

A partir da sexta semana, 36° dia, ambos 0s grupos passaram a ser alimentados
com a RN durante as trés semanas seguintes, até o termino do experimento. O
tratamento com o 6leo essencial ocorreu nessa fase.

O experimento teve duragdo total de oito semanas. Apds esse periodo, 0s
animais sofreram eutanasia (por deslocamento da cervical) e seu sangue foi coletado
atraves de puncado cardiaca. Para verificar a influéncia do 6leo no metabolismo dos
ratos diabéticos, foram realizadas analises de diversos parametros bioquimicos em

ambos 0s grupos.
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3.9 Anadlises bioquimicas

Os parametros bioquimicos analisados foram, glicemia de jejum (1),
hemoglobina glicada (HbA1c) (2), perfil lipidico (triglicerideos (3), colesterol total (4),
HDL-colesterol (5) e LDL-colesterol (6) e insulinemia de jejum (7). Os parametros 1,
3, 4 e 5 foram testados com os kits da marca Labtest Diagnéstica S.A. (M.G., Brasil);
o parametro 2 com kits da marca Katal Biotecnologia Industria e Comeércio Ltda; o
parametro 6 utilizando kits da empresa Quimica Basica Ltda (Bioclin) e o parametro 7
com o kit da Millipore Industria e Comércio Ltda, seguindo sempre as instrucdes

estabelecidas pelo fabricante.

3.10 Anédlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software Graph Pad
Prism 6.0. Os dados de glicemia dos animais passaram por uma analise de variancia
agrupada (two-way ANOVA), com pos-teste de Tukey para multiplas comparacdes

entre oS grupos.

Os dados obtidos pela avaliacdo dos demais parametros foram submetidos a
analise de variancia do tipo one-way ANOVA, empregando também o poOs-teste de

Tukey para multiplas comparagdes entre 0S grupos.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Caracterizacdo do 6leo essencial de carqueja amarga (Baccharis trimera)

O dleo essencial de carqueja amarga utilizado no presente estudo foi adquirido

da empresa Laszlo. Esse 6leo foi caracterizado quimicamente e sua autenticidade foi
comprovada durante o desenvolvimento do trabalho de concluséo de curso da aluna
Andressa de Oliveira Costa. Ambos os marcadores quimicos dessa espécie de
cargqueja foram identificados nesse 6leo essencial comercial [carquejol (0,18 + 0,01)%
e acetato de carquejila (49,40 £ 2,40)%], o que garantiu sua autenticidade. Além do
acetato de carquejila, os compostos quimicos encontrados em maior concentracao
nesse Oleo comercial foram o espatulenol [(8,03 + 0,20)%], o B-elemeno [(4,64 *

0,04)%] e o B-copaeno [(3,91 £ 0,47)%].
23



4.2 Avaliacdo da toxicidade aguda do Gleo essencial de carqueja amarga
Os resultados do teste de toxicidade em Artemia salina indicaram que a DL50 do
Oleo essencial de carqueja amarga diluido em solugcédo aquosa de Tween 80 a 0,01%
erade (43,4 +17,1) ppm. Esse valor inferior a 200 ppm indica que esse 0leo essencial
pode ser considerado citotéxico (LIMA et al., 2014). Com base nessas informacoes,
decidiu-se que os ratos seriam tratados com uma dose diaria de 6leo essencial de

20mg/kg de massa corporal.

4.3 Avaliacéo centesimal da RN e RHH

Conforme explicitado, a RHH foi produzida e caracterizada durante o
desenvolvimento do trabalho de concluséo de curso (Biomedicina) da aluna Andressa
Monteiro Terra. A composicdo centesimal da RHH mostrou-se diferente da RN,
principalmente com relagdo ao seu contetdo de lipidios. O teor de lipidios da RHH
[(25,75 £ 1,11) /100g de amostra (base seca)] era 12 vezes superior ao da RN [(2,12
+ 0,08)g/100g de amostra (base seca)]. O valor calérico da RHH [(512,55 *
17,16)kcal/100 g de racao (base seca)] foi 1,7 vez maior do que o calculado para a
RN [(294,88 + 1,10) kcal/100 g de racao (base seca)]. Com base nesses dados, a
RHH produzida e utilizada para a inducdo da DM2 nos ratos realmente pdde ser

classificada como hiperlipidica/hipercalérica.

4.4 Influéncia do consumo do Gleo essencial de carqueja amarga sobre o
metabolismo de ratos diabéticos
4.4.1 Glicemia
Durante as trés primeiras semanas do estudo, os ratos dos grupos controles nao
diabéticos (NDO e NDV) receberam a RN, enquanto que os ratos dos grupos
diabéticos (DO e DV) receberam a RHH produzida em nosso laboratorio. Nesse
periodo de 21 dias, a glicemia de jejum média dos quatro grupos permaneceu
praticamente inalterada (Gréafico 1), ndo havendo diferenca estatistica entre esses
grupos com relacéo a esse parametro (p > 0,05). O fornecimento da RHH de forma
isolada durante o periodo de 3 semanas nao foi capaz de provocar a hiperglicemia
cronica caracteristica da DM2. Esse resultado € corroborado por estudos anteriores,

gue demonstraram que ratos Sprague-Dawley alimentados com dieta rica em gordura
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podem desenvolver obesidade, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina, mas nao
costumam desenvolver hiperglicemia significativa (SRINIVASAN et al., 2005; MU et
al., 2006).

No vigésimo segundo dia do estudo, os animais dos grupos DV e DO receberam
dose Unica de estreptozotocina (aplicagédo intraperitoneal) na concentracdo de 35
mg/kg de massa corporal. A partir desse momento, a glicemia desses ratos comecou
a se elevar (Gréfico 1). Uma semana depois ja era possivel observar diferenca
estatistica significativa (p < 0,05) na glicemia de jejum entre esses grupos diabéticos
(DV e DO) e os nao diabéticos (NDV e NDO). A glicemia de jejum dos ratos do grupo
DO e DV aumentou mais na semana seguinte, diferenciando-se de forma mais
marcante (p < 0,0001) daquela observada nos ratos dos grupos NDO e NDV. Foi
demonstrado por MU e colaboradores (2006) que uma dose Unica isolada de
estreptozotocina em baixa concentracdo ndo era capaz de causar hiperglicemia nos
ratos. Sendo assim, a RHH deve ter causado a sensibilizagcdo do organismo dos ratos
DO e DV, desencadeando a resisténcia a insulina. A combinac¢éo dessa sensibilizacéo
por RHH com uma possivel diminuicdo da capacidade produtora e secretora de
insulina do pancreas, provocada pela estreptozotocina, levou os ratos DO e DV a um
quadro de hiperglicemia. Nesse periodo de duas semanas p0s-estreptozotocina, 0s
ratos dos grupos DO e DV continuaram a ser alimentados com RHH.

Nas trés ultimas semanas do experimento, a partir do 362 dia, todos os animais
(grupos 1, 2, 3 e 4) passaram a ser alimentados com RN. Nesse periodo, a glicemia
dos ratos ndo diabéticos se manteve praticamente constante e ndo foi possivel
observar diferenca estatistica significativa entre os grupos NDV e NDO, indicando que
0 Oleo essencial de carqueja nao foi capaz de interferir na glicemia desses animais
em condi¢do nao patolégica. No caso dos animais diabéticos, comparando 0s grupos
DV e DO, foi possivel observar uma tendéncia de diminuicdo da glicemia nas duas
ultimas semanas do experimento nos animais tratados com o Oleo essencial de
carqueja. Entretanto, essa tendéncia ndo se reverteu em diferengca estatistica
significativa (p > 0,05) entre esses grupos. Essa diferenga estatistica significativa
talvez pudesse ter sido atingida se o trabalho tivesse sido desenvolvido com um n
amostral maior para cada grupo e por um periodo de tratamento mais prolongado

(superior a 3 semanas).
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Gréafico 1 - Glicemia dos ratos monitorada durante todo o desenvolvimento do protocolo
experimental. NDV — grupo nao diabético + veiculo; DV — grupo diabético + veiculo; NDO — grupo nao
diabético + 6leo; DO — grupo diabético + 6leo. Analise estatistica realizada através de analise de
variancia agrupada (two-way ANOVA), com pos-teste de Tukey para multiplas comparacgfes entre 0s

grupos.

4.4.2 Insulinemia

Ao final do experimento, a insulinemia em jejum dos animais também foi
monitorada (Gréfico 2). Nao houve diferenca estatistica significativa entre os quatro
grupos com relacdo a esse parametro (p > 0,05), mas é possivel perceber uma
tendéncia de diminui¢do da insulinemia nos grupos diabéticos em relagéo aos grupos
nao diabéticos. Essa condicao foi suficiente para promover o desenvolvimento, a partir
do 22¢ dia do experimento, da hiperglicemia caracteristica da diabetes nos grupos DV
e DO. Ao compararmos os dados de insulinemia dos grupos NDV e NDO e, também,

dos grupos DV e DO, percebemos que o 0leo essencial de carqueja amarga nao foi
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capaz de interferir na capacidade produtora e secretora de insulina desses animais,

independente deles estarem em condi¢éo patoldgica ou néo.
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Grafico 2: Insulinemia de jejum determinada apés eutanasia dos animais. NDV — grupo nédo
diabético + veiculo; DV — grupo diabético + veiculo; NDO — grupo nao diabético + 6leo; DO — grupo
diabético + 6leo. Analise estatistica realizada através de andlise de variancia one-way ANOVA, com
pos-teste de Tukey para multiplas comparacdes entre 0s grupos.

4.4.3 Hemoglobina glicada

A hiperglicemia crénica promove o aumento da glicacao de proteinas e, com
base nesse principio, € comum que se avalie o teor de hemoglobina glicada de
individuos diabéticos para que se possa verificar se o controle glicémico foi apropriado
por um periodo de tempo mais longo.

Analisando o Grafico 3, percebe-se que a taxa de glicacdo da hemoglobina foi
estatisticamente maior (p < 0,01) nos grupos diabéticos do que nos grupos controles
nado diabéticos, mesmo com uma exposicdo de apenas trés semanas a supracitada
condic¢do de hiperglicemia. Como esperado, por conta dos resultados ja discutidos no
item 4.4.1, o 6leo essencial de carqueja ndo teve interferéncia sobre a taxa de glicacéao

da hemoglobina, independente dos animais estarem em estado patoldgico ou néo.

27



Hemoglobina Glicada

15 Hk
— -
£
" 10
=
L]
g
=]
L]
£
=]
(=]
T
E 54
@
==

04

3 A o
$ 3 & o

Gréfico 3: Hemoglobina determinada apds eutanasia dos animais. NDV — grupo nédo diabético +
veiculo; DV — grupo diabético + veiculo; NDO — grupo néo diabético + 6leo; DO — grupo diabético +
Oleo. Andlise estatistica realizada através de analise de variancia one-way ANOVA, com pés-teste de
Tukey para multiplas comparagfes entre os grupos. ** - p < 0,01.

4.4.4 Perfil lipidico

Quando o assunto é diabetes tipo 2 € importante ressaltar que além do
controle glicémico, o controle lipidico é de suma importancia. A diabetes € considerada
fator de risco para doencas cardiovasculares, por causar a chamada dislipidemia
aterogénica, que consiste no aumento da LDL-colesterol e dos triglicerideos,
acompanhado da reducédo nos niveis de HDL-colesterol. Essas alteracGes favorecem
a aterosclerose, que por sua vez compromete a circulagcao e o aporte sanguineo para
os tecidos.

Os ratos diabéticos (DV e DO) apresentaram anormalidades no metabolismo de
lipidios evidenciadas, principalmente, pelo aumento estatisticamente significativo dos
niveis plasmaticos de triglicerideos em relacéo aos ratos nao diabéticos (NDV e NDO)
(Grafico 4). Essa hipertrigliceridemia medida em jejum pode ser explicada pelo

provavel aumento do estoque de triglicerideos no figado associado a estimulacdo da
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lipogénese de novo (com producdo de acidos graxos livres) a partir da glicose
absorvida. Esse efeito lipogénico pode ser explicado pela alta concentracdo de
insulina no sangue (hiperinsulinemia) relacionada a resisténcia a insulina. A RHH
usada no presente estudo pode ter favorecido esse processo, uma vez que possuia
um conteudo de carboidratos [(52,38 * 1,5) g/100 g de amostra (base seca)] superior
ao de racdes hiperlipidicas/hipercaléricas normalmente usadas em outros estudos
(SRINIVASAN et al., 2005; CORREIA-SANTOS et al., 2012) e, também, superior ao
da RN [(45,94 + 0,70) g/100 g de amostra (base seca)] que utilizamos. O aumento da
producéo de VLDL pelo figado a partir dos acidos graxos liberados dos adipécitos, por
conta da lipdlise aumentada nesse tecido, também pode contribuir para essa
hipertrigliceridemia. Por dltimo, essa hipertrigliceridemia também pode ser
correlacionada a uma maior absor¢cdo de acidos graxos e formacdo aumentada de
triglicerideos no intestino (transportados na forma de quilomicrons), durante o periodo
de ingestéo da dieta rica em lipidios.

O odleo essencial de carqueja amarga conseguiu reduzir a hipertrigliceridemia
observada nos ratos diabéticos de forma estatisticamente significativa (p < 0,05). Isso
fica evidente aos compararmos a trigliceridemia do grupo DV com a do grupo DO.
Esse 6leo, entretanto, ndo interferiu na trigliceridemia dos animais em condi¢cdo nao
patoldgica, uma vez que nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos NDV e NDO com relacdo a esse parametro. O acetato de carquejila
representou cerca de 50% do contetdo do 6leo essencial de carqueja testado nesse
estudo. Esse composto é derivado do carquejol, sendo produzido pela esterificacéo
desse alcool com o &cido acético. Conforme mencionado, o carquejol (administrado
em ratos de forma intraperitoneal) foi capaz de reduzir os niveis de colesterol
sanguineo de 5 — 10% (ABREU, 1994). Dessa forma, seria interessante testar
posteriormente a acao do acetato de carquejila isolado ou do proprio carquejol isolado,
nesse tipo de modelo, para verificar se esse efeito anti-hipertrigliceridémico se
repetiria. A ideia de testar também o carquejol isolado é reforcada pela possivel
formacao desse composto a partir do acetato de carquejila por acao de esterases

presentes na corrente sanguinea.
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Grafico 4: Triglicerideos determinados apds eutanasia dos animais. NDV — grupo nao diabético
+ veiculo; DV — grupo diabético + veiculo; NDO — grupo nao diabético + 6leo; DO — grupo diabético +
Oleo. Andlise estatistica realizada através de analise de varidncia one-way ANOVA, com poés-teste de
Tukey para multiplas comparacdes entre os grupos. * - p < 0,05; ** - p < 0,01; *** - 0,001.

O aumento da VLDL pode ser associado a um aumento de LDL, visto que a
VLDL ¢é a lipoproteina precursora da LDL. Esse aumento da VLDL também poderia
favorecer a geracado da HDL2 (contém triglicerideo e colesterol esterificado), forma
prontamente captada pelo figado, o que poderia levar a diminui¢cdo dessa lipoproteina
no plasma dos ratos diabéticos. Entretanto, ndo foi possivel observar diferencas
estatisticas (p > 0,05) entre os quatro grupos estudados com relacdo aos niveis
plasmaticos de LDL-colesterol e HDL-colesterol (Gréficos 5 e 6).

LDL-Colesterol

LDL-Colesterol (mg/dL)

NDV DV NDO DO

Grafico 5: LDL-colesterol determinado apds eutanasia dos animais. NDV — grupo nao diabético
+ veiculo; DV — grupo diabético + veiculo; NDO — grupo nédo diabético + 6leo; DO — grupo diabético +
Oleo. Andlise estatistica realizada através de analise de varidncia one-way ANOVA, com pés-teste de
Tukey para multiplas comparacg8es entre 0s grupos.
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Grafico 6: HDL-colesterol determinado apés eutanasia dos animais. NDV — grupo nao diabético
+ veiculo; DV — grupo diabético + veiculo; NDO — grupo nao diabético + dleo; DO — grupo diabético +
Oleo. Andlise estatistica realizada através de analise de variancia one-way ANOVA, com pés-teste de

Tukey para multiplas comparagdes entre 0s grupos.

Os niveis sanguineos de colesterol total também ndo diferiram de forma
estatisticamente significativa (p > 0,05) entre os grupos (Grafico 7). Nesse tipo de
estudo, o desenvolvimento de hipercolesterolemia poderia ser associado, por
exemplo, a uma absorcdo do colesterol aumentada no intestino delgado, depois da
ingestdo de uma dieta rica em lipidios. Apesar da dieta usada nesse estudo ser
hiperlipidica, a quantidade de lipidios usada mostrou-se menor do que a de outros
estudos similares (SRINIVASAN et al., 2005; CORREIA-SANTOS et al., 2012). Além
disso, também deve haver diferenca qualitativa entre essas fracdes lipidicas, visto que
normalmente se usa banha de porco (rica em colesterol) para a montagem das
mesmas (SRINIVASAN et al., 2005; CORREIA-SANTOS et al., 2012). A fracao lipidica
da RHH utilizada no presente estudo foi constituida pelos lipidios componentes dos
diferentes alimentos que usamos em sua confeccdo. O amendoim contido em nossa
racdo, por exemplo, € um alimento rico em 4cidos graxos mono- e poli-insaturados e
ndo possui colesterol. Dessa forma, sua ingestdo costuma ser benéfica para a
manutencdo de uma boa relacdo entre os niveis de HDL e LDL e, também, para
reducdo do colesterol total. Isso poderia explicar, pelo menos em parte, os dados

obtidos para o perfil lipidico dos ratos no presente estudo.
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Grafico 7: Colesterol total determinado apos eutanasia dos animais. NDV — grupo nao diabético
+ veiculo; DV — grupo diabético + veiculo; NDO — grupo nao diabético + 6leo; DO — grupo diabético +
Oleo. Andlise estatistica realizada através de analise de variancia one-way ANOVA, com pés-teste de

Tukey para multiplas comparacg8es entre 0s grupos.

5. CONCLUSAO

A toxicidade do 6leo essencial de carqueja amarga foi avaliada pela primeira vez
através do bioensaio com Artemia salina. O 6leo avaliado mostrou-se citotoxico,
apresentando uma DLso de (43,4 £ 17,1) ppm. Dessa forma, os testes in vivo da
capacidade fitoterapica desse 6leo essencial devem ser realizados em concentracfes

inferiores a indicada acima.

Com o modelo de inducdo de DM2 empregado, os ratos diabéticos
desenvolveram uma hiperglicemia marcante, que provocou uma taxa de glicacdo de
hemoglobinas elevada em relacdo aos grupos controles ndo diabéticos. Os ratos
diabéticos também desenvolveram uma dislipidemia caracterizada principalmente

pela hipertrigliceridemia.

Embora o principal alvo terapéutico de farmacos relacionados a diabetes seja o
controle glicémico, manter o controle lipidico também €& fundamental para um bom
controle metabdlico. Nesse contexto, o 6leo essencial de carqueja (Baccharis Trimera)
mostrou potencial para ser usado como uma alternativa para o controle da

hipertrigliceridemia diabética.

O aumento do numero de individuos (ratos) em cada grupo em estudo e um

tratamento mais prolongado (superior a trés semanas) podem produzir um conjunto
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de dados mais robusto. Essas ac¢bOes poderiam reforcar a capacidade
hipotrigliceridémica ja observada para esse Oleo essencial e, talvez, pudessem
esclarecer definitivamente se esse 0Oleo também tem efeito hipoglicemiante nos
animais diabéticos. Por ultimo, seria interessante monitorar alguns parametros
bioguimicos (p. ex.: enzimas hepaticas, albumina, uréia, creatinina) que permitissem

avaliar o grau de nocividade desse 6leo essencial ao figado e aos rins.
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7.

ANEXOS

Tabela 1 — Insulinemia de jejum determinada apés eutanasia dos animais

Grupos Insulinemia (ng/mL) (Med = DP)
NDV 1,138 = 0,3621
DV 0,5275 £ 0,1604
NDO 0,9680 + 0,4808
DO 0,5154 + 0,3084

NDV — grupo nédo diabético + veiculo; DV — grupo diabético + veiculo; NDO — grupo ndo

diabético + 6leo; DO — grupo diabético + dleo; Med — média; DP — desvio padrao

Tabela 2 — Hemoglobina glicada de jejum determinada apds eutanasia dos animais

Grupos Hemoglobina glicada (%) (Med + DP)
NDV 8,368 + 1,150
DV 10,71 £ 1,295
NDO 8,218 + 0,5892
DO 11,16 £ 0,2367

NDV — grupo ndo diabético + veiculo; DV — grupo diabético + veiculo; NDO — grupo nao

diabético + 6leo; DO — grupo diabético + 6leo; Med — média; DP — desvio padrao

Tabela 3 — Colesterol total, triglicerideos, HDL-colesterol e LDL-colesterol plasmaticos de

jejum determinados apds eutanasia dos animais

Grupos Colesterol total Triglicerideos HDL (mg/dL) LDL
(mg/dL) (Med % (mg/dL) (Med £ (Med + DP) (mg/dL)
DP) DP) (Med £
DP)
NDV 66,44+ 14,78 77,86+ 36,39 33,78+ 28,59 2,940+
1,998
DV 63,90+ 9,512 224,1+ 29,69 27,53+ 4,363 5,900+
1,867
NDO 72,15+ 8,881 74,33+ 34,02 29,50+ 20,46 4,225+
2,410
DO 68,67+ 4,509 157,6+ 22,23 28,84+ 8,981 4,120+
0,4712

NDV - grupo néo diabético + veiculo; DV — grupo diabético + veiculo; NDO — grupo nao

diabético + 6leo; DO — grupo diabético + dleo; Med — média; DP — desvio padrao
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