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RESUMO

O Diabetes Mellitus (DM) € uma doenga metabdlica caracterizada por
hiperglicemia crénica, devido a falhas na secre¢do ou agao da insulina. Seu manejo
envolve diagnostico precoce e controle glicémico rigoroso para prevenir
complicagdes graves. Diante dos efeitos colaterais de farmacos sintéticos, cresce o
interesse por alternativas terapéuticas naturais. Compostos bioativos de origem
vegetal tém se destacado por sua eficacia e menor toxicidade e relatos do uso
popular. Nesse contexto, espécies do género Justicia vém sendo estudadas por seu
potencial hipoglicemiante, mostrando-se promissoras no desenvolvimento de novos
medicamentos antidiabéticos. Por isso, o objetivo do estudo é avaliar a atividade do
extrato aquoso das folhas de Justicia secunda no metabolismo da glicose. As folhas
de Justicia secunda foram coletadas na Embrapa Amazénia Oriental, o transporte
se deu em refrigeracao.O extrato aquoso de Justicia secunda (EAJS) foi obtido por
infusdo das folhas secas e trituradas. A citotoxicidade do EAJS foi avaliada em
células C2C12 por coloragao com Hoechst 33342 e iodeto de propidio, enquanto a
inibicdo da enzima a-glicosidase foi medida por ensaio espectrofotométrico com
controle positivo (acarbose). Nos testes in vivo, camundongos foram submetidos ao
teste de tolerancia a glicose e ao teste de tolerancia a insulina em animais
resistentes a insulina induzidos por dexametasona e também foram avaliados o
perfil lipidico e alteragbes histoldgicas pancreaticas. Em modelos in vitro, o extrato
apresentou inibicao significativa da enzima a-glicosidase, com eficacia semelhante a
acarbose, e sem causar citotoxicidade em baixas concentragdes em células C2C12.
Em estudos in vivo, o EAJS reduziu significativamente os niveis glicémicos em
camundongos hiperglicémicos, especialmente nas doses de 100 e 250 mg/kg, com
efeito comparavel ou superior a dapagliflozina. Além disso, o extrato restaurou a
sensibilidade a insulina em modelo de resisténcia induzida por dexametasona,
promovendo aumento expressivo na resposta a insulina. Dessa forma, os achados
reforcam o uso de Justicia secunda e destacam seu potencial como fonte
promissora para o desenvolvimento de um novo farmaco antidiabéticos ou como um

corante alimentar para o tratamento adjuvante da Diabetes mellitus.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus; Justica secunda; Antidiabético; Produtos

Naturais.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic disorder characterized by chronic
hyperglycemia due to defects in insulin secretion or action. Its management involves
early diagnosis and strict glycemic control to prevent serious complications. Given
the side effects of synthetic drugs, there is growing interest in natural therapeutic
alternatives. Bioactive compounds of plant origin have stood out for their efficacy,
lower toxicity, and reports of traditional use. In this context, species of the genus
Justicia have been studied for their hypoglycemic potential, showing promise in the
development of new antidiabetic drugs. Therefore, the aim of this study is to evaluate
the activity of the aqueous extract from Justicia secunda leaves on glucose
metabolism. The leaves of Justicia secunda were collected at Embrapa Eastern
Amazon, and transportation was carried out under refrigeration. The aqueous extract
of Justicia secunda (EAJS) was obtained by infusion of dried and ground leaves. The
cytotoxicity of EAJS was evaluated in C2C12 cells by Hoechst 33342 and propidium
iodide staining, while a-glucosidase enzyme inhibition was measured using a
spectrophotometric assay with a positive control (acarbose). In in vivo tests, mice
underwent glucose tolerance tests and insulin tolerance tests in insulin-resistant
animals induced by dexamethasone, and lipid profile and pancreatic histological
changes were also evaluated. In in vitro models, the extract showed significant
inhibition of a-glucosidase, with efficacy comparable to acarbose, and without
cytotoxicity at low concentrations in C2C12 cells. In in vivo studies, EAJS
significantly reduced blood glucose levels in hyperglycemic mice, especially at doses
of 100 and 250 mg/kg, with an effect comparable or superior to dapagliflozin.
Furthermore, the extract restored insulin sensitivity in the dexamethasone-induced
resistance model, promoting a marked increase in insulin response. Thus, these
findings support the use of Justicia secunda and highlight its potential as a promising
source for the development of a new antidiabetic drug or as a food coloring for

adjuvant treatment of diabetes mellitus.

Keywords: Diabetes Mellitus; Justicia secunda; Antidiabetic; Natural products;
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1 INTRODUCAO

O Diabetes mellitus (DM) € uma enfermidade metabdlica crdénica que se
manifesta pela producgao insuficiente de insulina pelo pancreas ou pela ineficiéncia
do organismo em utiliza-la adequadamente. Essa disfungao leva a hiperglicemia, ou
seja, a0 aumento dos niveis de glicose no sangue. Entre as principais causas da
doenga estdo fatores genéticos e comportamentos modificaveis, como ma

alimentacao, sedentarismo e obesidade (WHO, 2024).

O DM, especialmente o Diabetes mellitus tipo 2 (DM2), representa uma
epidemia global e esta entre os disturbios cronicos mais relevantes da atualidade
devido ao seu alto impacto na saude publica. Estima-se que cerca de 463 milhdes
de pessoas no mundo convivam com a doencga, sendo que aproximadamente 90 a
95% dos casos correspondem ao DM2, a forma mais comumente diagnosticada.
Esse cenario contribui significativamente para os indices elevados de morbidade e
mortalidade associados ao diabetes. (DE ALMEIDA GROTA et al., 2021; KANALEY
et al., 2022)

O controle glicémico, no tratamento do DM visa aliviar os sintomas
relacionados a hiperglicemia, como poliuria e fadiga, além de prevenir complicacées
agudas e cronicas associadas a condigdo. Dentre as classes farmacoterapéuticas
utilizadas no tratamento oral do DM2 incluem as biguanidas, derivados da
fenilalanina, inibidores da a-glucosidase intestinal, inibidores da dipeptidil
peptidase-4, inibidores do co-transportador sodio-glicose tipo 2, sulfonilureias e
tiazolidinedionas (BRUNTON; HILAL-DANDAN; KNOLLMAN, 2019). Segundo o
International Diabetes Federation Atlas (IDF, 2025), pessoas com diabetes
necessitam de medicamentos para controlar a glicose, a pressao arterial e os
lipidios sanguineos, além de equipamentos para o monitoramento glicémico e
acesso a um sistema de saude capaz de oferecer atendimento integrado e

abrangente em todo o territério nacional.

No contexto do tratamento do diabetes, as plantas medicinais surgem como
alternativas promissoras aos medicamentos sintéticos, oferecendo potencial
terapéutico por meio de diversos mecanismos antidiabéticos. Dentre esses

mecanismos, destacam-se a inibicdo de enzimas digestivas, como a a-glucosidase
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e a a-amilase, bem como a modulagao de alvos moleculares importantes, como a
dipeptidil peptidase-4 (DPP-4) e o transportador de glicose GLUT4, entre outros
(OLIVEIRA, EL-ZEFTAWY e ABDULMALEK, 2021).

Diante da crescente valorizagao da biodiversidade como fonte estratégica de
compostos bioativos, o presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade
biolégica hipoglicemiante do extrato aquaso de Justicia secunda. A investigagéo
visa explorar o potencial dessa espécie tanto para o desenvolvimento de novos
farmacos quanto para sua aplicagdo como um corante a partir de ingrediente
funcional em alimentos, integrando sua utilizagao terapéutica fornecendo uma

inovacgéao biotecnologica nutracéutica.

Diversos estudos tém relatado atividades farmacolégicas com potencial
antidiabético (THEILER et al., 2016; MEA et al., 2017; SALEHI et al., 2019).
Entretanto, no caso de Justicia secunda, os registros existentes se restringem ao
uso tradicional, destacando a necessidade de investigagdes farmacoldgicas que

elucidem os mecanismos responsaveis por seus possiveis efeitos hipoglicemiantes.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade hipoglicemiante do extrato aquoso de Justicia secunda.
2.2 Objetivo especificos

Avaliar a toxicidade e morte celular do Extrato Aquoso de Justicia secunda
(EAJS) em linhagem de células de miotubos C2C12.

Avaliar um possivel mecanismo de acdo do EAJS sobre a inibicdo das

enzimas da a-glucosidase.

Avaliar atividade anti hiperglicemiante do EAJS no Teste Oral de Tolerancia a
Glicose (TTG).

Selecionar a melhor dose do EAJS no TTG.

Realizar o Teste de Tolerancia a Insulina (TTl) em camundongos C57BL/6

(blacks) resistentes a insulina tratados diariamente com EAJS.
Analisar o efeito de EAJS sobre o perfil lipidico.

Analisar o efeito de EAJS sob alteragdes morfolégicas no pancreas.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Diabetes Mellitus

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) caracteriza o DM como uma
condicdo clinica complexa, definida pela presengca persistente de hiperglicemia
cronica, resultante de defeitos na secre¢cdo e/ou na agdo da insulina. Essa
desregulacdo metabdlica promove alteragdes sistémicas que predispdem o
individuo a uma ampla gama de complicagdes, especialmente de natureza vascular,
incluindo microangiopatias e macroangiopatias. O DM é considerado a via final
comum de uma série de disturbios metabdlicos heterogéneos, que convergem para
um fendtipo clinico caracterizado por desequilibrio no metabolismo da glicose,
lipidios e proteinas (RIGALLEAU et al., 2021).

3.1.1 Tipos de Diabetes Mellitus

A classificacao etiologica atual do diabetes mellitus, conforme estabelecido
pela OMS e pela American Diabetes Association (ADA), € composta por quatro
categorias clinicas principais: diabetes mellitus tipo 1 (DM1), diabetes mellitus tipo 2
(DM2), outros tipos especificos de diabetes decorrentes de causas definidas (como
defeitos genéticos na fungao das células beta ou doengas do pancreas exdcrino), e
o diabetes mellitus gestacional (DMG), caracterizado pela hiperglicemia
diagnosticada durante a gestagdo e que, na maioria dos casos, se resolve apds o
parto (MILECH et al., 2016).

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) representa aproximadamente 5 a 10% dos
casos diagnosticados de diabetes, sendo mais comumente identificado em criangas,
adolescentes e adultos jovens. Essa forma da doenga é caracterizada pela
deficiéncia absoluta de insulina, resultante da destruicdo autoimune das células beta
das ilhotas pancreaticas, responsaveis pela sintese e secregao desse hormdnio. O
processo autoimune subjacente envolve a ativagédo de linfocitos T autorreativos que
reconhecem antigenos das células beta como alvos, culminando na perda
progressiva da fungao pancreatica enddcrina. (SHOJIMA; TOSHIMASA, 2023).

O DM2, responsavel por aproximadamente 90 a 95% dos casos

diagnosticados de diabetes (ZUBIAGA et al., 2018), € uma desordem metabdlica
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complexa caracterizada por uma combinacdo de disfuncdo das células beta
pancreaticas, com consequente redugdo na secre¢cdo de insulina enddgena, e
resisténcia periférica a agao da insulina. Esta resisténcia insulinica manifesta-se de
forma variavel entre os individuos e afeta os principais tecidos envolvidos na
homeostase da glicose, incluindo figado, musculo esquelético e tecido adiposo. A
interacao entre esses fatores compromete a captacao e a utilizacdo adequada da
glicose pelos tecidos periféricos, além de promover uma producgdo hepatica
exacerbada de glicose, culminando em hiperglicemia cronica (ELSAYED et al.,
2023).

O DMG é definido como uma intolerancia a glicose de inicio ou primeiro
reconhecimento durante a gestagdo, geralmente manifestando-se na segunda
metade do periodo gestacional. Essa condi¢cao resulta de alteragdes fisiolégicas
caracteristicas da gravidez que comprometem a agao da insulina, culminando em
hiperglicemia. O diagndstico precoce é essencial, uma vez que, se ndo tratado, o
DMG esta associado a uma série de complicagdes maternas e neonatais, incluindo
pré-eclampsia, parto prematuro, macrossomia fetal e risco aumentado de
desenvolvimento futuro de obesidade e diabetes tipo 2 na prole. As estratégias de
rastreamento e diagnostico variam entre paises e organizagdes internacionais,
refletindo diferencas nos fatores de risco populacionais, viabilidade econémica e
critérios clinicos adotados (DLUSKI et al., 2022).

3.1.2 Epidemiologia

De acordo com os dados mais recentes divulgados pela Federacao
Internacional de Diabetes (IDF, 2025), estima-se que, no ano de 2024, o Brasil
contava com aproximadamente 17 milhdes de adultos, com idade entre 20 e 79
anos, vivendo com diabetes mellitus, considerando tanto os casos diagnosticados
quanto os n&o diagnosticados. Dentre esse total, cerca de 5,3 milhdes de brasileiros
(31,9%) conviviam com a doenga de forma ndo diagnosticada, o que evidencia um
importante desafio para as politicas publicas de saude, especialmente no que se
refere a deteccao precoce, ao rastreamento populacional e a ampliacdo do acesso

aos servicos de atencéo primaria.
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Esse aumento continuo e progressivo da prevaléncia de diabetes mellitus na
populacao brasileira representa um énus significativo e crescente para o sistema de
saude, além de impactar negativamente a qualidade de vida dos individuos
afetados. Proje¢cdes epidemioldgicas indicam que aproximadamente entre 20% e
30% dos jovens brasileiros apresentam risco elevado de desenvolver diabetes ao
longo do ciclo vital, o que agrava ainda mais o quadro futuro. Homens
diagnosticados com diabetes aos 50 anos de idade tendem a conviver, em média,
por 19 anos com a doenga, tendo uma reducédo estimada de 5,2 anos em sua
expectativa de vida total. No caso das mulheres diagnosticadas na mesma faixa
etaria, a sobrevida com a doenca €, em média, de 24 anos, com uma perda de
expectativa de vida um pouco menor, estimada em cerca de 2,1 anos. Tais dados
evidenciam ndo apenas as repercussoes clinicas da enfermidade, mas também os
impactos sociais, econdmicos e psicossociais associados ao manejo crénico da
condicao (REIS et al., 2022).

Além do impacto clinico e epidemioldgico, os custos econdmicos associados
ao diabetes no Brasil também apresentam tendéncia crescente. Em 2024, os gastos
totais com saude relacionados a doencga atingiram a cifra de 45,1 bilhdes de ddlares
americanos, posicionando o Brasil como o terceiro pais com o maior dispéndio
financeiro com diabetes em todo o mundo, atras apenas dos Estados Unidos e da
China (IDF,2025).

Esse crescente comprometimento de recursos financeiros evidencia o peso
econdmico progressivo do diabetes para o Estado brasileiro, sobretudo diante da
tendéncia de aumento da prevaléncia da doenga na populacdo. As despesas
associadas ao tratamento, monitoramento glicEmico, controle de comorbidades e
manejo de complicagdes agudas e cronicas se mostram cada vez mais onerosas,
pressionando o orgamento publico em saude. Estimativas recentes sugerem que os
gastos com cuidados relacionados ao diabetes possam representar até 0,5% do
Produto Interno Bruto (PIB) nacional, refletindo ndo apenas o custo direto com
assisténcia médica, mas também os custos indiretos relacionados a perda de
produtividade, aposentadorias precoces e mortalidade prematura (REIS et al.,
2022).

3.1.3 Fisiopatologia
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A fisiopatologia do diabetes mellitus envolve alteragbes complexas em
diferentes sistemas biolégicos e vias metabdlicas. Em condigdes normais, o
organismo regula rigorosamente os niveis de glicose no sangue para manter a
homeostase. No entanto, no diabetes, esse equilibrio é interrompido, resultando em
hiperglicemia persistente. Essa desregulagdo pode ocorrer por deficiéncia na
secregao de insulina, resisténcia a sua acdo ou ambos, a depender do tipo de
diabetes, sendo a hiperglicemia cronica o principal marcador da doenga (KOLB et
al., 2020).

A entrada da glicose nas células € um processo altamente regulado, mediado
principalmente pela agdo da insulina — hormdnio peptidico sintetizado pelas células
B das ilhotas de Langerhans, localizadas no pancreas enddcrino. Em resposta ao
aumento da glicemia, como ocorre apdés a ingestdo alimentar, essas células
secretam insulina, que atua promovendo a captagcdo de glicose pelos tecidos
sensiveis a sua acdo, como musculo esquelético e tecido adiposo. Esse efeito
ocorre por meio da ativagédo e translocacéo de transportadores de glicose do tipo
GLUT (principalmente GLUT4), que facilitam a difusdo facilitada da glicose através

da membrana plasmatica para o interior celular (STANIROWSKI et al., 2022).

O processo de secrecédo da insulina é igualmente complexo e regulado. As
células B pancreaticas sintetizam inicialmente a pré-pré-insulina, que é convertida
em pré-insulina no reticulo endoplasmatico. Esta, por sua vez, é clivada no aparelho
de Golgi, originando a insulina madura e o peptideo C, ambos armazenados em
granulos secretores. A liberagdo da insulina €& fortemente dependente da
concentragédo plasmatica de glicose: ao entrar na célula 3 por meio do transportador
GLUT2, a glicose é metabolizada, levando ao aumento da razdo ATP/ADP
intracelular. Esse aumento resulta no fechamento dos canais de K' sensiveis ao
ATP, promovendo a despolarizagdo da membrana celular. A despolarizacédo ativa
canais de calcio dependentes de voltagem, permitindo o influxo de Ca*, que

desencadeia a exocitose dos granulos contendo insulina (BOLAND et al., 2017).

O glucagon exerce agdes opostas e complementares para manter os niveis
de glicose no sangue dentro de uma faixa estreita de normalidade. Em situag¢des de
hipoglicemia, como durante o jejum prolongado ou a pratica de exercicios fisicos

intensos, ocorre a secregao de glucagon pelas células a das ilhotas pancreaticas. O
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principal efeito do glucagon é estimular a glicogendlise hepatica, ou seja, a quebra
do glicogénio armazenado no figado em glicose, que é entdo liberada na circulagao
(PAREDES-FLORES; MOHIUDDIN, 2020). Essas vias metabdlicas sao
fundamentais para garantir o suprimento energético constante, sobretudo ao
sistema nervoso central, altamente dependente da glicose como fonte primaria de
energia (ADEVA-ANDANY et al., 2019).

A resisténcia a insulina é um fendmeno multifatorial e bioquimicamente
complexo, caracterizado pela reducdo da resposta metabdlica dos tecidos-alvo a
acao da insulina, mesmo na presencga de niveis elevados desse horménio. Em
condigdes fisioldgicas, a insulina se liga ao seu receptor (IR) na membrana celular,
ativando uma cascata de sinalizacdo intracelular que envolve a fosforilagdo do
substrato do receptor de insulina (IRS). Essa ativacdo promove a translocagao do
transportador de glicose do tipo 4 (GLUT4) para a membrana plasmatica, facilitando
a captagdo de glicose pelas células, especialmente em tecidos como musculo
esquelético e tecido adiposo. Na resisténcia a insulina, essa via de sinalizacao
encontra-se comprometida, principalmente por alteragcées na fosforilagdo do IRS, o
que prejudica a ativacdo da cascata de sinalizagdo e reduz a translocacdo do
GLUT4. Como resultado, ha uma diminuigho na captagdo de glicose e,
consequentemente, hiperglicemia (SAYEM et al., 2019; SU et al., 2019).

Além das alteragdes moleculares diretas nos componentes da via de
sinalizacao da insulina, fatores hormonais também influenciam sua ag¢ao. A insulina
atua em equilibrio com outros horménios reguladores do metabolismo energético.
No estado alimentado, sua agdo pode ser modulada por hormdnios anabdlicos,
como o hormdnio do crescimento (GH) e o fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 1 (IGF-1). Por outro lado, durante o jejum, hormdnios como o glucagon,
os glicocorticéides e as catecolaminas contrabalangam sua atividade para prevenir
hipoglicemia. As catecolaminas, por exemplo, estimulam a lipdlise e a glicogendlise,
enquanto os glicocorticoides favorecem o catabolismo proteico, a gliconeogénese e
também a |lipdlise. Quando secretados em excesso, esses horménios
contrarreguladores podem induzir ou agravar a resisténcia a insulina, intensificando
o desequilibrio metabdlico (PEARSON et al., 2016).

3.1.4 Diagnéstico
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O diagnéstico do DM2 deve ser estabelecido com base na identificagao de
hiperglicemia persistente, utilizando critérios laboratoriais padronizados e
reconhecidos por diretrizes clinicas (SBD, 2022). Os principais exames utilizados
para essa finalidade incluem a dosagem da glicemia plasmatica em jejum, o Teste
de Tolerancia a Glicose (TTG) e a avaliagdo da hemoglobina glicada (HbA1c), todos
com pontos de corte validados para definicho da condicdo diabética.
Adicionalmente, a mensuragdo da glicemia plasmatica casual também pode ser
considerada, especialmente em individuos sintomaticos ou em contextos clinicos
especificos, como parte de uma abordagem complementar ao diagndstico (COBAS
et al., 2022).

No TTG o procedimento consiste inicialmente na aferigdo da glicemia
plasmatica em jejum, apds um periodo minimo de 8 horas de abstinéncia alimentar.
Em seguida, o paciente recebe uma carga padronizada de 75 gramas de glicose
anidra diluida em solugdo aquosa. A glicemia € novamente mensurada apos 120
minutos da ingestdo. De acordo com os critérios diagnodsticos estabelecidos, valores
inferiores a 140 mg/dL sado considerados normais, enquanto niveis entre 140 e 199
mg/dL indicam intolerancia a glicose, e concentragdes iguais ou superiores a 200
mg/dL sdo compativeis com o diagnéstico de diabetes mellitus (OLIVEIRA et al.,
2020; COBAS et al., 2022; SBD, 2022).

A (glicemia plasmatica de jejum valores inferiores a 100 mg/dL sé&o
considerados normais e indicam adequada homeostase glicEmica em individuos
sem risco para diabetes. Em contrapartida, a glicemia plasmatica casual, realizada
independentemente do intervalo desde a ultima refeicdo, é empregada
especialmente em individuos sintomaticos. Para ele, valores inferiores a 200 mg/dL
sdo considerados normais, sendo que concentragdes superiores a esse limite, em
presencga de sintomas classicos de hiperglicemia, podem ser indicativas de diabetes
mellitus (RIGALLEAU et al., 2021).

A HbA1c é amplamente reconhecida tanto como critério diagnéstico quanto
como marcador de monitoramento do controle glicémico em individuos com
diabetes mellitus. Este parametro reflete a média das concentragdes plasmaticas de
glicose ao longo de um periodo de aproximadamente 60 a 90 dias, correspondente

a vida média dos eritrécitos circulantes. Sua formagao ocorre por meio de uma
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reacao irreversivel de glicacdo ndo enzimatica entre a glicose sanguinea e o residuo
de valina na extremidade N-terminal da cadeia beta da hemoglobina A, resultando
na formagdo da HbA1c (BEM; KUNDE, 2006). Além de apresentar forte correlagéo
com o risco de desenvolvimento de complicagdes microvasculares e
macrovasculares associadas ao diabetes, a HbA1c possui vantagens em relagcao a
outros métodos diagndsticos, como a ndo necessidade de jejum prévio e a menor
suscetibilidade a variagdes glicémicas agudas causadas por estresse ou infecgdes.
No entanto, seu custo € relativamente mais elevado quando comparado a testes
como a glicemia de jejum e o TTG (KAIAFA et al., 2021).

Tabela 01 - Critérios bioquimicos de diagnéstico de Diabetes Mellitus

Critérios Normal Pré-DM DM2

Glicemia de jejum <100 100 a <126 >126
(mg/dl)

Glicemia ao - - > 200

acaso (mg/dl)

TTG (mg/dl) <140 140 a < 200 > 200

Hb1Ac (%) <57 57a<6,5 >6,5

Fonte: SBD, 2023

3.1.5 Farmacologia

A terapéutica medicamentosa desempenha um papel central no controle do
DM2, contribuindo significativamente para a melhora da qualidade de vida dos
pacientes. Os agentes antidiabéticos orais atuam por diferentes mecanismos,
incluindo o estimulo a secrecdo de insulina, a melhora na sensibilidade periférica a
insulina e a redugédo da produgao hepatica de glicose, podendo ser utilizados em
monoterapia ou em combinacéo, de acordo com a resposta individual ao tratamento
(RUY et al., 2024). Em casos em que o controle glicémico nao é satisfatorio apenas
com agentes orais, torna-se necessaria a introduc&o de insulina, isoladamente ou

em associagao.

No entanto, o sucesso terapéutico no manejo do DM2 n&o depende

exclusivamente da farmacoterapia. Uma abordagem integral, centrada no paciente,
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€ essencial e deve incluir estratégias como a educagdo em saude, o
autogerenciamento estruturado, intervengdes para reducédo de peso, adesdo a um
plano alimentar individualizado, pratica regular de atividade fisica e atencédo a
qualidade do sono. Além disso, o acompanhamento continuo da adesdo e da
persisténcia ao tratamento farmacoldgico é crucial para o alcance de metas

terapéuticas e prevencgao de complicagdes cronicas (DAVIES et al., 2022).

A insulinoterapia foi, por muitos anos, a unica opgao farmacolégica disponivel
para o tratamento do diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Com o tempo, surgiram as
sulfonilureias e as biguanidas, ampliando as possibilidades terapéuticas. Entretanto,
considerando que uma das principais caracteristicas fisiopatolégicas do DM2 é a
resisténcia a insulina,frequentemente associada ao excesso de tecido adiposo,
tornou-se necessaria a busca por alternativas terapéuticas mais eficazes.Apesar
dos avancos no arsenal farmacologico, a natureza progressiva da doenca e a
persistente inércia terapéutica contribuem para que aproximadamente metade dos
individuos com DM2 necessite, em algum momento, de suplementagcdo com
insulina. Entre as estratégias terapéuticas mais eficazes, destaca-se a associagao
de insulina com agonistas do receptor do peptideo-1 semelhante ao glucagon
(GLP-1), a qual tem demonstrado melhor controle glicémico, menor risco de
hipoglicemia e, adicionalmente, favorece a redugdo ou controle do peso corporal
(ASCHNER, 2020; GARCIA SOIDAN et al., 2025).

As sulfonilureias (SUs) sado farmacos hipoglicemiantes orais amplamente
utilizados, cuja principal agado consiste na estimulagdo das células B pancreaticas
para a secregdo de insulina. Seu mecanismo de agdo envolve a ligacédo a
receptores especificos (SUR1) presentes no canal de potassio sensivel ao ATP
(KATP), localizado na membrana das células B. Este canal € composto por
subunidades reguladoras (SUR1, SUR2) e subunidades formadoras de poro (Kir6.1,
Kir6.2), cuja inibicdo promove a despolarizagdo da membrana celular, ativando
canais de calcio dependentes de voltagem. O influxo subsequente de calcio eleva
0S niveis intracelulares deste ion, desencadeando a exocitose de insulina
(BRUNTON; HILAL-DANDAN; KNOLLMAN, 2019; LV et al.,, 2020; KATZUNG,
2023).
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Apesar de sua eficacia, as sulfonilureias, especialmente a gliburida (ou
glibenclamida), tém sido associadas a um aumento do risco cardiovascular
(FERRANNINI et al., 2015). Outro ponto critico de sua utilizagdo € a hipoglicemia,
um efeito adverso dose-dependente, que afeta cerca de 20% dos pacientes apos
seis meses de tratamento. Episddios graves de hipoglicemia podem ser fatais em
até 7,5% dos casos, o que reforca a necessidade de monitoramento rigoroso e
individualizagao terapéutica (LEONARD et al., 2016).

A metformina, pertencente a classe das biguanidas, €& amplamente
reconhecida como o farmaco de primeira linha no tratamento do DM2, devido a sua
eficacia, baixo custo e perfil de seguranga relativamente favoravel. Seu principal
mecanismo de agao consiste na inibicdo da gliconeogénese hepatica, promovendo,
assim, a redugao dos niveis de glicose plasmatica em jejum. Além disso, melhora a
sensibilidade a insulina nos tecidos periféricos € ndo induz ganho de peso (SONG,
2016).

Os agonistas do receptor do peptideo semelhante ao glucagon tipo 1 (GLP-1)
sdo farmacos antidiabéticos que atuam por via intravenosa ou subcutanea,
promovendo a ativagao do receptor GLP-1. Podem ser derivados de modificacbes
do GLP-1 humano ou da exendina-4, um peptideo originalmente isolado do veneno
do monstro de Gila (NINCVIC et al., 2019). Esses medicamentos sdo classificados
de acordo com a duragéo de sua agao em agonistas de curta ou longa duragao. Os
de acao curta apresentam maior impacto sobre a hiperglicemia poés-prandial e o
esvaziamento gastrico, com efeito limitado na glicemia de jejum, enquanto os de
acao prolongada mantém ativagdo continua do receptor GLP-1, promovendo

controle glicémico mais sustentado (NAUCK et al., 2021).

Do ponto de vista farmacocinético, os agonistas de curta duragao geralmente
requerem administracdo duas vezes ao dia, ao passo que os de longa durag&o sao
administrados semanalmente (SHEAHAN, WAHLBERG e GILBERT, 2020). Uma
vantagem relevante dos analogos de longa agéo € que nao exigem titulagdo precisa
conforme os niveis de glicemia capilar, ndo induzem hipoglicemia e favorecem a
perda ponderal, tornando-se uma opg¢ao mais pratica que a insulina em muitos

casos, apesar do custo superior (HOME, 2023).
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Entretanto, efeitos adversos gastrointestinais, como nauseas e vomitos, sao
comuns e relatados por até 40-50% dos pacientes. A exenatida, um analogo
baseado em exendina-4, é contraindicada em pacientes com insuficiéncia renal
moderada a grave (depuragéo de creatinina < 30 mL/min) e pode, em casos raros,
estar associada a pancreatite, inclusive nas formas necrosante ou hemorragica
(BRUNTON, HILAL-DANDAN e KNOLLMAN, 2019).

As tiazolidinedionas (TZDs), como a pioglitazona e a rosiglitazona, sdo
farmacos utilizados no tratamento do diabetes mellitus tipo 2. Seu principal
mecanismo de acado ocorre a nivel nuclear, por meio da ligacdo aos receptores
ativados por proliferadores de peroxissomos do tipo gama (PPARYy), pertencentes a
familia de receptores nucleares. Apds a ligagcdo, formam heterodimeros com o
receptor X do retinoide (RXR), regulando a transcricdo de genes envolvidos no
metabolismo da glicose e dos lipideos, especialmente no tecido adiposo, embora
também afetem, em menor grau, outros tecidos como musculo cardiaco,
esquelético, musculo liso, células B pancreaticas, macrofagos e endotélio vascular
(RITTER et al.,, 2020). As TZDs promovem aumento da sensibilidade a insulina,
estimulando a captacdo de glicose nos musculos e no tecido adiposo, além de
reduzirem a produgdo hepatica de glicose. No entanto, seu uso esta associado a
efeitos adversos, como ganho de peso e risco aumentado de insuficiéncia cardiaca
(LEBOVITZ et al., 2019).

Os inibidores da enzima alfa-glicosidase intestinal, como a acarbose,
voglibose e miglitol, sdo farmacos utilizados para o controle da hiperglicemia
pos-prandial em pacientes com diabetes tipo 2. A Acarbose ¢é um
pseudotetrasacarideo de origem natural, enquanto a voglibose é derivada de
Streptomyces e o miglitol € obtido a partir da 1-desoxinojirimicina, isolada de
plantas. Esses medicamentos atuam de forma reversivel sobre as enzimas
alfa-glicosideo hidrolase intestinais ligadas a membrana, retardando a absorcédo e
digestao de carboidratos, o que resulta em uma diminuigao da elevagao da glicemia
apos as refeicbes (KAO et al., 2016; TAN et al.,, 2018). Embora eficazes, esses
farmacos podem causar efeitos colaterais gastrointestinais, como flatuléncia,

diarréia e dor abdominal. Esses sintomas sdo consequéncia da fermentacdo dos
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carboidratos nao digeridos no coélon, gerando acidos graxos de cadeia curta e gases
(KATZUNG, 2023).

A dlicose é livremente filtrada pelos glomérulos renais e reabsorvida nos
tubulos proximais, principalmente por meio do cotransportador de sédio-glicose tipo
2 (SGLT2). Os inibidores de SGLT2 atuam bloqueando esse mecanismo de
reabsorgéo, promovendo glicosuria e, consequentemente, a reducéo da glicemia em
pacientes com diabetes tipo 2 (PERKOVIC et al., 2019; KELLY et al., 2019). Além
do controle glicémico, esses farmacos induzem perda de peso e redugdo da
pressao arterial, em decorréncia do aumento da excreg¢ao urinaria de glicose e do
efeito diurético leve. No entanto, estdo associados a efeitos adversos, sendo os
mais comuns as infec¢gées micéticas genitais, como candidiase vulvovaginal, vulvite
e vulvovaginite em mulheres, e balanite e balanopostite em homens. Também

podem causar hipotensao ortostatica e deplecao volémica (SINGH et al., 2018).

Os inibidores da enzima dipeptidil peptidase IV (iDPP-4) atuam aumentando
a meia-vida das incretinas enddgenas, como o GLP-1, que é rapidamente inativada
por essa enzima. Como resultado, ocorre um aumento da secregdo de insulina
dependente da glicose e uma inibicdo da secregao de glucagon, promovendo
melhora na fung&o das células B pancreaticas e no controle glicémico em pacientes
com diabetes tipo 2 (GALLWITZ, 2019; LEE et al., 2019).

3.2 Bioprospeccgao

A bioprospeccao, definida como o processo sistematico de investigacao de
moléculas bioativas por meio da aplicacdo de bioensaios especificos, tem como
finalidade central a identificagdo de novos principios ativos com potencial
terapéutico. Além de seu papel na descoberta de compostos com aplicacédo
farmacoldgica, essa abordagem contribui significativamente para o aprofundamento
do conhecimento cientifico sobre a biodiversidade brasileira, reconhecida por sua
riqueza e singularidade ecoldgica. A analise de produtos naturais sob a perspectiva
da bioprospecg¢ao fornece subsidios valiosos para o desenvolvimento de novas
terapias, ao mesmo tempo em que promove a valorizagdo dos recursos bioldgicos
nativos, gerando impactos positivos nas areas da farmacologia, biotecnologia e
inovagéo cientifica (BRITO et al., 2020).
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A conservacao e a preservacao da biodiversidade, especialmente da flora
brasileira, constituem pilares essenciais nao apenas por seu valor intrinseco, mas
também pelo expressivo potencial que representam como fonte de compostos
bioativos com propriedades terapéuticas. A riqueza biologica do Brasil, um dos
paises com maior diversidade vegetal do planeta, oferece um vasto repositorio
natural de substancias com atividade farmacoldégica promissora, o que justifica e
impulsiona a investigacao cientifica voltada a descoberta de novos farmacos a partir
de recursos naturais (MEIRELLES & RUPPELT, 2023).

O desenvolvimento de farmacos a partir de fontes naturais, como os extratos
vegetais, tem se consolidado como uma abordagem promissora na farmacologia
moderna. A bioprospeccao se destaca, pois, ao explorar a biodiversidade, facilita a
obtencdo de substancias que podem ser utilizadas no tratamento de diversas
doencas. A realizacdo de bioensaios € um dos passos cruciais na avaliagcdo do
potencial farmacoldégico de compostos bioativos para avaliar a eficacia e a
toxicidade de novos compostos, € além de ser essencial para garantir que apenas
aqueles com alto potencial terapéutico e baixo risco de efeitos adversos avancem
dos ensaios pré-clinicos para ensaios clinicos (HOSTETTMANN,WOLFENDER E
TERRAUX, 2001).

3.2.1 Produtos naturais e propriedades antidiabéticas

O uso tradicional de plantas como Momordica charantia, Gymnema sylvestre,
Trigonella foenum-graecum e Cinnamomum verum ¢é corroborado por estudos
cientificos que evidenciam suas propriedades hipoglicemiantes e antioxidantes.
Essas plantas tém sido utilizadas tanto em extratos aquosos quanto etandlicos,
apresentando perfis farmacolégicos. Esses produtos atuam por diferentes
mecanismos, como a estimulagdo da secre¢cdo de insulina, aumento da
sensibilidade a insulina, inibicdo da absorgéo intestinal de glicose, modulagao de
enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos e propriedades antioxidantes
que combatem o estresse oxidativo associado & hiperglicemia crénica (RIOS et al.,
2015).

3.2.2 Espécie Justicia secunda Vahl
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Justicia secunda &€ uma espécie vegetal considerada tropical e nativa da
América do Sul, com registro de ocorréncia em diversas regides da Amazdnia
(LOPEZ et al, 2022). No territério brasileiro, a espécie €& encontrada
predominantemente na regido Norte, abrangendo os estados do Acre, Amazonas,
Para e Rondébnia. Sua distribuicdo geografica estd majoritariamente inserida no
dominio fitogeografico da Floresta Amazdnica, caracterizado por vegetagéo do tipo
ombroéfila densa, que apresenta alta umidade e cobertura florestal continua (FLORA
DO BRASIL, 2020).

Morfologicamente, J. secunda é descrita como uma planta de habito terricola,
podendo apresentar-se como erva ou subarbusto perene, com porte ereto ou
escamoso. Suas folhas possuem formato ovado (Figura 01), e a espécie apresenta
inflorescéncia com bracteas que variam de lineares a subuladas. Um de seus
principais caracteres diagndsticos € a presenga de uma corola bilabiada, com o
labio posterior geralmente bilobado e o labio anterior trilobado. A estrutura
reprodutiva inclui dois estames e uma capsula que contém quatro sementes, além
de apresentar uma porcao basal estéril, aspecto morfoanatémico (Figura 02) tipico
da espécie (WFO, 2023).

Figura 01 - Espécie Justicia secunda.

Fonte: Trépicos Bidault, 2025.
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Figura 02 - Detalhes da morfoanatomia de Justicia secunda.

Fonte: Nadia Eligia Nunes Pinto Paracampo, 2023.
3.2.3 Uso popular da Justicia secunda Vahl

Justicia secunda Vahl é uma espécie vegetal amplamente difundida no uso
popular e conhecida por diferentes nomenclaturas vernaculas em distintas regides
geograficas. Em Barbados, é denominada "raiz de sangue"; na Venezuela, recebe o
nome de "sanguinaria"; e em determinadas localidades da Nigéria, é popularmente
chamada de "folha de sangue". Em outros contextos etnobotanicos, também é
referida como "folha da vida", "planta camarao", "cascajera", "insulina", "cura-tudo" e
"trés Ave-Marias", evidenciando a diversidade cultural associada a sua utilizagao
(CARRINGTON et al., 2012; ONOJA et al., 2017; ZAMBRANO & BUSTAMANTE,

2017; ESCOBAR & FLORES, 2019; LOPEZ et al., 2022).

O uso tradicional de J. secunda tem sido amplamente documentado em
praticas fitoterapicas, sobretudo no tratamento de enfermidades crbnicas e
infecciosas. Entre as principais indicagbes etnomedicinais destacam-se o tratamento
da anemia (N'GUESSAN et al., 2010), diabetes melltus (MARLES &
FARNSWORTH, 1995), hipertensao arterial (ABO; KOUAKARO; ADOU, 2016), além
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de disturbios gastrointestinais, como a gastroenterite, e doencgas respiratorias
(KITADI et al., 2019; ARAUJO, 2021).

Dentre as partes da planta, as folhas constituem o material vegetal mais
frequentemente empregado, geralmente preparadas na forma de infusbes ou
decocgdes, para administragao por via oral (KOFFI et al., 2013). O uso continuado e
recorrente dessa espécie na medicina tradicional tem despertado crescente
interesse da comunidade cientifica, promovendo investiga¢gdes farmacoldgicas que
buscam validar sua eficacia terapéutica e elucidar os mecanismos bioquimicos

subjacentes as suas propriedades medicinais.
3.2.4 Atividades farmacolégicas da Justicia secunda Vahl

No estudo conduzido por Mea et al. (2017), investigou-se o efeito
hipoglicemiante do extrato aquoso de Justicia secunda (EAJS ) administrado
em diferentes dosagens — 2, 2,5 e 3 g/kg de peso corporal — em ratos
normoglicémicos, com o objetivo de avaliar a resposta glicémica ao longo do tempo.
Os niveis basais de glicose em jejum (~0,96 = 0,09 g/L) ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos experimentais antes da
administragao dos tratamentos. A administracao da dose de 2 g/kg nao resultou em
alteragdes glicémicas relevantes; contudo, a dose de 2,5 g/kg promoveu uma
reducao significativa de 26,31% nos niveis de glicose (p < 0,05), enquanto a dose
de 3 g/kg provocou uma redugdo ainda mais acentuada, de 37,14%. Esses achados

sugerem um efeito hipoglicemiante dose-dependente do extrato em ratos saudaveis.

Complementarmente, Aimofumeh et al. (2020) avaliaram a atividade
anti-inflamatéria do extrato foliar de J. secunda frente a lesbes hepaticas induzidas
por paracetamol, associadas ao estresse oxidativo. O estudo foi conduzido com
trinta e seis ratos Wistar machos, distribuidos em seis grupos experimentais. Um
grupo controle negativo recebeu apenas o veiculo, enquanto um grupo controle
positivo foi tratado exclusivamente com paracetamol (2 g/kg). Um terceiro grupo
recebeu paracetamol associado a silimarina (100 mg/kg), considerada substancia de
referéncia hepatoprotetora. Os demais grupos foram tratados com diferentes doses
do extrato (100, 300 e 500 mg/kg), seguidas da administragdo de paracetamol. Apés

o protocolo experimental, amostras de sangue e figado foram coletadas para analise
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de marcadores de fungado hepatica, proteina C reativa (PCR) e lipoproteina de baixa
densidade oxidada (LDL-ox). Os resultados demonstraram que os grupos tratados
com J. secunda apresentaram reducdo significativa nos niveis séricos de PCR e
LDL-ox em comparagao ao grupo controle intoxicado, indicando uma possivel agao

protetora do extrato contra os danos oxidativos hepaticos.

Em relac&do a seguranga do uso do extrato, Onochie et al. (2020) avaliaram a
toxicidade aguda oral do extrato etandlico das folhas de J. secunda em ratos Rattus
norvegicus. Treze animais foram alocados aleatoriamente em seis grupos, sendo
trés grupos com trés animais cada que receberam doses de 10, 100 e 1000 mg/kg,
e trés grupos com um animal cada que receberam doses mais elevadas de 1600,
2900 e 5000 mg/kg. Os animais foram observados continuamente nas primeiras 24
horas apds a administragcdo. A dose letal mediana (DLso) foi estimada em 3.800
mg/kg de peso corporal. Os resultados evidenciaram efeitos toxicos em altas doses,
principalmente sobre os sistemas cardiovascular e renal, com aumento nos niveis
plasmaticos de lipidios, ureia e creatinina, quando comparados ao grupo controle,

indicando risco de toxicidade sistémica em exposi¢des elevadas.

Apesar de seu uso tradicional e das evidéncias preliminares sobre atividades
farmacoldgicas diversas, os estudos direcionados ao seu efeito no metabolismo da
glicose ainda s&o incipientes. Diante disso, o presente estudo tem como obijetivo
avaliar o potencial hipoglicemiante do extrato aquoso de Justicia secunda, visando
elucidar sua atividade no controle glicémico e contribuir para o desenvolvimento de

novas alternativas terapéuticas para o DM2.



35

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Permissoes

Para o desenvolvimento do projeto em questdo foi necessario assegurar a
regularidade juridica do Acesso ao Patriménio Genético e Conhecimento Tradicional
Associado, em face das exigéncias decorrentes da Lei n° 13.123/2015. Seus
regulamentos, foram encaminhadas ao Grupo de Trabalho do SisGen da Embrapa
Amazobnia Oriental todas as informagdes e os documentos exigidos pela legislagao
para a correta instru¢do do cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio

Genético — SisGen, cujo numero do cadastro de acesso € N° A9E4150.

Os experimentos com animais foram realizados no Biotério do Nucleo de
Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do
Ceara conforme o Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-NPDM/UFC: N°
79130923). O Biotério ¢é certificado pela Associacdo para Avaliagdo e
Credenciamento de Animais de Laboratorio (AAALAC). Os animais escolhidos foram
camundongos machos da linhagem C57BL/6 (6 semanas, 20 g) mantidos em
gaiolas com temperatura de 22 £ 2 °C e ciclo claro-escuro de 12/12 horas com
alimentagao (Nuvilab, quimtia) e agua submetida a esterilizacdo. A eutanasia dos
animais foi realizada através de sobredose de anestésico, com cloridrato de xilazina

(30 mg/kg, i.p.) e cloridrato de cetamina (300 mg/kg, i.p.).
4.2 Obtencao do extrato aquoso de Justicia secunda Vahl

A planta foi coletada na sede da Embrapa Amazénia Oriental (CPATU, em
Belém-Para), no periodo matutino, em abril/2023. O protocolo de coleta envolveu a
remogao das folhas, o registro de dados morfolégicos e a adequada acomodagéao
dos frutos em recipientes especificos, incluindo sacos de papel, sacos plasticos ou
frascos de vidro. Em seguida, o material foi submetido a fixagdo por aspersao ou
imersdo em alcool 70%, seguido pelo processo de secagem em estufa e posterior
identificacdo taxonémica no Herbario do Instituto Agronémico Norte-CPATU,
conforme os procedimentos estabelecidos por Martins-da-Silva (2002). O material
foi identificado pela taxonomista e a exsicata foi depositada com o numero IAN
202.766. O Transpor se deu em sacos plasticos limpos, retirando excesso de ar, e

mantendo em caixa térmica com gelo reciclavel.
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A extracao foi realizada seguindo uma adaptacao da metodologia descrita por
Matos (2007). Sucintamente, uma porcdo de 120g de material vegetal seco e
triturado (folhas) foi extraida com 600 ml de agua destilada fervente (100 C) em um
béquer de 1L coberto e mantido em repouso por 10 minutos. Posteriormente, a
solugado aquosa foi filtrada por filtracdo simples, seguida por filtragdo a vacuo e

finalmente liofilizada. Em seguida, cedida para analise dos testes posteriores.
4.3 Analises in-vitro
4.3.1 Avaliagcao da citotoxicidade

Células C2C12 de camundongos (Mus musculus), uma linhagem imortalizada
de mioblastos derivados de musculo esquelético, foram utilizadas para a avaliagao
de citotoxicidade, conforme metodologia adaptada de Pintado et al. (2000) e Khalef
et al. (2024). As células foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) com alta concentragao de glicose (4,5 g/L), suplementado com
10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de solug¢ao antibidtica contendo penicilina (100
U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). A incubacdo foi realizada a 37°C em

atmosfera umidificada contendo 5% de CO..

Para indugéo da diferenciagéo, as células foram mantidas até atingirem 80%
de confluéncia e, em seguida, cultivadas em placa de 96 pogos por quatro dias em
meio de diferenciagdo contendo DMEM suplementado com 2% de soro de cavalo
(HS). Apds o periodo de diferenciacéo, as células foram expostas aos extratos nas
concentracbes de EAJS 300, 30, 3 e 0,3 ug/mL. Como controle positivo de
citotoxicidade, utilizou-se acido palmitico (palmitato), e como controle negativo, foi
aplicado o veiculo DMSO em concentracdo compativel com a menor diluicdo

experimental (<0,1%).

Apos 24 horas de tratamento, procedeu-se a coloracdo celular com uma
solugdo de Hoechst 33342 e iodeto de propidio (PI), na diluicdo 1:10 em PBS. Um
volume de 10 yL da mistura foi adicionado a cada pog¢o, seguido de incubagéo por
30 minutos a 37 °C, protegendo-se da luz. As células foram entdo lavadas trés

vezes com PBS. A analise foi realizada por microscopia de fluorescéncia.
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O corante Hoechst 33342 cora todos os nucleos celulares, enquanto o Pl
penetra apenas em células com integridade de membrana comprometida, marcando
células mortas. A viabilidade celular foi calculada com base na razao entre células
Hoechst'/PI- (viaveis) e o total de células Hoechst', utilizando as seguintes férmulas:
% Viabilidade celular = (n° de células Hoechst'/PI- + n° total de células Hoechst') x
100% Morte celular = 100 - % Viabilidade celular.

4.3.2 Avaliacao da inibigcao das a-glucosidase

A atividade inibitéria da a-glicosidase foi avaliada conforme metodologia
adaptada de Vinholes et al., (2011) e Filho et al., (2025). Amostras em diferentes
concentragbes de 0,312, 0,625, 1,25, 2,5, 5 mg/ml foram dissolvidas em tampao
fosfato (0,1 M, pH 6,8) e distribuidas em microplacas, seguidas da adigdo de
glutationa e da enzima a-glicosidase (0,4 U/mL). Apds incubagao a 37 °C por 5

minutos, registrou-se a absorbancia inicial (T0’) a 415 nm.

A reacdo foi iniciada com a adicdo do substrato (4-nitrofenil
a-D-glucopiranosideo, 10 mM), seguida de incubagédo no escuro por 10 minutos
(T10’) e nova leitura a 415 nm. No tratamento do diabetes mellitus tipo 2, o farmaco
responsavel por inibir a a-glicosidase € a Acarbose, atuando localmente no intestino
(OKUR et al., 2017). A acarbose foi escolhida como controle positivo, enquanto o
tampéao fosfato serviu como controle negativo. A inibicdo enzimatica foi calculada
por meio de uma equacao especifica: Atividade inibitoria % = (1- (Absorsdo da

Amostra/Absorgao do Controle)) 100.
4.4 Analises in-vivo
4.4.1 Teste de tolerancia a glicose

O teste de tolerancia a glicose foi conduzido no Biotério do NPDM, seguindo
a metodologia descrita por Frederico et al., (2023), com adaptacgdes. Inicialmente, os
43 camundongos da linhagem C57BL/6 foram submetidos a um periodo de jejum de
seis horas e, posteriormente, divididos em distintos grupos experimentais, sendo
sete 0 numero de animais por grupo. O grupo controle positivo foi composto por
camundongos normoglicémicos tratados com Dapagliflozina (3 mg/kg), enquanto a

solugao utilizada para a solubilizagdo do extrato (agua destilada, DMSO a 0,1% e
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Tween 80 a 5%) foi empregada como controle negativo. O grupo experimental

recebeu doses de EAJS nas concentragdes de 250, 100, 10 e 1 mg/kg.

A afericdo dos niveis glicémicos foi realizada previamente ao inicio do
tratamento, utilizando um medidor de glicose no sangue (Bioland G-500), a partir de
uma pequena incisdo na extremidade da cauda, definindo-se esse momento como
tempo zero (T0’). Os camundongos foram, entdo, tratados com EAJS e, apds 30
minutos, submetidos a uma carga de glicose (2 g/kg). A curva de tolerancia a
glicose teve inicio 15 minutos apds a administracédo da glicose, com medigdes

realizadas nos tempos de 15, 30, 60 e 120 minutos.
4.4.2 Teste de resisténcia a insulina induzida por dexametasona

O teste de resisténcia a insulina foi realizado no Biotério do NPDM, onde os
camundongos foram divididos em quatro grupos, compostos de cinco animais: 1)
camundongos receberam veiculo (solugdo salina); 2) dexametasona (0,1 mg/Kg
subcutanea); 3) EAJC (1 mg/kg intraperitoneal i.p.); 4) EAJC (1 mg/kg i.p.) mais
dexametasona (0,1 mg / Kg s.c.) Os camundongos foram induzidos com injegdes
subcutaneas diarias das 8h30 as 9h30 da manha, durante 5 dias consecutivos, de
acordo com Mendes et al. (2021) e Frederico et al. (2023). No quinto dia os animais
passaram por um jejum de 4 h e o teste de tolerancia a insulina (TTI) foi realizado. A
primeira coleta de sangue para dosagem de glicose (TO0) foi realizada por meio de
um corte na extremidade da cauda do animal. Em seguida, foi injetado
intraperitonealmente 2Ul de insulina por quilo de peso corporal e amostras de
sangue foram coletadas pela cauda nos tempos 7, 14 e 28 min para a determinagéo
da glicose sérica. A velocidade constante de decaimento da glicose (kITT) foi
calculada usando a férmula 0,693/t1/2. O t1/2 da glicose foi calculado a partir da
curva da analise dos minimos quadrados da concentrag&o da glicose sérica durante

a fase de decaimento linear.
4.4.3 Perfil lipidico

A partir das amostras de plasma obtidas apds o teste de resisténcia a
insulina, os 40 niveis séricos de colesterol total (CT), HDL-colesterol e triglicerideos
(TG) foram realizados no Laboratério de Farmacologia Bioquimica e avaliados de

acordo com o descrito pelos fabricantes (Labtest Diagndstica S.A., Brasil).
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4.4.4 Histologia

Os fragmentos pancreaticos dos camundongos foram coletados
imediatamente apdés a eutanasia dos animais do protocolo de TTI, sendo
cuidadosamente dissecados e lavados com solugéo salina tamponada com fosfato
(PBS 0,1 M, pH 7,4) para remocgao de residuos sanguineos. Em seguida, os tecidos
foram fixados em formalina a 10% (formol tamponado) por um periodo minimo de 24
horas a temperatura ambiente, visando preservar as estruturas celulares e teciduais
(LUNA, 1968).

Apos a fixagdo, os tecidos foram submetidos ao processamento histologico
convencional. Este incluiu desidratagdo em série crescente de alcoois etilicos (70%,
80%, 95% e absoluto), diafanizagdo em xilol e inclusdo em parafina histolégica a 60
°C (BANCROFT; GAMBLE, 2008). Blocos de parafina contendo os fragmentos
pancreaticos foram entdo seccionados em micrétomo semiautomatico com

espessura de 5 ym.

As laminas histologicas obtidas foram desparafinizadas em xilol e reidratadas
por alcoois em gradacao decrescente até agua destilada. Em seguida, as laminas
foram coradas com hematoxilina de Harris por cerca de 5 minutos, seguida de
lavagem em agua corrente por 10 minutos. Posteriormente, as laminas foram
coradas com eosina alcodlica a 1% por 2 minutos, desidratadas novamente em
alcoois crescentes, diafanizadas em xilol e montadas com laminula utilizando resina
sintética (CARSON; HUNT, 2006).

As laminas foram analisadas em microscopio Optico de luz clara, sob
aumento de 100x%, com captura digital de imagens representativas utilizando camera
acoplada e software de analise de imagens. Os parametros avaliados incluiram
integridade morfologica das ilhotas pancreaticas, presenca de infiltrado inflamatério,

alteragdes degenerativas e espessamento estromal.
4.5 Analise estatistica

O estudo das variaveis foi expresso como média + desvio padrao da média e

analisado por meio da comparagao multipla de resultados parameétricos utilizando
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ANOVA seguido de pés-teste de Tukey, utilizando o software GraphPad Prism 8. Os

niveis de significancia adotados variaram de p<0,05 a p<0,0001.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Andlises in-vitro
5.1.1 Avaliagao da citotoxicidade

A avaliagao da viabilidade celular € um parametro essencial na investigacao
da toxicidade de compostos naturais provenientes de plantas medicinais, bem como
de outras substancias quimicas. Essa analise permite prever potenciais reacdes
adversas e estabelecer o perfil de seguranga de novas abordagens terapéuticas.
Além disso, a mensuragao da viabilidade celular apos a exposicao a diferentes
agentes possibilita avaliar tanto a eficacia quanto os efeitos citotdxicos desses
compostos, contribuindo para o desenvolvimento e a otimizacdo de estratégias

terapéuticas baseadas em produtos naturais (KHALEF et al., 2024).

Os resultados obtidos demonstraram que o tratamento com palmitato reduziu
significativamente a viabilidade celular em 48% (Figura 03) e aumentou a morte
celular (Figura 04), confirmando seu conhecido potencial lipotéxico e sua
capacidade de induzir disfuncdo mitocondrial em miotubos C2C12
(LISTENBERGER et al, 2003; KWON et al, 2014; YAGHOOTI,
MOHAMMADTAGHVAEI e MAHBOOBNIA, 2019).

Figura 03 - Efeito do EAJS na viabilidade celular.
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p< 0,0001; comparado ao grupo controle. Fonte: Autor, 2025.
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Figura 04 - Efeito do EAJS na morte celular.
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De forma semelhante, EAJS apresentou efeitos citotdoxicos em concentragdes
elevadas, sendo observada uma reducao de 14% na viabilidade celular com 3000
pMg/mL (Figura 03), enquanto a concentragdo de 300 pg/mL induziu um aumento
significativo da morte celular — cerca de 502% em relagéo ao controle (Figura 04).
Esses achados indicam que o EAJS possui atividade citotdxica em altas doses,
possivelmente associada a presenca de metabdlitos secundarios como compostos
fendlicos, alcaloides e flavonoides, que podem atuar como pro-oxidantes em
concentracgdes elevadas (OBOH et al., 2010; IWU et al., 1999).

Por outro lado, as concentragdes mais baixas (30, 3 e 0,3 ug/mL) néo
alteraram significativamente a viabilidade nem induziram morte celular, sugerindo
um perfil de seguranga celular nessas faixas. Esse comportamento
dose-dependente reforca o potencial uso terapéutico do extrato em concentragbes
reduzidas, sobretudo em contextos antioxidantes e anti-inflamatérios, em
consonancia com evidéncias prévias da literatura e com o uso tradicional de Justicia
secunda na medicina popular (AKINMOLADUN et al., 2015).
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5.1.2 Avaliagao da inibicao das a-glucosidase

A enzima a-glucosidase, localizada no intestino delgado, é responsavel pela
clivagem de oligossacarideos em glicose, facilitando sua absor¢do no trato
gastrointestinal. A inibicdo dessa enzima retarda a digestdo e absor¢ado de
carboidratos, contribuindo para a redugao do pico glicémico pods-prandial, sendo
uma estratégia amplamente utilizada no controle do DM2 (KUMAR et al., 2011).
Inibidores sintéticos como a acarbose sao efetivos, mas frequentemente associados

a efeitos adversos gastrointestinais, como flatuléncia e diarreia (LEBOVITZ, 1997).

Na Tabela 02, o EAJS apresentou efeito inibitério sobre a atividade da
a-glucosidase. A analise dose-dependente demonstrou que, nas concentragdes de
25 e 5 mg/mL, o EAJS promoveu inibicdo enzimatica de 69,98% e 73,99%,
respectivamente, valores préximos aos obtidos com a acarbose (79,13% e 86,34%).
A curva de inibicdo revelou um ICs de 0,207 = 0,012 mg/mL para o EAJS,

comparavel ao da acarbose (0,159 + 0,005 mg/mL).

Tabela 02 - Percentual de inibigcao das a-glucosidases pelo extrato da Justicia

secunda.

Concentracio AE?L;{I?}USE Jusrfcj?] fﬁs}c.'cunda
0,312 mg 60,833 55,649
0,625 mg 62,604 69,125

1,25 mg 69,490 59.082
2,5 mg 79,135 69,981
5 mg 86,346 73,991

Valores expressos como média + SEM; n = 3. Fonte: Autor, 2025.
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Figura 05 - Porcentagem de inibicao do extrato aquoso de Justicia secunda
(EAJS) contra as a-glucosidases em diferentes concentragoes, utilizando a

acarbose como controle positivo.
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Valores expressos como média + SEM; n = 3. Fonte: Autor, 2025.

A atividade inibitéria do EAJS pode ser atribuida a presenga de compostos
bioativos, como flavonadides, taninos, alcaldides e compostos fendlicos, que ja foram
associados a inibicdo de enzimas digestivas em outras espécies vegetais (PATEL;
PATEL, 2015; TIWARI et al., 2014). Estudos fitoquimicos prévios confirmaram a
presenca desses metabdlitos em Justicia secunda, incluindo derivados glicosilados
da quercetina, kaempferol e apigenina, compostos com reconhecida atividade
inibitoria sobre a a-glicosidase (AKINMOLADUN et al., 2015; OBOH et al., 2010;

DERAKHSHANIAN et al., 2020; WANG et al., 2022; LIU et al., 2024).

Dessa forma, os dados obtidos reforcam o potencial farmacolégico do EAJS
como inibidor natural da a-glucosidase. Sua eficacia, aliada a menor probabilidade
de efeitos colaterais gastrointestinais, posiciona o extrato como uma alternativa
promissora para o desenvolvimento de terapias fitoterapicas ou formulacdes
complementares voltadas para o controle glicémico, especialmente em casos de

DM2. Ademais, o perfil dose-dependente observado sugere a viabilidade do uso



terapéutico do extrato, bem como a possibilidade de isolamento de seus compostos

ativos mais potentes.

5.2 Analises in-vivo

5.2.1 Teste de tolerancia a glicose

Tabela 03 - Efeito do extrato EAJS (250, 100, 10 e 1 mg/kg) e da Dapagliflozina

no teste de tolerédncia a glicose em camundongos C57BL6 em jejum.

Grupos Glicemia (mg/dL) Tempo (min.)
0 15 30 60 120

Hiperglicémico 184,0 = 10,89 4492 4 17,96 341,6 +7.28 2363+ 12,22 108,1 + 13,57
Dapaglifozina3  208,7 = 10,53 260,3 +530¢ 2221+8,17¢ 163,115,354 112,7+ 6, 384
EAJS 250 111,4+6.71 118,90+ 9.86¢ 1001 + 4,73 ¢ 83,86 +3,21¢ 90,86 +2.15¢
EAJS 100 170,64 10,85 142,0 + 6,949 1174 + 6,464 103,0 + 3,494 84.43 + 5,034
EAJS 10 83,71+ 1,82 378,7 £ 15,889 232,1 £20,25% 199,6 + 14,80 146,7 +9,33¢
EAJS 1 2194 <1297 359,7+37,920 2464 £ 16,070 188,0 £5,27 1504 + 13,03

Cada valor representa a média + E.P.M. das seis determinagdes. ap< 0,05, bp<0,01, cp<0,001 e

Pdp=<0,0001 comparados ao grupo hiperglicémico (2g/kg). Fonte: Autor, 2025.
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Figura 06 - Efeito da infusao de EAJS (250 — 1 mg/kg) em A) Teste de tolerancia
a glicose em camundongos C57BI6; B) Area sob a curva da glicemia das
diferentes doses de EAJS no TTG.
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Os resultados obtidos no TTG demonstram que o EAJS apresentou efeito
hipoglicemiante significativo, especialmente nas doses de 100 mg/kg e 250 mg/kg
(Figura 06 A), quando comparado ao grupo hiperglicémico controle. O grupo tratado
com dapagliflozina (3 mg/kg), utilizado como controle positivo, também reduziu
significativamente os niveis glicémicos ao longo do tempo, validando o modelo
experimental adotado. A curva glicémica do grupo hiperglicémico apresentou pico
elevado de glicose no tempo de 15 minutos (449,2 + 17,96 mg/dL), permanecendo

elevada até 120 minutos. Em contrapartida, os grupos tratados com EAJS 100
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mg/kg e 250 mg/kg apresentaram reducgdes expressivas da glicemia ja a partir de 15
minutos, com valores finais de 84,43 + 5,03 mg/dL e 90,86 £ 2,15 mg/dL aos 120

minutos, respectivamente (Tabela 03).

A redugao significativa da area sob a curva (AUC) observada para essas
duas doses reforca o efeito hipoglicemiante do extrato, sendo comparavel ao da
dapagliflozina. Tal efeito pode estar associado a presenga de compostos bioativos
no extrato, como flavonoides, taninos e compostos fendlicos, que ja foram descritos
em analises fitoquimicas anteriores de Justicia secunda (AKINMOLADUN et al.,
2015; OBOH et al., 2010). Esses compostos tém sido amplamente estudados por
sua capacidade de modular o metabolismo glicémico por diferentes mecanismos,
incluindo a inibicdo de enzimas digestivas como a a-glicosidase, aumento da
captacao periférica de glicose e potencial estimulo a secrecao de insulina (TIWARI
et al., 2014; PATEL; PATEL, 2015).

Os tratamentos com EAJS nas doses de 250 e 100 mg/kg reduziram
notavelmente a glicemia em torno de 42%, 35%, 31% e 43%; e 68%, 65%, 56% e
57% nos tempos de 15, 30, 60 e 120 minutos, respectivamente, quando comparado
ao grupo controle. Nas doses de 10 e 1 mg/kg, houve redugdao mais modesta da
glicemia. O grupo tratado com 10 mg/kg de EAJS reduziu em torno de 15% e 32%
nos tempos de 15 e 30 minutos; e 25% no tempo de 120 minutos, quando
comparado ao grupo controle. Na dose de 1 mg/kg, houve reducéo de 20% e 28%

nos tempos de 15 e 30 minutos, respectivamente.

A figura 06 de curva glicémica demonstra o efeito de EAJS (100 mg/kg) em
formato de grafico, permitindo melhor visualizagdo do efeito ao longo do tempo. Os
tratamentos com EAJS (250, 100, 10 e 1 mg/kg) reduziram a area sob a curva
glicémica nos tempos de 0 a 120 minutos em 67%, 65%, 20% e 19%,
respectivamente, em relagdo ao grupo hiperglicémico. O tratamento com EAJS (100
mg/kg) foi mais efetivo na reducdo da glicemia em relacdo a dapagliflozina (3
mg/kg), que reduziu o AUC em 47%. A dapagliflozina, por sua vez, reduziu 34% em
relagdo ao grupo controle hiperglicémico. Esses dados reforcam o efeito
dose-dependente do EAJS, com melhor resposta glicémica nas doses mais

elevadas.
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Os componentes quimicos de EAJS foram caracterizados como sendo
flavonoides glicosilados derivados da quercetina, kaempferol
(4'-O-metil-kaempferol), apigenina e luteolina, os quais apresentam propriedades
benéficas no metabolismo da glicose (MARTIN, 2021). A quercetina tem se
mostrado promissora no tratamento do DM2, com efeitos benéficos associados a
reducéo do estado inflamatorio e a melhora da resisténcia a insulina (DONG et al.,
2014; KITTL et al., 2016). Estudos com roedores demonstraram que a quercetina
aumenta a expressao do transportador de glicose GLUT4 no musculo esquelético
(SHANG et al.,, 2015; ROBERTS; HEVENER; BERNARD, 2013). Além disso, a
quercetina e seu metabdlito isorhamnetina, nas concentragdes de 0,1 nM e 1 nM,
promovem a captagao de glicose por diferentes vias de sinalizagdo nos miotubos L6
(JIANG et al., 2019). Em humanos, a administragcdo de 500 mg/dia por 8 semanas
reduziu os niveis de glicose plasmatica em jejum e melhorou as concentragcdes de
insulina (OSTADMOHAMMADI et al., 2019).

O kaempferol, na dose de 50 mg/kg/dia por via oral, durante quatro semanas,
promoveu melhora significativa da hiperglicemia e redugdo da incidéncia de
diabetes em camundongos induzidos por estreptozotocina (ALKHALIDY et al.,
2018). Este composto protege as ceélulas  pancreaticas ao inibir a apoptose,
preservando assim a fungc&o pancreatica e regulando a glicose (YANG et al., 2022).
Ainda, exerce efeito positivo sobre a glicotoxicidade e modula a hiperinsulinemia
(SILVA et al., 2021).

A apigenina também apresenta atividade hipoglicemiante, agindo por inibigao
das enzimas a-glicosidases (LIU et al., 2024) e estimulando a captacdo de glicose
no musculo séleo (CAZAROLLI et al., 2009). A luteolina, por sua vez, alivia lesbes
cardiovasculares em diabetes devido a sua acgao antioxidante (QIAN et al., 2010;
XIAO et al.,, 2023; ZHOU et al., 2022), melhora o metabolismo da glicose e
potencializa a sensibilidade a insulina, além de preservar a fungdao e massa das

células B durante clamp hiperglicémico (DAILY et al., 2021).

Ademais, estudos recentes reforcam o papel dos flavonoides na inibicao de
enzimas envolvidas na digestdo de carboidratos e no aumento da sensibilidade a
insulina, apresentando menor incidéncia de efeitos colaterais quando comparados a

farmacos sintéticos (LAM et al., 2024). Compostos como os derivados glicosilados
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da quercetina (DERAKHSHANIAN et al., 2020), kaempferol e apigenina (LIU et al.,
2024; WANG et al., 2022) tém sido apontados como os principais responsaveis por

tais efeitos.

Portanto, o efeito hipoglicemiante do EAJS parece estar diretamente
relacionado a presenga de compostos fendlicos, principalmente flavonoides, com
mecanismos moleculares ja descritos na literatura como benéficos para o controle
glicémico. A acdo observada também reforca a relagdo dose-dependente,
evidenciada pela superioridade das doses de 100 e 250 mg/kg. Tais achados
justificam a continuidade do estudo com a dose de 100 mg/kg, que apresentou

melhor perfil de resposta terapéutica.
5.2.2 Teste de tolerancia a insulina induzida por dexametasona

A administragcdo de dexametasona (0,1 mg/kg) ao longo de cinco dias
constitui um modelo experimental amplamente validado para indugao de resisténcia
a insulina, especialmente nos tecidos periféricos como musculo esquelético e tecido
adiposo (PETERSEN; SHULMAN, 2018). Essa resisténcia decorre da redugao da
sensibilidade a insulina, como observado na significativa diminuicdo da taxa de
desaparecimento da glicose no teste de tolerancia a insulina. Esse quadro é
resultado de alteragbes na sinalizagdo da insulina e aumento da gliconeogénese
hepatica, frequentemente associados ao excesso de substratos energéticos no
organismo (FERRANNINI; SEGHIERI, 2018; FREEMAN; ACEVEDO; PENNINGS,
2023).

Na Figura 07, notavelmente, o tratamento com o extrato aquoso de Justicia
secunda (EAJS, 100 mg/kg) restaurou os niveis a patamares semelhantes aos do
grupo controle, indicando uma reversdo significativa do estado de resisténcia
insulinica. Em termos quantitativos, o EAJS promoveu um aumento de 353% na
sensibilidade a insulina em comparagao ao grupo tratado com dexametasona. Este
efeito pode ser atribuido a acdo insulinossensibilizante de compostos fendlicos
presentes no extrato, como quercetina, kaempferol, apigenina e luteolina (MARTIN,
2021). Esses flavondides sado conhecidos por estimular a via PI3K/Akt e a

translocacdo do transportador GLUT4 para a membrana celular, favorecendo a
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captacdo de glicose (SHANG et al., 2015; ROBERTS; HEVENER; BERNARD,
2013).

Figura 07 - Efeito da infusao de EAJS (100 mg/kg) no teste de tolerancia

a insulina.
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Adicionalmente, esses compostos exercem efeitos antioxidantes e
anti-inflamatérios que protegem a integridade da sinalizagdo da insulina e reduzem
o estresse oxidativo, fatores centrais na fisiopatologia da resisténcia insulinica
(OSTADMOHAMMADI et al., 2019; KITTL et al., 2016). A quercetina, por exemplo,
demonstrou melhorar a sensibilidade a insulina em modelos animais e humanos,
enquanto o kaempferol e a apigenina contribuem para o controle glicémico por
multiplos mecanismos (DONG et al., 2014; JIANG et al., 2019; ALKHALIDY et al.,
2018; CAZAROLLI et al., 2009).

O grupo tratado com dapagliflozina (3 mg/kg), por sua vez, apresentou
melhora parcial na sensibilidade a insulina, com aumento de 120% em relagéo ao
grupo dexametasona. Embora eficaz na redugdo da glicemia por inibicdo do
cotransportador renal SGLT2, a dapagliflozina apresenta agdo mais restrita sobre os

mecanismos da resisténcia periférica (NEAL et al., 2015). Esses achados ressaltam
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o potencial superior do EAJS como agente multifatorial na modulagao da resisténcia

a insulina, atuando em diferentes vias metabdlicas (LAM et al., 2024).

Importante destacar que o tratamento com EAJS isoladamente também
resultou em aumento da sensibilidade a insulina em comparagéo ao grupo controle,
indicando potencial terapéutico mesmo na auséncia de estimulos diabetogénicos.
Os resultados obtidos neste estudo s&o consistentes com investigagdes anteriores
que relatam o papel de flavonoides na redugdo dos niveis plasmaticos de glicose e
prevencao do desenvolvimento do DM2 (AKYEREKO et al., 2023; ANDERSON et
al., 2009; SARKAR; CHRISTOPHER; SHETTY, 2022).
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5.2.3 Perfil lipidico

A analise do perfil lipidico plasmatico dos camundongos revelou alteragdes
marcantes induzidas pela administracdo de dexametasona, caracterizadas por um
aumento significativo nos niveis de colesterol total (CT) e triglicerideos (TG), além
de uma reducdo nos niveis de HDL, especialmente em animais saudaveis. Tais
achados corroboram dados da literatura que associam o uso de glicocorticoides a
disturbios metabdlicos, incluindo dislipidemia, hiperglicemia e resisténcia a insulina
(LIU et al., 2019; LEE et al., 2018).

A dexametasona promove um estado hiperlipidémico provavelmente por
estimular a lipdlise periférica, o aumento da sintese hepatica de lipoproteinas e a
reducdo na depuragdo de lipidios plasmaticos (QUAGLIARIELLO et al., 2021).
Esses mecanismos contribuem para a elevagao dos niveis de TG e a redugéo do
HDL, alterando o equilibrio lipidico de forma pro-aterogénica e aumentando o risco

cardiovascular.

Na Figura 08, observou-se que o tratamento com o extrato aquoso de Justicia
secunda (EAJS, 100 mg/kg) reduziu significativamente os niveis de CT no grupo
Dexametasona + EAJS, com diminuigdo de aproximadamente 43% em relagdo ao
grupo Dexametasona isolado (p < 0,05). Nao houve diferenga significativa entre o
grupo EAJS e o controle negativo, indicando um efeito protetor do extrato nos
animais saudaveis. A dapagliflozina (3 mg/kg) também promoveu reduc¢do do CT em

animais tratados com dexametasona, embora sem significAncia estatistica.
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Figura 08 - Efeitos do extrato aquoso de Justicia secunda (100 mg/kg) sobre
os parametros lipidicos plasmaticos: (A) colesterol total, (B) colesterol HDL e

(C) triglicerideos.
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Controle ou Tratamentos com Dexametasona e Dapaglifozina ou Dexametasona e EAJS: *p< 0,05,
**p< 0,01, ***p<0,0001.Fonte: Autor, 2025.

Quanto ao HDL, a dexametasona reduziu discretamente seus niveis em
relacdo ao controle, embora sem significAncia estatistica. Por outro lado, o
tratamento com Dexametasona + EAJS aumentou significativamente os niveis de
HDL (p < 0,01), sugerindo um efeito positivo do extrato sobre o perfil lipidico,
possivelmente por mecanismos antioxidantes ou pela modulagdo da expressao de

proteinas relacionadas ao transporte de colesterol.

Observou-se um aumento significativo dos niveis de TG no grupo tratado
com dexametasona em relagdo ao controle (p < 0,001). O tratamento com EAJS ou
dapagliflozina foi capaz de reduzir parcialmente esses niveis, embora os valores
nao tenham retornado aos niveis basais. Essa redugao sugere um possivel efeito
hipolipemiante do EAJS, possivelmente atribuido a presenga de compostos
fendlicos e flavonoides com propriedades antioxidantes e moduladoras do
metabolismo lipidico (ADINORTEY et al., 2012).

Nos animais resistentes a insulina, os parametros lipidicos permanecem
alterados mesmo apos os tratamentos, o que sugere que o fendtipo dislipidémico
instaurado pela resisténcia a insulina € mais dificil de reverter. Isso reflete a
complexidade da interagdo entre o metabolismo lipidico, a inflamagéo cronica e o

efeito dos glicocorticoides sobre a homeostase metabdlica.

Portanto, os dados obtidos sugerem que tanto o EAJS quanto a
dapagliflozina apresentam efeitos benéficos parciais sobre a dislipidemia induzida
pela dexametasona. O EAJS, em especial, destaca-se como uma potencial
alternativa fitoterapica promissora, embora mais estudos sejam necessarios para

elucidar seus mecanismos de agao e sua eficacia em modelos clinicos.
5.2.4 Histologia

Figura 09 - Fotomicrografia de pancreas de animais que passaram pelo TTI. A)
Grupo Dexametasona, B) Grupo Dexametasona + EAJS, C)EAJS, D)SOLUCAO
SALINA.
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Fotomicrografias de I1&minas histolégicas coradas por Hematoxilina Eosina de Pancreas de animais
que passaram pelo Teste de tolerancia a insulina por dexametasona (aumento de 100x). Fonte:
Autor, 2025.

A analise histolégica do péancreas de camundongos submetidos ao
tratamento com dexametasona revelou alteragdes morfolégicas significativas. O
grupo que recebeu apenas dexametasona apresentou acentuada desorganizagao
dos acinos pancreaticos, com edema intersticial visivel e reducéo da integridade das
ilhotas de Langerhans, sugerindo efeitos degenerativos compativeis com resisténcia

a insulina induzida por glicocorticoides (Figura 09 A).

Essas observagdes estdo de acordo com estudos prévios que demonstram
que a administracdo de glicocorticoides como a dexametasona promove
hiperglicemia, disfungdo das células beta pancreaticas e inflamagdo do tecido
exécrino (UCHOA et al., 2014; VAN RAALTE et al., 2011). As lesbes observadas nas
ldminas podem ser atribuidas a apoptose celular, estresse oxidativo e alteragoes

metabodlicas secundarias ao uso continuo da dexametasona.
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Em contraste, os animais tratados com a combinacdo de dexametasona e
EAJS apresentaram melhor preservagao histolégica, com organizagdo acinar mais
evidente, menor presenca de edema e indicios de ilhotas de Langerhans
preservadas. Esses achados sugerem que Justicia secunda exerce efeitos
protetores no tecido pancreatico, possivelmente relacionados as suas propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias e antidiabéticas, ja descritas na literatura
etnofarmacolodgica (AKINMOLADUN et al., 2010; OMOTOSO et al., 2019).

O grupo tratado com EAJS isoladamente ndao apresentou sinais de dano
tecidual, mantendo a morfologia pancreatica relativamente integra. Isso indica uma
boa tolerabilidade e seguranca da planta em nivel histolégico, a0 menos nas

condicdes do presente experimento.

O grupo controle de solugdo salina demonstrou a morfologia pancreatica
esperada, com areas acinares bem organizadas, presencga clara das ilhotas de
Langerhans e auséncia de alteragdes inflamatorias ou degenerativas, confirmando a

qualidade da técnica histolégica e a viabilidade do modelo.
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Tabela 04 - Sintese dos resultados discutidos.

Analise

Resultado Principal

Viabilidade celular (in vitro)

Palmitato reduziu 48% da viabilidade;
EAJS 3000 pg/mL reduziu 14%.

Morte celular (in vitro)

EAJS 300 pg/mL t morte celular em
502%. Doses baixas (30-0,3 pyg/mL) =
seguras.

Citotoxicidade (dose-dependente)

Altas doses = acima 3000ug €
citotoxico; baixas doses = abaixo de
300 pgseguras e promissoras.

Inibicdo da a-glucosidase

EAJS (5 mg/mL) inibiu 74% da enzima
(= acarbose). IC5, = 0,207 mg/mL.

Teste de tolerancia a glicose

EAJS 100/250 mg/kg | glicemia >
Dapagliflozina. | AUC = 65-67%.

Efeito hipoglicemiante

EAJS 100/250 mg/kg reduziu glicemia
até 68% (dependente do tempo e dose).

Sensibilidade a insulina

EAJS (100 mg/kg) 1 sensibilidade a
insulina em 353% (vs DEXA).

Histologia

EAJS reverteu alteragdes causadas
pela dexametasona no pancreas

Compostos bioativos associados

Flavonoides (quercetina, kaempferol,
apigenina, luteolina) = efeitos
glicémicos positivos.

Possivel mecanismo de agao

Bloqueio da enzima a-glucosidase
presente no epitélio intestinal junto com
o aumento da translocacao de GLUT4
ou redugéo de fatores inflamatérios que
bloqueiam a via da insulina.

Fonte: Autor, 2025.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o extrato aquoso de Justicia secunda
(EAJS) apresenta um promissor potencial terapéutico hipoglicemiante, atuando por
mecanismos multifatoriais sobre o metabolismo glicémico. Em modelos in vitro, o
EAJS mostrou-se seguro em baixas concentragdes, mas apresentou efeitos
citotéxicos de forma dose-dependente em concentragdes elevadas, possivelmente
associados a atividade pro-oxidante de compostos fendlicos e flavonoides.
Destacou-se ainda a expressiva inibicdo da enzima a-glicosidase, com poténcia
comparavel a da acarbose, indicando uma relevante acéo intestinal na reducao da

absorcao de carboidratos.

Assim, os dados obtidos sustentam que o EAJS exerce seus efeitos
hipoglicemiantes. Esses achados na&o apenas corroboram o uso tradicional de
Justicia secunda no manejo do diabetes, mas também abrem perspectivas para seu
aproveitamento em biotecnologia, desenvolvimento farmacologico e nutracéutico.
No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para a caracterizacao e isolamento
dos compostos bioativos, com intuito de elucidar qual molécula apresenta atividade
hipoglicemiante. Além disso, realizar testes para avaliar a modulagao inflamatdria e
mecanismos de expressao génica envolvendo GLUT4 e avaliagao de sua seguranga

em testes clinicos.
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