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ABSTRACT

The use of medicinal plants is a very ancient practice in different cultures worldwide. However, the consumption of
medicinal plants can interfere as in metabolic processes (in vivo), as in analytical methods (in vitro), producing false
positive results, by suggesting or masking pathological processes. Lippia sidoides, popularly known as rosemary
pepper, is a plant with antiseptic, antimicrobial, anti-inflammatory and larvicidal properties, occurring in the Brazi-
lian Northeast and the semi-arid region of Northern Minas Gerais. Therefore, this study aimed to investigate whether
aqueous extracts of L. sidoides by infusion (EALSI) and decoction (EALSD) were able to interfere with the enzymatic
assay for quantification of blood glucose. Aliquots of the extracts (0.1, 1 and 10 mg/dL) were added to the biological
samples (pool of fluoridated plasma), and glucose levels were quantified by enzymatic colorimetric assay (Trinder
Reaction) after 1 hour. Phytochemical prospecting was able to identify the presence of alkaloids, flavonoids, flavo-
nols, flavanones, xanthones, tannins, steroids and triterpenoids in both extracts. Regarding the possible interference
that these extracts could cause in the determination of glycemia, only in the concentration of 10 mg/dL of extracts a
significant increase in glucose level to 321.5 £ 10.0 mg/dL (EALSI) and 304.3 = 9,3 mg/dL (EALSD) were observed
when compared to control (85.4 + 3.6 mg/dL, one-way ANOVA and Tukey’s test, p < 0.05). Finally, further studies
are needed to elucidate which substances are responsible for this interference and the mechanism of action against
biochemical tests performed routinely in a clinical laboratory.
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RESUMO:

O uso de plantas para fins medicinais ¢ uma pratica muito antiga nas diferentes culturas ao redor do mundo. Contudo, o
consumo de plantas medicinais pode interferir em processos metabdlicos (in vivo) ou em métodos analiticos (in vitro),
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produzindo resultados laboratoriais que podem sugerir ou mascarar processos patologicos. Lippia sidoides, conhecida
popularmente como alecrim-pimenta, ¢ uma planta com propriedades antisséptica, antimicrobiana, anti-inflamatoria e
larvicida e é encontrada no Nordeste brasileiro e na regido semiarida do norte de Minas Gerais. Assim, esta pesquisa
teve como objetivo investigar se os extratos aquosos das folhas de L. sidoides por infusdo (EALSI) e decoccdo (EAL-
SD) sao capazes de interferir no ensaio enzimatico para quantificagdo de glicose sanguinea. Aliquotas dos extratos
(0,1; 1 e 10 mg/dL) foram adicionadas as amostras bioldgicas (poo! de plasma fluoretado) e apos 1 hora, a glicose foi
quantificada por meio de ensaio colorimétrico enzimatico (Reagdo de Trinder). A prospecgdo fitoquimica foi capaz de
identificar a presenca de alcaloides, flavonoides, flavondis, flavanonas, xantonas, taninos, esteroides e triterpenoides
em ambos os extratos. Quanto a possivel interferéncia que esses extratos poderiam causar na determinacdo da glice-
mia, apenas na concentragao de 10 mg/dL houve um aumento significativo no nivel de glicose para 321,5+10,0 mg/dL
(EALSI) e 304,349,3 mg/dL (EALSD) quando comparados ao controle (85,4+3,6 mg/dL, ANOVA de uma via e teste
de Tukey, p<0,05). Por fim, sdo necessarios mais estudos a fim de elucidar qual ou quais substancias sdo responsaveis
por essa interferéncia e o mecanismo de acao frente a testes bioquimicos realizados rotineiramente em um laboratério
clinico.

Palavras-chave: extrato aquoso; glicemia; interferéncia in vitro; Lippia sidoides.

INTRODU(;AO E comum os laboratérios de anélises clinicas
perguntarem aos pacientes quanto ao uso de medi-
O uso de plantas medicinais como tratamento com- camentos antes da coleta de material biolégico para

plementar é uma pratica muito antiga, ndo s6 no Brasil analise, pois podem alterar os resultados dos exames.
Por outro lado, sobre o uso de suplementos alimenta-

res e plantas medicinais ndo ha indaga¢do, podendo
dificultar a compreensdo de resultados sem conformi-
dade produzidos por interferéncia destes produtos em
testes laboratoriais (5).

como no mundo, sendo atualmente importante na cura ¢
preven¢do de doengas. Os primeiros achados foram en-
contrados em registros na Mesopotamia em 2600 a.C.,
mas a maioria da populagdo do planeta, continua utili-

zando as plantas nos cuidados diarios com a satide (1,2).
Lippia sidoides Cham., conhecida popularmen-

te como alecrim-pimenta, pertence a familia Ver-
benaceae, e ¢ uma espécie medicinal e aromatica,
encontrada no Nordeste brasileiro e em regides se-
mi-aridas do norte de Minas Gerais (6). E um ar-
busto densamente ramificado, de aproximadamente
trés metros de altura, com ramos providos de fo-
lhas aromaticas e¢ picantes (7). As folhas e as flo-
res constituem a parte medicinal da planta, sendo o
oleo essencial composto principalmente por timol

O interesse por produtos naturais, como plantas
para infusdes, 6leos essenciais, extratos, medicamentos,
suplementos e cosméticos, continua aumentando e tor-
nando crescente a produgdo de plantas medicinais. Algu-
mas dessas plantas possuem grande potencial, e quando
sua eficiéncia ¢ comprovada, podem ser utilizadas pelas
industrias na produ¢@o de novos medicamentos (3).

Mesmo sendo usada para fins terapéuticos, toda
planta ¢ considerada um xenobidtico, isto ¢, um corpo

estranho para o organismo, podendo interferir em pro- e carvacrol, apresentando propriedades antioxidan-
cessos metabolicos (in vivo) ou em métodos analiticos te, antisséptica, antimicrobiana, anti-inflamatéria e
(in vitro), produzindo resultados laboratoriais que po- larvicida (8).

dem sugerir ou mascarar processos patologicos.

7

Devido aos fatores citados acima, é necessario
A interferéncia analitica, segundo Silva (2012), ¢ ym estudo que esclareca se a utilizacdo de Lippia si-

qualquer interferéncia de uma substancia que néo ¢ o doides na forma de extrato aquoso podera ocasionar
analito a ser definido, podendo ocorrer por dois meca- ou ndo alteragdes na determinagdo da glicemia plas-
nismos: in vitro (analiticos), quando o composto ativo matica, considerando que é uma planta largamente

ou seus metabolitos podem influenciar na analise de um utilizada na regido Nordeste tanto como condimento,
elemento em algum momento do processo analitico; ou quanto como remédio para algum problema patolo-

in vivo (bioldgicos), quando ha modificagdo de um com- gico. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi ve-
ponente bioldgico, devido a agdo de um composto ativo rificar se os extratos aquosos de L. sidoides podem
ou seus metabolitos, por meio de um mecanismo fisiolo- interferir no ensaio enzimatico para quantifica¢do in
gico, toxicologico ou farmacoldgico (4). vitro de glicose sanguinea.
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MATERIAL E METODOS

Tratou-se de um estudo experimental, realizado nos
Laboratorios de Bioquimica da Faculdade de Juazeiro
do Norte — FIN, localizado na cidade de Juazeiro do
Norte, CE, e no Laboratdrio de Pesquisas em Produtos
Naturais — LPPN da Universidade Regional do Cariri —
URCA, localizado na cidade de Crato — CE.

As folhas de L. sidoides foram coletadas no Horto
de Plantas Medicinais da Universidade Regional do Ca-
riri (URCA) no més de setembro de 2015. Uma amostra
representativa da espécie foi identificada e depositada no
Herbario Dardano de Andrade Lima da mesma Univer-
sidade, sob-registro n° 3038.

Para obtencao do extrato aquoso de Lippia sidoi-
des por infusdo (EALSI), 50 g de folhas foram imersas
em 500 mL de 4dgua a temperatura de aproximadamente
80°C, permanecendo em repouso até atingir a tempera-
tura de 25°C, e entdo foi realizada a filtragdo (9). O ex-
trato aquoso de Lippia sidoides por decocgdo (EALSD)
foi obtido a partir do aquecimento simultaneo das 50 g
de folhas com 500 mL do solvente (dgua), mantendo a
fervura durante 10 min, e apds foi aguardado o resfria-
mento (10).

Por fim, os extratos foram liofilizados e submetidos
a uma série de testes utilizando reagentes especificos se-
guindo o método descrito por Matos (2009) (11), com o
intuito de elucidar as classes de metabolitos secundarios
como: alcaloides, antocianinas, antocianidinas, esteroi-
des, fenois, flavonoides, saponinas, taninos e triterpe-
noides. Esse método baseia-se na observagao visual de
varia¢do e/ou intensificacdo colorimétrica ou presenga
de precipitado apds a adi¢ao dos reagentes nas solugdes.

Para definir as classes de metabdlitos secundarios
presente, foi executada a avaliagdo conforme relatado a
seguir: 0,3 g do extrato aquoso de Lippia sidoides Cham.
por infusdo e decocgao liofilizado foi solubilizado em 9
mL de agua destilada e, apos, a solucdo foi distribuida
em seis tubos de ensaio, procedendo a partir de entdo,
com os testes para determinacdo dos metabolitos.

As amostras bioldgicas (plasma fluoretado) foram
fornecidas pelo Laboratério de Analises Clinicas LA-
MIC, da cidade de Juazeiro do Norte, CE. Para a execu-
¢do dos testes, foi utilizado plasma de pacientes com va-
lores de referéncia normais para o analito (glicose), a fim
de preparar um pool de plasma (500 pL de cada plasma),
totalizando dois mL cada pool. Os critérios de rejei¢do
para as amostras bioldgicas foram presenga de hemo-
lise e/ou lipemia. Inicialmente, a glicemia plasmatica
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foi analisada no pool antes da adi¢ao dos extratos. Ap6s
essa determinagdo, foram adicionadas ao pool concen-
tragdes crescentes de EALSI e EALSD diretamente nas
amostras, obtendo uma concentracao final de 0,1, 1 ¢ 10
mg/dL (12). As determinagdes da glicemia foram feitas
na primeira hora apods a adi¢ao dos extratos, em tripli-
cata, pelo método enzimatico colorimétrico (reacdo de
Trinder) seguindo as instrugdes do fabricante (Labtest®).

Os dados obtidos foram expressos em média =+
desvio padrdo (DP) e submetidos a analise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguindo-se do teste de Tukey,
utilizando o programa GraphPadPrism 3.0. As diferen-
cas foram consideradas significativas quando os valores
de p <0,05.

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa da Faculdade de Juazeiro do Norte com nume-
ro do parecer: 1.287.937.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos foram liofilizados, com rendimento de 8,8
% para EALSI e de 10,4 % para EALSD, conforme a
Tabela 1.

Tabela 1. Massa do material vegetal (folhas) e rendi-
mento do extrato aquoso de Lippia sidoides por infusdo
(EALSI) e por decocgao (EALSD).

Material vegetal Rendimento

4,4 g 8,8%
524 10,4%

EALSI
EALSD

Diversos fatores podem causar interferéncias quan-
titativas e qualitativas nas extracdes de plantas medici-
nais, exibindo papel importante na qualidade do produto
final. A composi¢do e o rendimento dos extratos podem
sofrer influéncia das condigdes climaticas, idade da
planta, horario e periodo da coleta, cuidados durante o
preparo da matéria prima, além de outros fatores (13).

Segundo Garmus e cols (2014), a extracdo aquo-
sa das folhas de L. sidoides pode exibir rendimentos
de 15,5%, podendo chegar até 36,4%, dependendo da
forma de extragdo(14). O extrato etanolico produzido
a partir das folhas secas de Lippia sidoides apresento
rendimento de 11,3% (15). Enquanto o 6leo essencial,
extraido por arraste com vapor de agua, pode alcangar
rendimento de 1,5 a 5,2% (16).

Foi possivel identificar, nos extratos, algumas clas-
ses de compostos secundarios, tais como, alcaloides,



esteroides, flavonas, flavonois, taninos, triterpenoides ¢
xantonas, que estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Prospecgio fitoquimica do extrato aquoso de
folhas de Lippia sidoides por Infusdo (EALSI) e por De-
coccao (EALSD).

Classes farmacognosticas EALSI  EALSD
Alcaloides + +
Antocianinas e Antocianidinas - -
Chaconas e Auronas - -
Esteroides - +
Fenois - -
Flavonas, Flavondis e Xantonas. + +
Saponinas - -
Taninos flobabénicos + +
Taninos pirogalicos - -
Triterpenoides + -

+ presenca; - auséncia

Estudos realizados mostraram que no extrato eta-
nolico das folhas de L. sidoides € possivel identificar
derivados fenolicos, taninos, flavonois, flavononois,
auronas, chalconas, flavanonas, quinonas e esteroides.
No extrato hidroalcodlico foi constatada a presenca de
catequinas, flavonoides, flavonois, esteroides, flavano-
nas, flavononois, saponinas, xantonas e taninos. E os
constituintes presentes no extrato metanolico foram al-
caloides, triterpenos, taninos, flavonoides e compostos
fenodlicos totais (17).

Veras (2011) relatou em seus estudos que no o6leo
essencial de Lippia sidoides sdo encontrados muitos
constituintes, sendo o timol, o carvacrol etiléter ¢ o p-ci-
meno os marjoritarios (18).

Os metabolitos secundarios possuem baixo peso
molecular, possuindo atividades biologicas essenciais,
divergindo dos metabolitos primarios, encontrando-se
em pequenas concentragdes em determinadas plantas.
Estao envolvidos diretamente nos mecanismos que con-
tribuem para uma melhor adaptacdo da planta ao seu
meio (19).

Granato e cols., (2013), explicaram que os compos-
tos secundarios produzidos pelas plantas possuem fun-
¢Oes importantes, como defesa contra microrganismos
e parasitas, radia¢@o solar e prote¢@o contra herbivoros
(20). Representam também uma fonte de substincias
farmacologicamente ativas utilizadas como medicamen-
to, nutracéuticos e cosméticos (20).
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Extratos distintos produzidos a partir das folhas,
talos, raizes e cascas de Lippia sidoides irdo exibir com-
postos flavonoides, quinonas, chalconas, acidos e outros
componentes (15).

Os extratos EALSI e EALSD foram adicionados ao
pool plasmatico nas concentragdes definidas e foi obser-
vado que apods uma hora, ocorreram alteragdes estatis-
ticamente significativas em relagdo ao controle e entre

as concentragdes para os testes de glicose, conforme a
Tabela 3.

Ao verificar o efeito da adi¢ao dos extratos para de-
terminacdo de glicose no pool de plasma, foi visto que
as concentragdes de 0,1 mg/dL e 1 mg/dL ndo apresenta-
ram diferenga significativa quando comparadas entre si
e entre o controle. Por outro lado, na concentragao de 10
mg/dL houve um aumento consideravel no nivel de gli-
cose, para 321,5+10,0 mg/dL (EALSI) e 304,3+9,3 mg/
dL (EALSD) quando comparados ao controle (85,4+3,6
mg/dL).

E preciso considerar que o efeito produzido pelo
uso de plantas deve-se as substancias quimicas que estas
contém, contudo para a confirmagdo de alteragdes em
exames analiticos, ¢ imprescindivel a realizagdo de ana-
lises laboratoriais (8).

As rotinas laboratoriais estdo sujeitas a sofrer in-
terferéncias distintas, especificamente para a dosagem
glicémica, e os interferentes mais comuns incluem exer-
cicios fisicos, estresse ¢ substancias antioxidantes que,
quando presentes em amostras bioldgicas, podem inter-
ferir em testes que utilizem reagdes de oxirredugdo (21).
Apesar da presenga de substancias antioxidantes nos
extratos testados, a interferéncia no teste de glicemia foi
positiva, mostrando que outro mecanismo pode ter se
sobreposto a este, causando tal alteragao.

Plantas com alto teor de iridoides glicosilados po-
dem possivelmente interferir nessa rea¢do, aumentando
o valor da glicemia. Iridoides glicosilados sdo subprodu-
tos do metabolismo de alguns vegetais, conferindo-lhes
fungdes de defesa contra herbivoros, por serem amargos.
Encontram-se bem distribuido entre Lamiaceae, Verbe-
naceae, Scrophulariaceae e Plantataginaceae, podendo
também ser utilizados como marcador taxondmico de
género e subgénero (22).

Espécies de Lippia, tais como Lippia gracilis
Schauer e Lippia alba Mill apresentam iridoides glicosi-
lados dentre os seus metabolitos secundarios, o que pode
sugerir a presenca de tais compostos também nos ex-
tratos de L. sidoides sendo possivelmente causadores da
interferéncia nos valores de glicemia plasmatica (22,23).



Tabela 3. Glicemia Plasmatica (mg/dL + desvio padrdo)
determinada apds 1 hora da adigdo dos extratos nos
pools de Plasma Fluoretado.

Concentragdes (mg/dL)

controle 96,8+1,0° 89,5+4,7° 85,4+3,6%
EALSI 91,6+9,6° 110,1+1,5° 321,5+10,0°
EALSD 100,045,5° 108,5+1,8° 304,3+9,3°

Médias dos tratamentos (1 hora apds a adi¢do dos
extratos) seguidas de mesma letra, na linha e coluna,
ndo diferem significativamente entre si (n = 3, p <0,05
- Teste de Tukey). Médias dos tratamentos seguidas de
letras diferentes, na linha e na coluna, diferem signifi-
cativamente quando comparados entre si e seus respec-
tivos controles (n = 3, p <0,05 - Teste de Tukey). Os
resultados sdo expressos como média da concentragao
do analito = desvio padrdo (mg/dL). EALSI (Extrato
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