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RESUMO

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) € uma doenca metabdlica de alta prevaléncia,
caracterizada por resisténcia insulinica associada a complicagbes graves, como
doencas cardiovasculares e neuropatias, além de representar um importante custo
para o sistema de saude. A busca por terapias inovadoras e eficazes é essencial,
especialmente diante das limitagdes dos tratamentos convencionais. A esculetina,
um composto cumarinico com propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias,
apresenta potencial terapéutico promissor ao atuar nos mecanismos moleculares
envolvidos na resisténcia insulinica. Este estudo teve como objetivo avaliar a
capacidade da esculetina em restaurar a captacado de glicose em midcitos L6 com
resisténcia insulinica induzida por TNF-a, além de investigar sua citotoxicidade. O
estudo utilizou cultivos de midcitos L6 diferenciados, que foram expostos ao TNF-a
para induzir resisténcia insulinica. A citotoxicidade da esculetina foi avaliada pelo
ensaio colorimétrico de MTT, enquanto a captagdo de glicose foi quantificada por
meio do marcador fluorescente 2-NBDG. Os resultados demonstraram que a
esculetina ndo apresentou efeitos citotoxicos nas concentracbes testadas e
promoveu um aumento significativo na captacdo de glicose em células resistentes a
insulina, especialmente nas concentragdes de 75 e 100 uM. Esses dados sugerem
que a esculetina modula as vias relacionadas ao processo inflamatério que
repercutem sobre o estresse oxidativo. Diante do exposto, propde-se que a
esculetina € um composto promissor para o manejo do DM2, com potencial para
melhorar o metabolismo glicémico e prevenir complicagbes metabodlicas. Embora os
resultados com a esculetina sejam encorajadores, sdo necessarios estudos
adicionais in vivo e, posteriormente, ensaios clinicos para viabilizar sua aprovacao
para uso terapéutico em humanos, vinculada a apresentacdo de uma inovagao

terapéutica economicamente viavel.

Palavras-chave: Esculetina; diabetes mellitus; mioblastos L6.



ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a highly prevalent metabolic disease
characterized by insulin resistance associated with serious complications such as
cardiovascular diseases and neuropathies, besides representing a significant cost to
the healthcare system. The search for innovative and effective therapies is essential,
especially given the limitations of conventional treatments. Esculetin, a coumarin
compound with antioxidant and anti-inflammatory properties, shows promising
therapeutic potential by targeting molecular mechanisms involved in insulin
resistance. This study aimed to evaluate esculetin's ability to restore glucose uptake
in TNF-a-induced insulin-resistant L6 myocytes and investigate its cytotoxicity.
Differentiated L6 myocyte cultures exposed to TNF-a were used to induce insulin
resistance. Esculetin cytotoxicity was assessed using the MTT colorimetric assay,
while glucose uptake was quantified using the fluorescent marker 2-NBDG. Results
demonstrated that esculetin had no cytotoxic effects at tested concentrations and
significantly increased glucose uptake in insulin-resistant cells, especially at 75 and
100 uM concentrations. These findings suggest that esculetin modulates pathways
related to inflammation impacting oxidative stress. In conclusion, esculetin is
proposed as a promising compound for managing T2DM, with potential to improve
glycemic metabolism and prevent metabolic complications. While these results are
encouraging, further in vivo studies and subsequent clinical trials are necessary to
facilitate its approval for therapeutic use in humans, linked to the presentation of

economically viable therapeutic innovation.

Keywords: Esculetin; diabetes mellitus; L6 myoblasts.
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1 INTRODUGAO

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma das doengas crbnicas mais
prevalentes no mundo, afetando aproximadamente 537 milhdes de adultos em 2021,
com projecbes de atingir 700 milhdes até 2045 (IDF, 2021). Essa condi¢cdo
metabdlica, caracterizada pela resisténcia a insulina (RI), esta associada a
complicagbes graves, como doengas cardiovasculares, neuropatias, retinopatias e
esteatose hepatica, que impactam significativamente a qualidade de vida dos
pacientes e representam um fardo econdmico consideravel para os sistemas de
saude. Estima-se que os custos globais com o DM2 ultrapassem US$ 490 bilhdes
até 2030 (He et al., 2024; Mtynarska et al., 2025), destacando a necessidade de
terapias inovadoras e eficazes.

A resisténcia a insulina desempenha um papel central no desenvolvimento e
na fisiopatologia do DM2. Em individuos saudaveis, o musculo esquelético é
responsavel por 75-80% da absor¢cdo de glicose durante a hiperinsulinemia,
enquanto os tecidos adiposo e hepatico contribuem de forma menos significativa
(Honka et al., 2018). Uma resposta inadequada a insulina nesses tecidos geralmente
precede o surgimento da RI sistémica, levando progressivamente ao DM2. Esse
processo resulta no aumento da producado hepatica de glicose e na redugdo da
captacado de glicose pelo musculo, figado e tecido adiposo (Galicia-Garcia et al.,
2020).

No musculo esquelético, a Rl é reconhecida como um dos principais fatores
extra-pancreaticos envolvidos no desenvolvimento do DM2. Em condigdes
fisiolégicas normais, a insulina desempenha um papel crucial ao estimular a sintese
de glicogénio e promover a captagdo de glicose plasmatica pelas células. No
entanto, alteragbes genéticas, como mutagcbes que reduzem a expressao do
receptor de insulina ou do transportador de glicose GLUT4, bem como defeitos nas
vias de sinalizacao intracelulares, podem prejudicar significativamente a capacidade
de absor¢cdo de glicose pelo tecido muscular. Esse comprometimento leva ao
acumulo de glicose no sangue, resultando em hiperglicemia, uma caracteristica
central do DM2 (Galicia-Garcia et al., 2020).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) esta intimamente associado a
resisténcia a insulina. O TNF-a compromete a sinalizacdo insulinica ao reduzir a

expressao da proteina IRS-1, um componente chave dessa via, e interferir na
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sintese de transportadores de glicose dependentes de insulina. Além disso, o TNF-a
ativa proteinas quinases inflamatérias, intensificando os prejuizos a sinalizacéo da
insulina. A RI mediada pelo TNF-a envolve a ativacdo de reguladores negativos e
vias inflamatdrias, consolidando seu papel no desenvolvimento do DM2 (Li et al.,
2017; Alipourfard et al., 2019; Lee et al., 2022)..

Nesse contexto, os compostos cumarinicos tém ganhado destaque devido ao
seu potencial terapéutico e beneficios a saude humana (Prabakaran et al., 2013). A
esculetina (6,7-dihidroxicumarina), uma cumarina presente em plantas como
Artemisia scoparia e Citrus limonia, tem sido investigada por suas propriedades
antioxidantes, anti-inflamatérias e antidiabéticas. Estudos em modelos animais
demonstram que a esculetina estimula a secrec¢ao de insulina, melhora a tolerancia
a glicose e protege células endoteliais do estresse oxidativo causado pela
hiperglicemia, prevenindo complicagdes vasculares do DM2 (Ojo et al., 2015; Ansari
et al., 2022). Além disso, sua capacidade de modular vias bioquimicas complexas,
como a sinalizagdo da insulina e a redugédo da inflamacéao, reforgca seu potencial
como alternativa terapéutica no manejo do DM2 (Niisato et al., 2023; Zhang et al.,
2022).

As terapias baseadas na esculetina também apresentam um impacto
econdmico relevante. Ao reduzir os custos associados ao tratamento do DM2 e suas
complicagbes, como doengas cardiovasculares e neuropatias, a esculetina pode
contribuir para a sustentabilidade dos sistemas de saude. Com projecdes de que 0s
gastos globais com diabetes ultrapassem US$ 490 bilhdes até 2030 (/IDF, 2011),
intervengdes precoces e eficazes, como a esculetina, tém o potencial de mitigar
esse aumento, reduzindo a necessidade de tratamentos dispendiosos e
hospitalizagdes frequentes. Dessa forma, a esculetina surge ndo apenas como uma
alternativa terapéutica promissora, mas também como uma estratégia para aliviar o
fardo financeiro imposto pelo DM2 aos sistemas de saude (Keckley, 2018).

Diante desse cenario, este estudo justifica-se pela necessidade de explorar
alternativas terapéuticas inovadoras e seguras para o manejo do DM2, com
destaque para a esculetina, um composto natural com propriedades antidiabéticas
promissoras. A esculetina tem demonstrado potencial para modular a captagéo de
glicose e reduzir complicagdes associadas a resisténcia insulinica, tornando-se um
candidato relevante para investigag&o. Utilizando miocitos L6 como modelo celular, o

trabalho busca avaliar ndo apenas a eficacia da esculetina na melhoria da captacao
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de glicose, mas também sua seguranca, por meio da analise de citotoxicidade.
Esses dados sao fundamentais para compreender o perfil terapéutico da esculetina
e abrir caminho para futuras pesquisas que possam consolidar seu uso no

tratamento do DM2 e suas complicagdes.

1.1 Objetivos

1.1.1 Geral

Avaliar o efeito da esculetina sobre a captagdo de glicose em midcitos L6

induzidos a resisténcia insulinica.

1.1.2 Especificos

e Avaliar a citotoxicidade da esculetina em midcitos;

e Avaliar a morfologia dos mioblastos apds diferenciagao;

e Induzir resisténcia insulinica por meio do TNF-alfa em midcitos;

e Determinar o efeito da esculetina sobre a captagéo de glicose em midcitos

com resisténcia insulinica.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 Diabetes mellitus

O diabetes mellitus (DM) integra um conjunto de enfermidades metabdlicas
caracterizadas por hiperglicemia cronica, resultante de falhas na secregdo de
insulina, na agao da insulina ou em ambos os processos (Naveed, 2022). Disturbios
metabdlicos em carboidratos, lipidios e proteinas evidenciam a importancia da
insulina como um horménio anabdlico (Komalasari; Arif Pristianto, 2023). A reduzida
producdo de insulina para atingir uma resposta adequada e/ou a resisténcia a
insulina nos tecidos-alvo, principalmente nos musculos esqueléticos, tecido adiposo
e, em menor medida, no figado, ao nivel dos receptores de insulina, sdo fatores
determinantes dessas anomalias metabdlicas (Liao et al., 2023).

No que se refere a epidemiologia, o DM tornou-se uma condi¢do de saude
globalmente reconhecida, com sua prevaléncia aumentando de forma consistente
em todos os paises, independentemente do nivel de desenvolvimento econdmico
(Lovic et al., 2023). No entanto, de maneira alarmante, cerca de 50% das pessoas
com diabetes desconhecem seu diagndstico (Lenters-Westra; English, 2018).
Segundo o IDF Diabetes Atlas (2021), a prevaléncia global de diabetes foi estimada
em 537 milhdes de individuos em 2021, com proje¢des de aumento para 643
milhdes até 2030 e 783 milhdes até 2045. No Brasil, dados recentes indicam que
12,2 milhdes de pessoas, o equivalente a aproximadamente 7% da populacéo, sao
afetadas pela doenca (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2023).

Quanto ao diabetes mellitus tipo 1 (DM1), trata-se de uma doenga autoimune
caracterizada pela destruicdo das células B pancreaticas, levando a deficiéncia
absoluta de insulina. Representa cerca de 5 a 10% dos casos de diabetes, sendo
mais comum em criangas e adolescentes (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2023).
Sua patogénese envolve uma resposta imunolédgica inadequada contra as células
das ilhotas pancreaticas, embora os mecanismos exatos ainda ndo estejam
completamente elucidados (Burrack; Martinov; Fife, 2017). Clinicamente,
manifesta-se por sintomas classicos como polidipsia, poliuria, polifagia e perda de
peso acentuada, podendo evoluir para cetoacidose diabética, uma complicagao

aguda grave (Kharroubi; Darwish, 2015).
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O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é a forma mais prevalente da doenca,
correspondendo a mais de 90% dos casos de diabetes em todo o mundo. Em 2021,
sua prevaléncia global foi estimada em 10,5%, com projegcbes de aumento
significativo nos proximos anos (IDF, 2021). Essa condicdo esta diretamente
associada a fatores de risco como obesidade, sedentarismo e envelhecimento, que
contribuem para o desenvolvimento e a progressao da doenga (Galicia-Garcia et al.,
2020). Um dos principais mecanismos fisiopatoldgicos do DM2 é a resisténcia a
insulina, que prejudica a captacdo de glicose pelos tecidos periféricos, resultando
em hiperglicemia crénica (Shoelson et al., 2006).

Além disso, o DM2 esta frequentemente associado a complicagdes graves,
como doengas cardiovasculares, neuropatias e esteatose hepatica, que impactam
significativamente a qualidade de vida dos pacientes (Tsalamandris et al., 2019).
Além dos prejuizos a saude, a doenga também gera um elevado custo
socioecondmico, decorrente de tratamentos continuos, internacdes hospitalares e
perda de produtividade, impondo um peso consideravel tanto para os individuos
quanto para os sistemas de saude (Rohm et al., 2022).

No contexto do diabetes mellitus gestacional (DMG), essa condicdo é
caracterizada por hiperglicemia diagnosticada durante a gravidez, com prevaléncia
variando entre 3% e 7% (Gongalves et al., 2006). Os principais fatores de risco
incluem obesidade, idade materna avancada e histérico familiar de diabetes (Galtier,
2010). Aléem do DMG, existem formas menos comuns de diabetes, como aquelas
relacionadas a defeitos genéticos na fungdo das células B, doengas pancreaticas
(por exemplo, pancreatite crénica) e uso de medicamentos especificos, como
glicocorticéides (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2023).

E importante ressaltar que o diagndstico precoce de todas as formas de
diabetes € crucial para prevenir ou retardar complicagdes como disturbios
microvasculares e macrovasculares, que resultam em retinopatia, nefropatia,
neuropatia, doenga coronariana, doenca cerebrovascular e doenca arterial periférica.
O diabetes tem sido responsabilizado, entretanto, por contribuir para agravos, direta
ou indiretamente, no sistema musculoesquelético, no sistema digestorio, na fungéo
cognitiva e na saude mental, além de ser associado a diversos tipos de cancer
(Sociedade Brasileira de Diabetes, 2023).
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2.2 Resisténcia Insulinica e Diabetes mellitus Tipo 2

A resisténcia a insulina (RI) € uma condicdo metabdlica caracterizada pela
reducdo da sensibilidade dos tecidos-alvo a agdo da insulina, mesmo diante de
concentragbes normais ou elevadas do horménio. Esse fenbmeno compromete a
homeostase glicémica, levando a hiperglicemia crénica e a alteragdes no
metabolismo lipidico, como a hiperlipidemia. A Rl esta fortemente associada ao
aumento do risco de complicagbes cardiovasculares e de outras desordens
metabdlicas, ampliando significativamente o impacto clinico e econdémico de
doengas como o diabetes mellitus tipo 2 (Chandrasekaran; Weiskirchen, 2024;
Chaoji, 2023).

Do ponto de vista bioquimico, a RI resulta de mudultiplos fatores que
comprometem a resposta dos tecidos a insulina. Entre esses fatores, a inflamacéao
crbnica e a lipotoxicidade desempenham papéis centrais, promovendo um ambiente
de estresse metabdlico que prejudica a sinalizagdo da insulina. A ativacdo de vias
pro-inflamatdrias, como JNK e NF-kB, leva a fosforilagao de residuos serina/treonina
no IRS-1, reduzindo sua capacidade de transduzir o sinal da insulina.Além disso, a
disfungdo mitocondrial prejudica a homeostase energética celular, aumentando a
producao de espécies reativas de oxigénio (ROS), que exacerbam o estresse
oxidativo e a inflamagao, agravando ainda mais a resisténcia insulinica (Krzymien;
Ladyzynski, 2024)

A insulina desempenha um papel crucial na regulagdo da captagéo de glicose
pelos tecidos, especialmente no musculo esquelético, figado e tecido adiposo. O
transportador de glicose GLUT4, altamente expresso em células musculares e
adiposas, é um dos mediadores-chave desse processo. Quando a insulina se liga ao
seu receptor na superficie celular, ocorre uma cascata de sinalizagao que promove a
translocacdo do GLUT4 da reserva intracelular para a membrana plasmatica,
facilitando a captacédo de glicose pela célula. Contudo, em estados de RI, ha uma
disfungdo dessa via de sinalizagdo, reduzindo significativamente a captagdo de
glicose pelo tecido e exacerbando o quadro hiperglicémico (Singh et al., 2022). Esse
mecanismo € ilustrado na Figura 1, que destaca a fisiopatologia do DM2 e o papel

da resisténcia a insulina.
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Figura 1 — Diabetes mellitus tipo 2
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Fonte: A autora (2025). Criado com Canva.com.

A inflamacgao crénica de baixo grau, comum em individuos obesos, € um fator
central no desenvolvimento da resisténcia a insulina. O fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), secretado principalmente por adipdcitos hipertrofiados e macrofagos,
desempenha um papel crucial na disfungdo metabdlica ao interferir na sinalizagao da
insulina. Esse processo ocorre principalmente pela ativagao do receptor do fator de
necrose tumoral 1 (TNFR1), que é estimulado pela forma soluvel do TNF-a
(sTNF-a), desencadeando vias inflamatérias como Jun N-terminal quinase (JNK),
IkB quinase beta (IKKB) e fator nuclear kappa B (NF-kB). Como resultado, ha a
fosforilagdo do substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1) em residuos de serina, em
vez de tirosina, o que reduz a eficiéncia da sinalizagcdo da insulina (Hadid; Alassaf;
Abed, 2024; Yang et al., 2018). Esse mecanismo é ilustrado na Figura 2, que
destaca a atuacdo do TNF-a na RI.

No tecido muscular, o TNF-a compromete a acao da insulina ao ativar vias
pré-inflamatérias que interferem negativamente sobre a translocacdo dos
transportadores de glicose, com isso reduzindo a internalizagao de glicose na célula
(Nandipati; Subramanian; Agrawal, 2017). No figado, a Rl prejudica a supressao da
producdo de glicose, reduz a sintese de glicogénio e aumenta a lipogénese,
contribuindo para a hiperglicemia de jejum e a esteatose hepatica. Ja no tecido

adiposo, ela reduz a capacidade de armazenamento de lipidios, intensificando a



19

liberacdo de acidos graxos livres e agravando a dislipidemia associada ao DM2
(Chandrasekaran; Weiskirchen, 2024; Chaoji, 2023).

Figura 2 — Mecanismo da resisténcia insulinica induzida por TNF-a
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Fonte: A autora (2025). Criado com Canva.com.

O DM2 é uma das principais Doengas Crénicas Nao Transmissiveis (DCNT) e
representa um desafio global para a saude publica, dada sua prevaléncia crescente.
De acordo com o IDF Diabetes Atlas, 10® edicdo (2021), o DM2 é a forma mais
comum da doenga, correspondendo a mais de 90% dos casos no mundo. A
prevaléncia global do diabetes (incluindo os tipos 1 e 2) em adultos de 20 a 79 anos
foi estimada em 10,5% (537 milhdes de pessoas) em 2021, com projecbes de
aumento para 11,3% em 2030 e 12,2% em 2045. Entre os principais fatores de risco
associados ao DM2 estdo a obesidade, o sedentarismo, o envelhecimento, o
histérico familiar de diabetes e determinantes socioecondmicos, como 0 acesso
limitado a educagao e aos servigos de saude (Galicia-Garcia et al., 2020).

A resisténcia a insulina constitui um dos mecanismos centrais na
fisiopatologia do DM2. Em condi¢des normais, o musculo esquelético € responsavel
por aproximadamente 75-80% da captacédo de glicose durante a hiperinsulinemia
(Ferrannini et al., 2018). Contudo, em estados de RI, essa captacido é
substancialmente reduzida, comprometendo a homeostase glicémica. No figado, a

resisténcia a insulina prejudica a sintese de glicogénio, falha em suprimir a produgéo
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hepatica de glicose e aumenta a lipogénese, promovendo a deposi¢édo de gordura
hepatica.

Paralelamente, a obesidade e os processos inflamatorios crénicos associados
desempenham papel fundamental na Rl, com a liberagdo de citocinas e adipocinas
pro-inflamatdrias que intensificam esse quadro (Tsalamandris et al., 2019).
Alteracbes no metabolismo lipidico também s&o determinantes na génese da
resisténcia a insulina, com destaque para o acumulo de diacilglicerdis intracelulares
e o0 aumento na atividade da proteina quinase C, que comprometem a sinalizagao
insulinica (Kojta; Chacinska; Blachnio-Zabielska, 2020).

O DM2 esta associado a uma ampla variedade de complicagdes crbénicas que
afetam significativamente a qualidade de vida dos pacientes e impdem um alto custo
ao sistema de saude. Entre as principais complicagbes estdo as doencgas
cardiovasculares, como infarto agudo do miocardio, acidente vascular cerebral e
insuficiéncia cardiaca, que séo a principal causa de mortalidade nesses individuos.
As neuropatias também s&o frequentes, levando a dores crbnicas, perda de
sensibilidade nos membros inferiores e aumento do risco de uUlceras e amputagoes.
Ademais, a resisténcia a insulina contribui para o acumulo de gordura no figado,
levando a esteatose hepatica n&o alcodlica, que pode evoluir para fibrose e cirrose
(Castro et al., 2014; Tsalamandris et al., 2019).

Os custos relacionados ao diabetes mellitus tipo 2 sao expressivos e
evidenciam o impacto significativo dessa doenga na saude publica e na economia
global. Esses custos incluem tanto despesas diretas, como consultas médicas
regulares, medicamentos de uso continuo, exames diagnosticos e internagdes
hospitalares — muitas vezes associadas a complicagdes graves, como doengas
cardiovasculares e insuficiéncia renal — quanto despesas indiretas, que abrangem
perdas significativas de produtividade, absenteismo, aposentadorias precoces e
mortalidade prematura. Esse cenario gera um impacto econdmico relevante para
individuos, familias, empresas e governos. Estudos recentes apontam que o DM2 e
suas complicagdes consomem uma parcela consideravel dos orcamentos de saude,
especialmente em paises de baixa e média renda, onde a infraestrutura para
prevencao, diagndstico precoce e tratamento permanece insuficiente (Rohm et al.,
2022).
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2.3 Compostos cumarinicos

Os compostos de cumarina, amplamente reconhecidos por sua estrutura
quimica composta por um anel de benzeno fusionado a uma estrutura a-piranona
(Figura 3), destacam-se por sua ocorréncia natural em varias familias de plantas,
como Apiaceae, Rutaceae e Oleaceae. Esses metabdlitos secundarios estao
presentes em alimentos como nozes, sementes e frutas, bem como em bebidas
como cha e vinho, refletindo sua abundéancia na dieta humana (Jebir; Mustafa,
2022). Além de sua relevancia como componentes dietéticos, as cumarinas
possuem um amplo espectro de propriedades farmacolégicas, consolidando seu

papel tanto na medicina tradicional quanto na pesquisa biomédica moderna.

Figura 3 — Cumarina
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Fonte: Sigma (2025).

As propriedades antioxidantes das cumarinas sao atribuidas a sua
capacidade de neutralizar espécies reativas de oxigénio (EROs), protegendo as
células contra danos oxidativos. Esses compostos também apresentam efeitos
anti-inflamatérios por meio da inibicdo de citocinas pro-inflamatorias e vias
moleculares associadas, como NF-kB e MAPK (proteina quinase ativada por
mitdégenos), que desempenham papéis criticos em processos inflamatdrios
sistémicos (Husain et al., 2022; Sharifi-Rad et al., 2021). No contexto de doencas
metabdlicas, como o diabetes mellitus tipo 2 (DM2), as cumarinas demonstram
atividades antidiabéticas promissoras. Estudos sugerem que esses compostos

podem melhorar a sinalizagdo da insulina, aumentar a captagao de glicose pelos
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tecidos periféricos e regular a homeostase glicémica, reduzindo a hiperglicemia e a
resisténcia a insulina (Husain et al., 2022).

Além disso, as cumarinas exercem um efeito protetor sobre as células
B-pancreaticas, mitigando o estresse oxidativo e a inflamagao local, que s&o fatores
contribuintes para a disfuncado e apoptose dessas células. Tais propriedades tornam
as cumarinas candidatas valiosas para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas voltadas para a preservagao da fungao pancreatica no DM2 (Husain et
al., 2022). Os derivados sintéticos de cumarinas tém atraido atencdo crescente
devido ao seu potencial para superar as limitagdes dos compostos naturais,
apresentando maior poténcia bioldgica, estabilidade quimica e seletividade
farmacologica. Esses derivados sado alvo de intensa investigagdo para o
desenvolvimento de novos medicamentos destinados ao manejo de doengas
metabdlicas e outras condigbes relacionadas (Bhagat, Bansode, 2024; Younes;
Mustafa, 2024).

A relevancia das cumarinas na medicina moderna € amplamente
reconhecida, refletindo-se em sua integracado na farmacopéia de diferentes culturas
ao longo da historia. Esses compostos sdo amplamente utilizados no tratamento de
uma variedade de condi¢des, incluindo doencas inflamatérias, cardiovasculares e
metabdlicas, devido as suas propriedades terapéuticas versateis. Além disso,
pesquisas contemporaneas tém aprofundado a compreensao dos mecanismos de
acao das cumarinas, destacando sua capacidade de modular processos biolégicos
complexos, como a regulagdo da inflamagao, o controle do estresse oxidativo e a
modulacdo do metabolismo lipidico e glicémico. O crescente corpo de evidéncias
cientificas reforca a importancia desses compostos como agentes promissores no
desenvolvimento de terapias inovadoras e eficazes para diversas patologias
(Sharifi-Rad et al., 2021).

2.4 Esculetina

A esculetina (Figura 4), quimicamente conhecida como 6,7-dihidroxicumarina,
€ um composto fendlico natural amplamente distribuido em diversas espécies
vegetais, incluindo Sonchus grandifolius e Aesculus turbinata. Essa substancia
pertence a classe das cumarinas e se destaca por suas propriedades antioxidantes

e anti-inflamatdrias, que tém despertado interesse na pesquisa farmacologica
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voltada para o manejo de doengas metabdlicas, como o diabetes mellitus tipo 2
(DM2) (Garg et al., 2022a; Garg et al., 2022b).

Figura 4 — Esculetina
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Estudos experimentais tém mostrado que a esculetina exerce efeitos
benéficos no DM2, especialmente em modelos pré-clinicos. Ela melhora a
resisténcia a insulina e a tolerancia a glicose, aspectos essenciais na fisiopatologia
do DM2. Esses efeitos estdo ligados a sua agao em vias de sinalizagdo celular. A
esculetina ativa a via do Nrf2, que é fundamental na defesa antioxidante celular,
promovendo a expressao de enzimas protetoras como heme oxigenase-1 (HO-1) e
glutationa peroxidase (Garg et al., 2022a; Mao et al., 2015). Além disso, ao inibir o
NF-kB, a esculetina reduz processos inflamatérios crénicos que agravam a
resisténcia a insulina e complicagdes vasculares no diabetes (Zhang et al., 2022).

Além disso, a esculetina apresenta uma agao protetora importante sobre a
funcdo endotelial, o que é fundamental para prevenir complicagdes cardiovasculares
associadas ao diabetes mellitus tipo 2 (DMZ2). Sua capacidade de reduzir o estresse
oxidativo nas células endoteliais e de modular o metabolismo lipidico contribui para a
manutencdo da integridade das paredes vasculares, diminuindo o risco de
aterosclerose e outras doencgas cardiovasculares comuns em pacientes diabéticos.
Esses efeitos fazem da esculetina um potencial agente terapéutico para proteger a
saude cardiovascular em pessoas com DM2 (Garg et al., 2022a).

Embora estudos pré-clinicos demonstrem resultados promissores, ainda é
necessario realizar ensaios clinicos para confirmar a seguranca, eficacia, dosagem
ideal e possiveis efeitos adversos da esculetina em humanos. Esses estudos

também devem investigar interacdes medicamentosas e a viabilidade econémica de
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seu uso terapéutico (Zhang et al., 2022). Dado o impacto global do DM2 e os altos
custos associados ao tratamento de suas complicagdes, a esculetina se destaca
como uma molécula promissora para o desenvolvimento de novas terapias, com o

potencial de reduzir os encargos econdémicos da saude publica (Garg et al., 2022a).

2.5 Relevancia dos estudos em miocitos L6

Os miécitos L6 tém se consolidado como um modelo experimental
amplamente utilizado no estudo da captacéo de glicose e da resisténcia a insulina,
especialmente no contexto do DM2. Esses midcitos, derivados de células
musculares de ratos, possuem a capacidade de diferenciar-se em fibras musculares
multinucleadas e, consequentemente, mimetizar caracteristicas funcionais do
musculo esquelético humano. Essa caracteristica € de extrema relevancia, pois o
musculo esquelético desempenha um papel central no metabolismo da glicose,
sendo responsavel por aproximadamente 80% da captagédo de glicose estimulada
pela insulina (Fu et al., 2024; Zhang et al., 2019).

Na resisténcia a insulina, o comprometimento da captacdo de glicose pelo
musculo esquelético esta associado a desregulagdo de vias moleculares cruciais,
incluindo a sinalizagdo do receptor de insulina e a translocag¢ao do transportador de
glicose GLUT4 para a membrana plasmatica. Estudos utilizando miécitos L6 tém
permitido a identificagcdo de proteinas-chave envolvidas nesses processos, como o
fator de transcricédo tipo Kruppel 3 (KLF3), que regula a expressao de GLUT4, e a
proteina contendo dois dominios tipo C2 beta (DOC2B), que participa da exocitose
de GLUT4 mediada por insulina. A modulagdo dessas proteinas tem demonstrado
efeitos benéficos na sensibilidade a insulina e na eficiéncia da captagao de glicose,
oferecendo insights valiosos sobre potenciais alvos terapéuticos para o tratamento
do DM2 (Fu et al., 2024; Zhang et al., 2019).

Além disso, os midcitos L6 tém sido utilizados para avaliar os efeitos de
compostos bioativos e agentes farmacologicos que visam restaurar a homeostase
metabdlica. Intervengdes com substancias como o resveratrol e 0 malato de cromo
tém se mostrado eficazes na reativagcdo de vias de sinalizagdo da insulina,
promovendo a translocacdo de GLUT4 e melhorando a captagdo de glicose. O
resveratrol, conhecido por suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias, atua

através da ativagdo da proteina quinase ativada por AMP (AMPK), enquanto o
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malato de cromo, um suplemento dietético, influencia diretamente a sensibilidade a
insulina e o metabolismo glicidico (Vlavcheski et al., 2020; Feng et al., 2018).

Os avancgos obtidos com o uso dos midcitos L6 como modelo experimental
tém contribuido significativamente para a compreensdo dos mecanismos
subjacentes a resisténcia a insulina no musculo esquelético (Vlavcheski et al., 2020;
Feng et al., 2018). Além de reforgarem o papel critico do musculo esquelético no
controle glicémico, esses avangos também abrem caminhos para o desenvolvimento
de intervengdes terapéuticas inovadoras. A capacidade desse modelo de replicar
aspectos fisioldgicos e patolégicos do musculo esquelético humano torna-o uma

ferramenta indispensavel na pesquisa sobre o DM2 e outras desordens metabdlicas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Obtencao da esculetina

Foi realizada a compra da esculetina (Sigma®) para a execug¢ao dos testes

utilizados neste estudo.

3.2 Determinagao da captacgao de glicose pelos miocitos

3.2.1 Cultura e diferenciagéo das células L6 (mioblastos)

Este estudo caracteriza-se como experimental in vitro, desenvolvido com o
intuito de investigar os efeitos da esculetina no consumo de glicose em células
musculares. Para tanto, utilizou-se a linhagem celular L6, derivada de mioblastos de
rato e obtida do Banco de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ).O cultivo celular foi realizado conforme o protocolo descrito na literatura (Yin
et al., 2020), utilizando meio modificado de Dulbecco (DMEM; Gibco®), enriquecido
com 10% de soro fetal bovino (SFB; Gibco®) e 1% de uma solugéo de penicilina e
estreptomicina (Gibco®), visando garantir condigbes ideais para proliferacdo e
manutencao celular. A incubacéo foi realizada em estufa com atmosfera controlada,
contendo 5% de CO2 e temperatura constante de 37°C, simulando as condicdes
fisiologicas ideais para o crescimento celular. O monitoramento diario das culturas
permitiu avaliar a confluéncia das células, que foram subcultivadas ao atingirem
aproximadamente 80% de confluéncia, sendo entdo semeadas em placas de seis
pocos (1x10° células por pogo) para a realizagado dos experimentos subsequentes.

Para induzir a diferenciacdo das células L6 em miotubos (células
multinucleadas semelhantes as fibras musculares), as culturas foram mantidas em
meio DMEM suplementado com 2% de soro de cavalo e 0,25 yM de dexametasona
por um periodo de 7 dias, conforme protocolos previamente estabelecidos e
validados na literatura (Han; Yang; Kao, 2017; Son; Wu, 2019). A diferenciagao foi
confirmada por meio de avaliagdo morfoldgica, utilizando técnicas de coloragdo com
Hematoxilina e Eosina (HE) e Coomassie Blue (CB). As células foram fixadas com
paraformaldeido a 10% e depois coradas em dois momentos distintos: no tempo

zero (antes da inducao da diferenciacéo) e no sétimo dia (apds a diferenciagao).
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Todos os procedimentos foram conduzidos em ftriplicata, garantindo a
confiabilidade dos resultados obtidos. As fotomicrografias foram aquisitadas por
uma camera (MOTICAN2000, MOTIC, BR) acoplada a um microscopio invertido
(LEICA, DM IL, USA). A barra de escala foi adicionada nas fotomicrografias
utilizando o software ImageJ (versdo 1.54). As fotomicrografias foram importadas
para 0 programa e a barra de escala foi entdo inserida de acordo com as

especificagdes de tamanho relativas ao aumento utilizado.

3.2.2 Citotoxicidade

A andlise da viabilidade celular foi realizada com base na atividade
mitocondrial das células, utilizando a técnica colorimétrica do MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) (MOSMANN, 1983). Para
o experimento, células L6 foram cultivadas em placas de 96 pogos (1x10°
células/pogo) e expostas a esculetina (ESC, Sigma ®) nas concentragdes de 5, 10,
25, 50, 75 ou 100 yM. Como grupo veiculo foi utilizado o solvente dimetilsulfoxido
(DMSO) 0,2% em meio DMEM. Apds 24 horas de incubagao, 20 yL do corante MTT
(5 mg/mL) foram adicionados a cada pogo, seguidos por uma incubacgéo de 4 horas
a 37 °C, em atmosfera de 5% CO.. Em seguida, o meio de cultura foi completamente
removido, e 100 yL de DMSO foram adicionados para solubilizar os cristais de
formazan, um sal de coloragdo azul resultante da redugcdo do MTT pela
desidrogenase mitocondrial. A leitura da absorbancia foi realizada por
espectrofotometria em um leitor automatico de microplacas (Varioskan Flash,
Thermo Scientific), utilizando espectrofotdmetro UV-Vis com comprimento de onda
ajustado para 595 nm. Todos os experimentos foram realizados em triplicata, e os
valores médios de densidade optica das células tratadas com agua deionizada foram

utilizados como referéncia para o controle positivo (100% de viabilidade celular).

3.2.3 Modelo de resisténcia insulinica in vitro

No presente estudo, foram utilizados oito grupos experimentais, divididos em
células sem resisténcia insulinica e células com resisténcia insulinica induzida. Para
induzir a RI, foi empregado um modelo experimental validado por Kain et al. (2015),

no qual as células foram expostas a 20 ng/mL de TNF-a por 24 horas. Esse
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protocolo mimetiza as alteragdbes metabdlicas observadas em condicbes de
resisténcia insulinica, como a redugédo na captacdo de glicose e a disfungcéo na
sinalizagdo da insulina. Os grupos experimentais foram organizados da seguinte
forma:

1. Controle positivo: células sem resisténcia insulinica + insulina (MSRI);
Controle negativo: células com resisténcia insulinica + insulina (MCRI);
Células com resisténcia insulinica + insulina + esculetina (5 pM);

Células com resisténcia insulinica + insulina + esculetina (10 uM);
Células com resisténcia insulinica + insulina + esculetina (25 uM);
Células com resisténcia insulinica + insulina + esculetina (50 uM);

Células com resisténcia insulinica + insulina + esculetina (75 yM);

© N O O kK W N

Células com resisténcia insulinica + insulina + esculetina (100 pM) .

Para avaliar a captacdo de glicose, foi utilizado o marcador fluorescente
2-NBDG (2-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il)Amino)-2-Desoxiglicose) (Thermo
Fisher). Apds os tratamentos, as células foram incubadas com uma solucdo
contendo insulina (100 nM) e 2-NBDG (100 pM) por uma hora, em condi¢gbes
controladas de temperatura e CO.. Em seguida, as células foram lisadas com 500 uL
de solugdo tampao fosfato monobasico e dibasico, contendo 1% (v/v) de Triton
X-100, sob agitagdo constante a 200 RPM por 10 minutos. Apés a lise, 100 uL do
lisado foram transferidos para placas pretas de 96 pogos.

A fluorescéncia do 2-NBDG foi quantificada utilizando um leitor de
microplacas (Varioskan® Flash, Thermo Scientific), com comprimentos de onda de
excitacdo e emissao de 435 nm e 528 nm, respectivamente. O método de leitura de
placa foi baseado na deteccdo de fluorescéncia, onde a intensidade do sinal foi
proporcional a quantidade de 2-NBDG internalizado pelas células. A eficiéncia da
captacédo de glicose foi determinada com base na intensidade da fluorescéncia do
2-NBDG: quanto maior a captagédo de glicose pelas células, maior a fluorescéncia
detectada, e vice-versa. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, garantindo

a confiabilidade e a reprodutibilidade dos resultados.
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3.3 Analise estatistica

Os resultados foram expressos por média + desvio padrdo da média e, para
fins estatisticos, sendo considerada a significancia minima de 0,05 (p<0,05). Os
dados paramétricos foram submetidos a Anadlise de Varidncia (ANOVA) com
aplicacao de pos-teste de Turkey. Os dados foram analisados estatisticamente pelo
programa Origin (Pro), Version 2016. OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliagao da morfologia dos mioblastos apés diferenciagao

Foi conduzida a etapa de cultura e diferenciagdo da linhagem celular L6,
permitindo observar alteragées morfoldgicas associadas a maturagéo celular. Como
mostrado na Figura 5A, os mioblastos (células com morfologia fibroblastoide) foram
diferenciados em miécitos (células em formato de fuso, mais alongadas do que os
mioblastos — Figura 5D). Foi evidenciada a ocorréncia de mudanga morfolégica em
mais de 90% dos mioblastos. Na Figura 5C e F pode-se observar as células coradas
com Hematoxilina e Eosina, no tempo 0 e 7 dias apds a indugéo da diferenciagao.
Nota-se a presenca de células uninucleadas na Figura 5C, diferentemente na Figura
5F que ha presencga de células multinucleadas. Ja na figura 5B, fica evidente a
menor intensidade do corante Azul de Coomassie nas células no tempo zero
comparativamente ao tempo de sete dias de indugdo da diferenciacdo celular

(Figura 5E), evidenciando maior conteudo protéico na formagao de midcitos.

Figura 5 — Fotomicrografia dos mioblastos L6 e midcitos diferenciados

Sem Coloracao Azul de Coomassie Hematoxilina e Eosina

Mioblastos

Mioécitos

Legenda: A-C: mioblastos no tempo 0; D-F: midcitos: células diferenciadas apoés 7 dias. Ampliagédo
de 100x.Fonte: A autora (2025).
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Esses achados demonstram a eficacia do protocolo de diferenciagao proposto
por Yin et al. (2020) e reforgcam a relevancia da linhagem celular L6 como um modelo
experimental robusto para estudos em biologia muscular, metabolismo energético e
regeneracao tecidual. De acordo com Yin et al. (2020), durante o processo de
diferenciacao, as células L6 desenvolvem caracteristicas estruturais e funcionais
semelhantes as das fibras musculares esqueléticas, incluindo a formacao de fibras
multinucleadas e a expressao de transportadores de glicose, como o GLUT4. Esse
transportador desempenha um papel crucial na resposta ao estimulo de insulina,
sendo essencial para a captacdo de glicose. A diferenciagdo em miotubos
funcionalmente maduros torna a linhagem L6 um modelo celular altamente
adequado para investigagdes sobre a captagao de glicose, a sinalizagao da insulina
e outros aspectos do metabolismo energético, contribuindo significativamente para

avangos na compreensao de doengas metabdlicas e processos regenerativos.

4.2 Avaliagao da citotoxicidade da esculetina em miécitos

A avaliacdo da viabilidade celular na linhagem L6 foi conduzida utilizando o
ensaio MTT, com o objetivo de investigar o impacto da esculetina em diferentes
concentragdes (5, 10, 25, 50, 75 ou 100 uM) apds 24 horas de exposicdo. Esse
procedimento permitiu mensurar alteragcdes potenciais na atividade metabdlica das
células tratadas. Os resultados indicaram que ndo houve redugéo estatisticamente
significativa na viabilidade celular em nenhuma das concentragbes testadas,
sugerindo que a esculetina ndo exerce efeitos citotdxicos relevantes dentro desse
intervalo de dosagens. Essa constatacdo fortalece a seguranga potencial do
composto, conforme ilustrado na Figura 6, que demonstra a preservagdo da
integridade celular, mesmo em concentracdes elevadas.

O ensaio MTT, amplamente utilizado na literatura cientifica e descrito por
Kumar et al. (2018) como uma técnica consagrada para a avaliacdo da
citotoxicidade celular e da funcionalidade mitocondrial. A metodologia se baseia na
conversdo do corante amarelo MTT em cristais roxos de formazan pelas
desidrogenases mitocondriais, um processo dependente da atividade metabdlica de
células viaveis. A precisdo desse método torna-o uma ferramenta eficaz para
monitorar a viabilidade celular e os parametros metabdlicos. Estudos adicionais,

como os de Van Meerloo et al. (2010), ressaltam a elevada sensibilidade do ensaio,
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capaz de detectar alteracbes sutis na atividade metabdlica e identificar sinais
precoces de estresse celular, mesmo na auséncia de citotoxicidade manifesta.
Esses aspectos tornam o ensaio MTT um método robusto e valioso para estudos de

seguranca e efeitos celulares em modelos experimentais.
Figura 6 — Percentual de viabilidade celular em midcitos L6 expostos a esculetina (5, 10, 25, 50, 75,
100 M)
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Legenda: Os dados representam experimentos em triplicata para cada concentragao testada. Na
condicao experimental, as células foram submetidas a diferentes concentragées da esculetina (5,
10, 25, 50, 75 ou 100 pM. O grupo controle foi considerado como 100% de células viaveis. Barras
com letra mindsculas diferentes séo estatisticamente diferentes (p <0,05). Fonte: A autora (2025).

A avaliacao da viabilidade celular € um parametro essencial para determinar a
seguranga e os efeitos biolégicos de compostos bioativos. No presente estudo, a
esculetina ndo apresentou citotoxicidade significativa na linhagem celular L6, mesmo
em concentragcdes elevadas (100 uM), conforme evidenciado pelo ensaio MTT.
Esses achados contrastam com os resultados obtidos por He et al. (2018), que

analisaram a viabilidade celular da esculetina em cardiomioblastos H9c2
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(cardiomioblastos) utilizando o ensaio WST-1. Nesse estudo, os autores observaram
que concentragdes entre 5 e 20 yM nao afetaram a viabilidade celular, enquanto 40
MM reduziram significativamente a viabilidade, além de demonstrarem um efeito
protetor contra danos induzidos por hipdxia/reoxigenagao.

As diferengas observadas podem ser atribuidas ao tipo celular utilizado, uma
vez que mioblastos (linhagem L6) e cardiomioblastos (linhagem H9c2) apresentam
metabolismos distintos e respostas celulares especificas ao estresse oxidativo. Além
disso, o método analitico empregado por He et al. (2018), o ensaio WST-1,
baseia-se na conversdo do sal de tetrazélio WST-1 em formazan soluvel, cuja
quantidade é diretamente proporcional a atividade mitocondrial celular. Esse método
difere do MTT, que gera um precipitado insoluvel, exigindo uma etapa adicional de
solubilizagao antes da leitura espectrofotométrica.

Diante dessas consideragdes, os resultados sugerem que a esculetina
apresenta um perfil seguro para células L6 nas condi¢des avaliadas, sem evidéncias
de toxicidade significativa. No entanto, seus efeitos em contextos de estresse
celular, como situagcdes de estresse oxidativo ou disfungcdo mitocondrial, ainda
precisam ser investigados de forma mais aprofundada. Estudos adicionais séo
necessarios para elucidar o potencial terapéutico da esculetina e sua aplicacdo em

diferentes modelos celulares e condigdes fisioldgicas.

4.3 Avaliacao da captacao de glicose em miécitos L6 com resisténcia

insulinica induzida por TNF-a

A avaliacédo da captacédo de glicose em midcitos L6 com resisténcia insulinica
induzida por TNF-a revelou uma redugao significativa na captagdo de 2-NBDG, um
marcador fluorescente analogo a glicose, conforme demonstrado na Figura 7. No
grupo com resisténcia a insulina (MCRI), observou-se uma diminuigdo de 17,53 + 2,4
na captacdo de 2-NBDG em comparagdao ao grupo controle sem resisténcia a
insulina (MSRI). Essa redugao sugere que o TNF-a pode interferir na sinalizagéo da
insulina, comprometendo a ativagdo de proteinas essenciais da cascata de
sinalizagado e, consequentemente, reduzindo a captacédo de glicose pelas células

musculares.
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Esses achados reforcam a confiabilidade do modelo experimental,
demonstrando sua eficacia na reproducado dos efeitos da resisténcia insulinica
induzida por TNF-a. Esse modelo, portanto, se estabelece como uma ferramenta
robusta para futuras investigacbes dos mecanismos moleculares envolvidos em
disturbios metabdlicos. Ademais, sua aplicabilidade se estende a avaliacido de
potenciais agentes terapéuticos direcionados a restauragdo da sensibilidade a
insulina, 0 que pode contribuir para o desenvolvimento de novas abordagens no

tratamento da resisténcia insulinica e suas complicagdes associadas.

Figura 7 — Percentual de captagdo do marcador fluorescente 2-NBDG pelos miécitos com resisténcia
insulinica expostos a esculetina (5, 10, 25, 50, 75 ou 100 yM)
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Legenda: Os dados representam experimentos em triplicata para cada condigdo testada. Na
condicdo experimental, os midcitos com resisténcia insulinica foram expostos a insulina e a
diferentes concentragdes da esculetina (5, 10, 25, 50, 75 ou 100 pM). MSRI= Midcitos sem
Resisténcia Insulinica expostos a insulina; MCRI: Miécitos com Resisténcia Insulinica expostos a
insulina.Barras com letra mindsculas diferentes sao estatisticamente diferentes (p <0,05). Fonte: A
autora (2025).
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Esse efeito estd em concordancia com os achados de Kain et al. (2015), que
demonstraram que o TNF-a compromete a captacdo de glicose ao reduzir a
expressao de GLUT4 e MEF2A (fator de potencializagao de midcitos 2A). Ambos os
estudos indicam que essa citocina inflamatéria ativa vias de sinalizagdo, como
ERK1/2 e JNK, promovendo a fosforilagdo de IRS-1 em residuos de serina e inibindo
a translocagao de GLUT4 para a membrana plasmatica. No entanto, enquanto o
presente estudo se concentra na avaliacao funcional da captacao de glicose, Kain et
al. aprofundam os mecanismos moleculares envolvidos, destacando o papel da
proteina PIMT (proteina-L-isoaspartato  O-metiltransferase) na repressao
transcricional de GLUT4. Em conjunto, esses achados reforgam a influéncia do
TNF-a na resisténcia insulinica e evidenciam alvos potenciais para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

ApoOs a exposi¢cdo dos grupos com resisténcia a insulina (RIl) a diferentes
concentragcbes de esculetina, observou-se, conforme ilustrado na Figura 7, um
aumento estatisticamente significativo na captacdo do 2-NBDG em todos os grupos
(5, 10, 25, 50, 75 e 100 uM), quando comparados ao grupo controle (MCRI). Esse
aumento sugere que a esculetina pode desempenhar um papel importante na
modulacdo da captagdo de glicose em condigdes de resisténcia a insulina, que é
uma caracteristica central do diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Em particular, os grupos
tratados com concentragcbes de 75 e 100 pM de esculetina destacaram-se,
apresentando um aumento expressivo de 46,23% * 2,96 na captacdo do marcador
fluorescente, o que sugere uma agao potencialmente mais eficaz dessas doses em
melhorar a fungéo do transporte de glicose.

Os resultados obtidos estao em consonancia com os de Singuru et al. (2024),
que demonstraram, em camundongos db/db, que a esculetina atenua a resisténcia a
insulina e aumenta a captagdo de glicose em adipdcitos e células hepaticas, por
meio da ativagao da via AMPK/SIRT1 (proteina quinase ativada por AMP e sirtuina
1), além de reduzir complicagcbes metabdlicas, como aterosclerose e inflamagao
vascular. Esses achados reforgam o potencial terapéutico da esculetina no manejo
do DM2, sugerindo sua capacidade de modular positivamente o metabolismo
energético celular por mecanismos analogos aos descritos.

Outro aspecto relevante é o potencial impacto econémico da esculetina no
tratamento do DM2. Dado o alto custo associado ao manejo do diabetes e suas

complicacdes, a esculetina pode representar uma alternativa terapéutica mais



36

acessivel e economicamente viavel. Conforme destacado por Zhang et al. (2023),
intervencbes com compostos bioativos, como a esculetina, podem reduzir
significativamente os custos com medicamentos e complicagdes relacionadas ao
DM2, especialmente em sistemas de saude com recursos limitados. Portanto, além
de seus beneficios clinicos, a esculetina pode contribuir para a sustentabilidade dos
sistemas de saude, aliviando o fardo econdémico associado ao tratamento do
diabetes. A adogcao de terapias baseadas em compostos bioativos, como a
esculetina, pode, portanto, representar uma estratégia promissora para reduzir os
gastos em saude e melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

No entanto, é importante ressaltar que os resultados obtidos in vitro podem
nao captar completamente a complexidade do tecido muscular humano e do
metabolismo glicémico em organismos vivos. Portanto, estudos adicionais em
modelos animais e ensaios clinicos sdo necessarios para confirmar a eficacia e
seguranga da esculetina em humanos. Além disso, € fundamental investigar a
farmacocinética, a biodisponibilidade e possiveis interacbes medicamentosas da

esculetina, bem como determinar as doses terapéuticas ideais.
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5 CONCLUSOES

A esculetina apresenta baixa citotoxicidade, refletindo a sua possivel
seguranca terapéutica;

Diferenciacédo da linhagem L6 foi eficaz, com mais de 90% das células
apresentando caracteristicas de miocitos maduros;

A esculetina aumentou a captagao de glicose em midocitos com resisténcia
insulinica, principalmente em altas concentragdes;

Potencial fitofarmaco a ser utilizado no tratamento da DM2, direcionando para
uma possivel terapia complementar e/ou alternativa,;

Estudos adicionais, incluindo in vivo e clinicos, s&0 necessarios para

confirmar sua eficacia, seguranca e viabilidade econémica em humanos.
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