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Resumo

S rugosa (G. Don) H.S. Irwin & Barneby (1982 S velutina (Vogel) H.S. Irwin &
Barneby (1982) séo plantas brasileiras utilizadeguentemente na medicina popular no
tratamento de infeccdes, inflamacdes e doencaslagyao estresse oxidativo, como
diabetes e dislipidemias. No entanto, até o momaéto existem dados cientificos que
validem essas informacoes.

Objetivos: (A) Quantificar o teor de fendis e flavondidesatst (B) determinar as
atividades antioxidante e antimicrobiana de exs¢ras. rugosa e S. velutina obtidos com
diferentes solventes e métodos de extracdo eny€stigar os potenciais hipoglicemiantes,
antihiperglicémicos e alteracbes nos parametros abdktos promovidos pela
administracdo do extrato etanodlico das folhaS.dagosa (SRF).

Material e métodos: Extratos das folhas e raizes 8erugosa e S velutina foram
preparados por maceracdo ou decoccdo em aguarml. &asaiosin vitro: os teores de
fendis e flavonoides totais foram determinados @sptometricamente por método Folin
— Ciocalteu e método do cloreto de aluminio, repgmente. A atividade antioxidante foi
avaliada por ensaio de sequestro do radical 2jphedil- 1 - picrylhydrazil (DPPH e
ensaio de inibicAo de hemdlise oxidativa em eiitbéchumanos. Os extratos aquosos e
etanolicos foram testados contra trés espéciesiderganismos de relevancia clinica em
infeccdes humanasSaphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans,
utilizando ensaio de difusédo em meio solido a pddiorificio e método de microdiluicdo
em caldo. Ensaios vivo: testes de tolerancia a glicose (TTG) foram redlis em ratos
normoglicémicos com doses orais Unicas de 200 edflkg de SRF para determinacéo da
dose experimental. A atividade antihiperglicémica &valiada por TTG em ratos
diabéticos induzidos por aloxano (120 mg/kg, ipjados com SRF na concentracdo de
200 mg/kg. A atividade hipoglicemiante, massa c@apangestdo alimentar e hidrica
foram investigados durante 28 dias e a massa dddjglos tecidos musculares e adiposos
foram analisados apds 28 dias em ratos normoglem&niratados com SRF (200 mg/kg).
Resultados: Ensaiosin vitro: O teor de fenois e flavondides totais diferirantre os
extratos des. rugosa e S. velutina. O maior teor de fendis, 556,0 + 9,9 mg de acidag /
100 g de extrato seco, foi determinado no extredadtico das raizes d&enna velutina
(SVRH) e o maior teor de flavondides, 86,8 + 10d de quercetina / 100 g de extrato
seco, no extrato aquoso por decoccdo das raizeenda rugosa (SRRD). Todos os
extratos demonstraram atividade antioxidante dendodose dependente. Os extratos
etanolicos das raizes e folhas 8e velutina e etandlico das folhas d& rugosa
apresentaram maior atividade de sequestro do tdafRR2H (ICso = 6,9 + 0,6ug/mL, ICso
=79 + 09ug/mL e 1Gy = 10,5 £ 2,6ug/mL, respectivamente) em comparacao ao
antioxidante padrdo acido ascorbicos(& 2,5 + 0,2ug/mL). SRF protegeu eritrocitos
humanos contra o dano oxidativo induzido por AARYitl¢ridrato de 2,2- azobis (2-
aminopropano)) em até 31 % (@/mL em 120 minutos) comparado ao controle.
Saphylococcus aureus foi sensivel a todos os extratos, resultando elmshde inibicao
variando entre 13,0 + 1,0 a 31,3 + 1,3 mm e a aur@gdo inibitéria minima (CIM) entre

< 0,7 a 50 mg/mL. Nenhum extrato apresentou atividaaeraEscherichia coli e apenas
0s extratos etanodlicos das raizes Slerugosa e S velutina demonstraram atividade
antifingica contr&andida albicans. Ensaiosn vivo: nenhuma diferenca foi observada na
glicemia dos animais normoglicémicos e diabéticatatios com SRF em comparacdo ao
controle nos ensaios de TTG. A administracdo de @RB mg/kg) durante 28 dias nao
promoveu efeitos hipoglicemiantes e alteracOes pasametros de massa corporal,
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ingestao alimentar e hidrica, massa do figadojetndos musculares e adiposos nos ratos
normoglicémicos.

Concluséo: Este estudo demonstra pela primeira vez a quatgd de fenois e
flavondides totais, além de potenciais atividadesoridantes e antimicrobianas dos
extratos deS. rugosa e S. velutina. Os extratos das folhas e raizes inibiram o amestio

de Saphylococcus aureus enquanto somente 0s extratos etandlicos das ifaizes ativos
contraCandida albicans. Nossos resultados néo confirmam o uso tradicild@&8RF como
antidiabético, considerando o desenho experimartitado. No entanto, reforcam a
hipotese de utilizacdo deste extrato na profil@aacomplicacdes resultantes do estresse
oxidativo no diabetes mellitus. Em conjunto, essesiltados reforgcam o uso popular
destas plantas no tratamento de processos infescsloencas associadas ao estresse
oxidativo.

Palavras-chave:diabetes, radicais livres, resisténcia microbiflagpnodides, fendis.



1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus € uma desordem metabodlica aaplie etiologia multipla
gue pode ser caracterizada por hiperglicemia cadmhipoinsulinemia e cetose (Wu et al.,
2012). Para reduzir os niveis plasméaticos de @icos profissionais de salde lancam mao
de hipoglicemiantes orais e insulina, entretangg@®s$ratamentos podem ser ineficazes em
casos avancados do diabetes ou ainda ndo sereriersigis para manter a glicemia em
niveis normais. As plantas medicinais com propdedahipoglicemiantes sédo alternativas
utilizadas, ndo somente pela populagéo leiga, mm@abém por profissionais da saude e
especialistas. Algumas delas ja avaliadas cieatifante comprovam a presenca de
compostos com potencial antidiabético, como asatotteCissus sicyoides, as sementes de
Trigonella foenum-graecum L entre outras (Beltrame et al., 2001; Bolsonni.e2808).

Entretanto muitas plantas ainda necessitam de tigaedo cientifica. Nesse
sentido a Organizacdo Mundial da Saude apreserdarel@cdo de plantas medicinais a
serem investigadas pelo seu efeito hipoglicemiantien de que possam fazer parte dos
tratamentos antidiabéticos, uma vez que as estiasgreveem que as mortes por diabetes
duplicardo entre 2005 e 2030 (Bolsonni et al., 2@@8ges et al., 2008; Pandikumar et al.,
2009).

As plantas, assim como 0s animais e outros sekass,vevoluiram frente as
transformacdes do ambiente e desenvolveram mecamigaimicos de defesa, surgindo,
entdo, uma mistura complexa de substancias atMagas dessas sao, hoje, alvos de
pesquisas para a solucao de diversas patologia®Zkdj 2003). Segundo Garcia (1995)
em cada quatro medicamentos comercializados, umoduzido a partir de substancias
extraidas de plantas ou, possui a estrutura quimdcavada de vegetais. Ainda, a
incorporacdo das plantas medicinais e da fitotarapis praticas curativas representam,
muitas vezes, o Unico recurso terapéutico de véaasinidades (Maciel et al., 2002).

A fitoterapia utiliza diversas partes e formas deppro das plantas, entretanto,
muitos dos “chas milagrosos” nao apresentam conagéay cientifica (Rezende and
Cocco, 2002) e algumas vezes, podem causar reagdessas importanteadlém disso, é
necessario alertar & populacdo acerca dos riscateskEnvolvimento de co-morbidades

associadas ao uso inadequado das plantas medi@esis forma, torna-se imprescindivel



a investigacdo cientifica para assegurar a utdizamprreta e contribuir para a autonomia
do individuo no cuidado a saude dentre outros ((Belletto et al., 2004; Torrico et al.,
2007).

O Brasil possui cerca de 10 % de toda a floradialinno entanto, menos de 1 %
das espécies vegetais brasileiras tiveram suagigaages quimicas e farmacolbgicas
elucidadas (Cunha, 2005). Esses dados contribueardpanonstrar o quanto o pais, apesar
de possuir grandes potencialidades, necessitasdgiigas, patentes e novas descobertas de
fitoterapicos em relacdo aos paises desenvolvidasg(es, 2000).

Neste contexto, diante da inexisténcia de estudescqmprovem 0s potenciais
farmacoldgicos das plantg&enna rugosa e Senna velutina as quais sao amplamente
utilizadas pela populacao brasileira, este estedogor objetivo: (A) quantificar o teor de
fendis e flavondides totais, (B) determinar asidéisies antioxidante e antimicrobiana de
extratos deSenna rugosa e Senna velutina obtidos com diferentes solventes e métodos de
extracdo e (C) investigar os potenciais hipoglieeas, antihiperglicémicos e alteracdes
nos parametros metabolicos promovidos pela admagéb do extrato etandlico das folhas
de Senna rugosa (SRF).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais e o desenvolvimento de novasdicamentos

As buscas por alternativas medicinais crescem-dia-& as plantas tornam-se alvo
de pesquisas cientificas focadas no desenvolvindmtmovos farmacos menos agressivos
e de reduzidos efeitos colaterais (Ali et al., 20dhas and Moher, 2009; Qi et al., 2010).

Aproximadamente 25 % dos medicamentos comerciagaderivam direta ou
indiretamente de plantas medicinais, em algunsscasea parcela é ainda maior, como
entre 0s antimicrobianos e antitumorais em que deisietade dos medicamentos (60 %)
tem origem em compostos vegetais (WHO, 2011b). @sm o mercado fitoterapéutico
mundial cresce a uma taxa entre 5 e 18 % ao arde d€&385 (Bent, 2008). No Brasil a
receita anual do comércio de fitoterapicos em 2fid7de 160 milhdes de ddlares, e
enquanto na China e Europa os valores das vendgwodieitos a partir de plantas
medicinais ja totalizavam 14 e 5 bilhdes de ddlarespectivamente (WHO, 2011b).
Alguns dos fatores que contribuiram para este ionesto envolvem: a preferéncia por
terapias naturais, a crenca de que os fitoteraméosfazem mal ou produzem menos
efeitos colaterais, a busca por medicinas alterastio alto custo dos medicamentos
sintéticos e a facilidade de auto-medicacao (Gal&000).

Os investimentos na pesquisa de novas drogas grasupaqueles em produtos
eletrénicos, computadores e nas areas aeroespatgahviacdo (Pan et al., 2010). As taxas
de crescimento atual mostram que somente nos [Bstadlidos da Ameérica
aproximadamente um em cada cinco adultos relataer tsso de produtos naturais (Bent,
2008). Na Africa, 80 % da populacéo usam plantadicmais para complementar as suas
necessidades de satde (WHO, 2002). Na Asia o gowhinés investe bilhdes de dolares
na triagem de medicamentos tradicionais na expeéztate que 0s ensaios clinicos
resultem em drogas lucrativas. Assim a medicinerradtiva passou a ser encarada como
um grande negocio (Tanaka et al., 2009).

Todavia o processo de selecdo de espécies vepatai®a pesquisa cientifica ndo é
algo simples de ser feito. Trata-se de um procgasgpode ser determinado por meio de
diversos tipos de abordagens, no entanto, trés deldestacam: a) abordagem randémica,

b) abordagem quimiotaxondmica ou filogenética elmrdagem etnofarmacoldgica. A



abordagem randbémica é caracterizada pela escollz@asm de plantas medicinais para
estudos farmacoldgicos. De acordo com Albuquerqde-Hanazaki (2006) a aleatoriedade
nao implica em auséncia de critérios e pode reptase@ma boa forma para selecionar
espécies com necessidades de serem investigadas.

A abordagem quimiotaxonémica, por outro lado, lmseina selecdo de uma familia
ou género pela presenca de um ou mais compostmécqsiconhecidos de ao menos uma
espécie do grupo. E o caso das espécies do géeania, ricas em algumas substancias
em comum como lactonas sesquiterpénicas, tritegpemtiterpenos, esterdides e
flavonodides. As lactonas sesquiterpénicas constitog marcadores para identificacdo do
género e principal ativo responsavel pelas atiadadiol6gicas antimicrobianas,
antineoplasicas e antimalaricas descritas (Aliyu aét 2011; Chea et al., 2006;
Pratheeshkumar and Kuttan, 2011).

O caminho apontado, entretanto, como o de maidrgibdade para a descoberta de
novas substancias bioativas envolve a selecaocaetmatologica (Gyllenhaal et al., 2012).
Neste caso a espécie € selecionada com base cacélipor grupos populacionais a partir
do conhecimento terapéutico construido localmehieconomia de tempo e o baixo custo
envolvido na coleta de informacdes contribuem @aescolha deste caminho (Maciel et
al., 2002). Bussmann et al. (2010) desenvolveranestodo com 141 espécies vegetais do
norte do Peru utilizadas tradicionalmente por cde@os da regido, nos quais os resultados
apresentados confirmaram o potencial antimicrob@gamaioria dos extratos alcodlicos e
aquosos testados e direcionam para estudos mafurgados dos quais poderdo surgir
novas fontes de terapias antibacterianas.

Para Grover et al. (2002) dados etnobotanicos de dea800 plantas consideradas
antidiabéticas foram confirmados a partir de reslds positivos em ensaios
experimentais. Valor ainda pequeno quando compagsda@aproximadamente 420 mil
espécies de plantas presentes na natureza, a peitr ainda carente de estudos
cientificos, o que representa um potencial econdwédtioso inexplorado. Por outro lado,
exemplos bem conhecidos de farmacos derivados aetagl medicinais incluem o
antiinflamatério acido acetilsalicilico (Aspirifinde Salix alba, os analgésicos morfina e
codeina déapaver somniferum L., os digitalicos d®igitalis purpurea L., o antimalarico
guinina deChincona spp e o antihipertensivo reserpina Bauwolfia serpentina (Pan et
al., 2010).



De fato o processo para desenvolvimento de um madicamento é demorado. Em
média sdo gastos 10 anos para realizar todos assrfarmacoldgicos e toxicoldgicos
pré-clinicos e clinicos, e o custo pode alcancarrBibhdes de ddlares (Pan et al., 2010). A
descoberta de uma nova molécula ativa com basel&amap medicinais inicia-se pelo
processo de extracdo do material vegetal. Os coempes ativos conhecidos como
metabodlitos secundarios sdo compostos quimicosupidms por vias bioquimicas
secundarias das plantas para a sua protecao tmmbivoros, radicais livres, raios ultra-
violeta, atracdo de polinizadores, atuacdo coniagua de patdgenos como bactérias,
fungos e virus ou em situagBes de privacdo deemts (Bent, 2008; Kennedy and
Wightman, 2011).

Enquanto o metabolismo primario relaciona-se a usdgie de processos
fundamentais envolvidos na manutencao da sobresisv@&desenvolvimento do vegetal, o
metabolismo secundério ndo € necessario para atemgdo imediata celular, mas
proporciona o0 aumento da capacidade de sobrevav@de superacédo dos desafios locais
na interacdo da planta com o seu meio. Os compagpidicos originados pelo
metabolismo secundario sédo especificos de detedosngéneros e espécies e em geral a
energia gasta para sua sintese é muito maior da gaeessaria para sintetizar metabalitos
primérios (Kennedy and Wightman, 2011).

Os extratos sado os produtos de uma interacdo emnteesubstancia vegetal e um
solvente apropriado, o qual é evaporado até quebsenha a consisténcia desejada
(Coutinho et al., 2004). E essencial que a poldedio solvente utilizado seja compativel
com a polaridade da substancia que se pretendarexr exemplo disso Perez Gutierez et
al. (2001) testaram varias doses do extrato cooteubstdncias apolares @rsium
pascuarense (H.B.K.) Spreng Compositae) e observaram atividade hipoglicemiante
significativa, por outro lado, testes com os erBaticos em substancias polares nao
resultaram em alteragc6es nos niveis de glicosamgue.

Com uma extensa e diversificada flora, o Brasilséovcom um pais privilegiado por
deter cerda de 10 % da flora mundial (Cunha, 2008).grande numero de grupos de
pesquisa brasileiros com conhecimentos em farmgieglguimiotaxonomia, quimica de
produtos naturais e outras areas relacionadas deiritido para o desenvolvimento de
novos fitoterdpicos a partir de plantas nativaspdés (Yunes et al., 2001). Entre os
exemplos de sucesso no mercado esta o Acfieftmimeiro antiinflamatério produzido a

partir do extrato de uma planta da mata Atlanticasiteira, aCordia verbenaceae. O



produto sob a forma farmacéutica de creme foi éiderpela ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitéria) sob a classificacdo denfitdicamento por ser um farmaco que
possui em sua composi¢cdo somente substancias atitragdas de plantas, ou seja, sem a
mistura de principios ativos sintéticos.

Além do Acheflan, outros 420 fitoterapicos de 6@nphs diferentes possuem
registros na ANVISA. No entanto apenas dez temeamiggm plantas nacionais e 0s
medicamentos foram desenvolvidos totalmente for@rdsil (Carvalho et al., 2008).

Embora as plantas medicinais brasileiras apresemtemgrande potencial terapéutico
o numero de estudos cientificos que comprovam psbasiedades é reduzido. Atualmente
o consumo de fitoterapicos desenvolvidos na Eueopaérica do Norte, como hipérico,
ginkgo, palmeto, crataego, equinacia, entre outt@siaram-se familiares e preferidos
pelos profissionais de salude e pela populacdoalessa € essencial dar continuidade ao
processo de formacdo dos recursos humanos e busestabelecimento de programas
direcionados para a investigacdo cientifica e tégia, de modo a descobrir e
desenvolver novas moléculas com atividade teraggeue produzir fitoterapicos
genuinamente nacionais tendo em vista a privilegiaiddiversidade brasileira (Simdes
and Schenkel, 2002).

2.2 Consideracdes gerais sobre o diabetes mellitus

O diabetes mellitus é descrito como uma desordertabdéca de multipla
etiologia cujos efeitos incluem em longo prazo dawisfuncdes e falhas em vérios 6rgéos
(WHO, 1999). Apresenta-se em 2 formas principagiabetes tipo 1 e tipo 2. O Diabetes
tipo 1 é resultado de uma destruicdo auto-imunecdhsas beta pancreaticas, em que a
deficiéncia de insulina é absoluta (Zimmet et aDP1). E caracterizada como uma
patologia da infancia e adolescéncia devido acs plobs de manifestacéo, um entre 5e 9
anos e outro entre 10 e 14 anos. Em geral pacientasinicio tardio apresentam maior
preservacao da funcdo das células beta pancreatiaas periodo sintomatico anterior ao
diagndstico e menor frequéncia de auto-anticorgomsulina quando comparados aos de
inicio precoce, o que pode justificar a determinagé sinais leves de descompensacgéo
metabolica e niveis reduzidos de hemoglobina glicad diagndstico no inicio da fase
adulta (Amador-Patarroyo et al., 2012).



O diabetes tipo 2, por outro lado, representa mai®0 % dos casos e ocorre
mais frequentemente apos os 40 anos de idade.t€@&aese por uma doenca crénica em
que ocorre uma deficiéncia na secrecao de inspbites células beta pancreaticas ou, em
casos avancados, a insulina encontra resisténcialguns o6rgdos como figado, rins e
coracao e tecidos como musculo esquelético e temdifmoso. A insulina € o principal
hormonio responsavel pela regulacdo da concentragiioglicose e estd presente
normalmente em individuos saudaveis (Bolsonni.et2808; Dornas et al., 2009; Shu et
al., 2009).

Algumas causas particulares também podem determuedros especificos de
diabetes como, por exemplo, defeitos genéticosingéb das células beta pancreaticas ou
na acdo da insulina, doencas do pancreas exocanoo(a fibrose cistica) e inducéo por
drogas quimicas (como as presentes no tratamentoAl@S). Ocasionalmente
determinados pacientes ndo podem ser classificaone portadores do diabetes tipo 1 ou
tipo 2. Isso acontece quando pacientes caracteszamhmo tipo 2 desenvolvem
cetoacidose ou pacientes tipo 1 apresentam uno itdoilio e uma progressao lenta com
caracteristicas da doenca auto-imune. Nestes oaso@mpanhamento clinico do paciente
tornara o diagndstico mais evidente ao longo d@te(ADA, 2010).

Varios fatores contribuiram para o aumento da peecéa do diabetes mellitus
nas ultimas décadas, entre eles o crescimento dacttiva de vida da populagéo
associado ao consumo crescente de gordura sat@ratcado de habitos sedentarios e
obesidade. Somam-se ainda outros fatores comoamimégdo progressiva determinante
na mudanca no estilo de vida e as constantes @gsalg estresse capazes de desencadear
diabetes em individuos predispostos geneticam@iitee(ra et al., 2009).

Ainda ndo existe cura para o diabetes, dessa fquara, que se possa conviver
com a doenca faz-se necessario um rigido contraéendveis glicémicos, associado a
pratica de exercicios, dieta saudavel, manutengd@es$o corporal, além de evitar o
consumo de tabaco e bebidas alcodlicas, entre so(itamdy and Zwiefelhofer, 2010;
Joosten et al., 2010; Kowall et al., 2010; Walkeale 2010).

A hiperglicemia, ou elevacao dos niveis de glicesmeguinea, é consequéncia do
diabetes ndo controlado e representa sérios rigams a saude, especialmente para os
vasos sanguineos e nervos. Além disso, outrasg@ies podem acontecer principalmente
no metabolismo de carboidratos, lipidios, proteirtesm como nas concentracdes de

eletrolitos e de agua. Algumas delas sdo facilmeatacterizadas por: perda de peso,



maior ingestdo de liquidos (polidipsia) e do voluammario (polidria); outras sao mais
dificeis de serem observadas como: a eliminacaglidese na urina (glicosuria) e a
elevacédo de uréia urinaria (Souza et al., 2009).

A Organizacdo Mundial de Saude estima que existeis oe 346 milhdes de
diabéticos no mundo. Os dados ainda mostram quneerge em 2004, pouco mais de 3
milhdes de pessoas morreram vitimas de diabeteguee quase 80 % das mortes
aconteceram em paises subdesenvolvidos ou em déserento. Cerca de 55 % das
vitimas fatais foram mulheres e mais da metadeup@sdade inferior a 70 anos (WHO,
2011a).

Algumas doencgas estdo rotineiramente associaddslbetes e podem elevar as
chances de morbidade e mortalidade prematura endusg vezes mais do que em
individuos sem diabetes. Entre elas as complicagiess, as doencas cardiacas, acidente
vascular cerebral e doenca vascular periféricai(@at al., 2011).

O diabetes e suas complicagcbes representam um tong@ondomico tanto
individual quanto familiar e ainda mais signifis&tipara o sistema de saude publica. Um
exemplo disso € a previsdo para os gastos da Ghpeis mais populoso do mundo, que
devera investir, em média, 558 bilh6es de dolange 006 e 2015 com 0s programas de
tabagismo, doencas cardiacas e do diabetes (12606; WHO, 2011a)

Os Estados Unidos gastaram em média, em 2007,dedig4 bilhdes de dolares
com o tratamento de diabetes, sendo 116 bilhdesxemsso de despesas médicas e 58
bilhdes envolvidos em produtividade nacional redazPara a Associacdo Americana de
Diabetes (ADA) conhecer os custos do diabetes pecapa uma melhora na compreensao
da importancia em se abordar cuidados de saudpewencao de problemas associados a
esta doenca (ADA, 2008).

No cenario mundial os paises que lideram o rankiegnaior prevaléncia de
casos de diabetes sdo China, india e Estados Uiidbsla 1). A Federac&o Internacional
de Diabetes estima que essa tendéncia ira mantessspréximos 20 anos (IDF, 2011).
Segundo Wild et al. (2004) a doenca atinge pesswasdade entre 45 - 64 anos em paises
em desenvolvimento, por outro lado em paises deBsdws a populacdo tende a

apresentar a doenca a partir de 64 anos.
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Tabela 1. Situacéo atual em 2011 e estimativas3&8@ dos paises com maior nimero de
casos de diabetes mellitus, em adultos com iddade 20-79 anos.

2011 2030
Posicdo Pais Pessoas comPais Pessoas com
diabetes (milhdes) diabetes (milhdes)
1 China 90,0 China 129,6
2 india 61,2 india 101,2
3 Estados 23,7 Estados 29,6
Unidos Unidos
4 Russia 12,5 Brasil 19,6
5 Brasil 12,4 Bangladesh 16,8
6 Japao 10,6 México 16,4
7 México 10,2 Russia 14,1
8 Bangladesh 8,4 Egito 12,3
9 Eqito 7,3 Indonésia 11,8
10 Indonésia 7,2 Paquistao 11,4

Fonte: Adaptado de Federacéo Internacional de BiafibF, 2011).

No Brasil os niumeros apontavam para pouco mais2daithdes de diabéticos
diagnosticados em 2011, o que corresponde a apadammente 10,4 % da populagao entre
20 e 79 anos (IDF, 2011). A fim de reduzir essatisdica o governo federal brasileiro
investe anualmente em média até 15 % dos recuestimados a saude em um conjunto de
acOes de promocdo, prevencao, diagnostico, tratameapacitacdo de profissionais,
vigilancia e assisténcia farmacéutica voltadas pataidado ao diabetes (Toscano et al.,
2008). E de se destacar também a criacdo da Farfépular, programa do governo que
amplia o acesso aos medicamentos pela populac¢&iribdindo gratuitamente
medicamentos para hipertensdo e diabetes ou mefarecendo precos até 90 % mais
baixos do que os cobrados em estabelecimentogipaveio conveniados (Brasil, 2012).

Diante do cenario desfavoravel proporcionado pktapmevaléncia de diabéticos
nao diagnosticados, expressivo crescimento de @asosevidéncias de complicacbes ao
diagnéstico e elevada mortalidade atribuivel asda® ndo transmissiveis, o Ministério da
Saude desenvolveu, em 2001, um plano nacional paEyeganizacdo da atencdo a
hipertensédo arterial e ao diabetes mellitus. Aipae entdo foi realizada a primeira
campanha nacional para triagem de pacientes diabéto pais (Georg et al., 2005).

O diabetes representa um grande desafio para & gdldica, com importante
impacto econdbmico e social. Dessa forma cresce nexialmente a necessidade de
realizagdo de pesquisas cientificas e medidas peaggencdo, controle e melhor
compreensao dessa doenca (Dias and Campos, 2012).
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2.3 Estresse oxidativo como mecanismo molecular [@zao diabetes tipo 2

A oxidacdo é um processo fundamental da vida aenidn fazer parte da via de
producdo de energia necessdaria para as atividatenagais das células. Assim sao
produzidos, naturalmente ou por alguma disfuncatgica, os radicais livres (Barreiros
et al., 2006).

Radicais livres é um termo utilizado para descrewana variedade de atomos,
ions ou moléculas, centrado nos elementos oxig@miaitrogénio, que apresentam um
elétron ndo emparelhado em sua 6rbita externa. Gaamp-se como redutores (oxidantes)
ou doadores (redutores) de elétrons nas ligacOekulelétron ndo pareado com outros
elétrons presentes em estruturas proximas de someagéo (Reis et al., 2008; Turrens,
2003).

O organismo humano é constantemente atingido péces reativas de oxigénio
(ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN) gargabr processos inflamatoérios,
degenerativos ou provenientes de alimemdssERO estéo distribuidas em dois grupos, as
radicalares: hidroxila (HQ) superoéxido (@), peroxila (ROO e alcoxila (RO; e as nao
radicalares: oxigénio, peroxido de hidrogénio el@diipocloroso. J& as principais ERN
incluem: oxido nitrico (NQ, 6xido nitroso (MOs3), acido nitroso (HN@), nitritos (NQ)),
nitratos (NQ") e peroxinitritos (ONOQ (Barreiros et al., 2006).

Os radicais livres também estdo envolvidos em gem fisiologicos normais
como manutengdo do tonus vascular, adeséo celetpostas imunes, agdo hormonal e
regulacdo do crescimento celular, nesses caso®dugio permanece cuidadosamente
regulada e as modificacfes oxidativas sao revassiPdéocco et al., 2010). Por outro lado,
a alta reatividade e a elevada instabilidade g@rdaes ERO torna-os capazes de causar
danos irreversiveis aos componentes celulares qouoteinas, lipideos, lipoproteinas e
DNA. Esses eventos resultam em morte celular comsemuente dano tecidual,
culminando no desenvolvimento de diversas patadogiatre elas, artrite, inflamacéao,
aterosclerose, diabetes mellitus, cirrose hepatmadlica, enfisema e cancer (Bahramikia
and Yazdanparast, 2010).

O excesso de radicais livres produzidos em orgarissadios € neutralizado por
antioxidantes endogenos, produzidos pelo corpo,erdigenos, adquiridos na dieta
alimentar. As defesas enddgenas incluem os anéioted enzimaticos superéxido

dismutase (Mn-SOD, atua na mitocéndria e Cu/Zn-S&3E ativa no citosol), catalase
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(CAT), glutationa peroxidase (GPx) e peroxirredasine 0os nao-enzimaticos glutationa
(GSH), tiorredoxina, peptideos de histidina, prwsi ligadas ao ferro (transferrina e
ferritina), acido diidrolipéico e CoQH Entre os antioxidantes provenientes da dieta
destacam-se a-tocoferol (vitamina E),p-caroteno (pro vitamina A), acido ascoérbico
(vitamina C) e compostos fendlicos principalmentavdndides e poliflavonoides
(Barreiros et al., 2006; Poljsak, 2011). O estr@sséativo € caracterizado por um estado
de desequilibrio entre a producdo de ERO e a aigdeide defesa por antioxidantes
endogenos ou exdgenos (Reis et al., 2008).

Em sintese o processo de producdo de ERO ocomatdua reducdo do oxigénio
(O,) a agua (HO) na cadeia mitocondrial de transporte de elétf(figsra 1). Durante este
processo 0 anion superéxido é formado pela redugamlente do oxigénio molecular
mediado pelas enzimas NADPH oxidase e xantina egida ndo enzimaticamente por
componentes reativos redutores como 0 componentei-udgquinona da cadeia
mitocondrial de transporte de elétrons. Em seg@@®D converte enzimaticamente o
radical superoxido em peréxido de hidrogénio. Eomdtis biologicos o superoxido pode
ainda ser convertivo em peréxido de hidrogénionaéiécalar e oxigénio singletéd,) por
espécies ndo enzimaticas. No entanto na presentetdés de transicdo reduzidos (como
ions ferroso e cuproso) o peroxido de hidrogérdorévertido em radicais hidroxila (O
a ERO mais reativa em sistemas biolégicos. De datraa o peroxido de hidrogénio é
convertido em agua pelas enzimas catalase ouighagteroxidase. Nesta etapa glutationa
€ oxidada a glutationa dissulfeto, e pode novamestnar ao estado glutationa pela
conversdo enziméatica de glutationa redutase e numsie NADPH (Droge, 2002; Hur et
al., 2010; Turrens, 2003).
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NAD(P)H oxidases

02701%’)02' H202 catalase Hzo
superoxide

hypoxanthine xanthine dismutase GSH peroxidase
xanthine uric acid (SOD)
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semi-
ubiguinone

GSH reductase
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Figura 1. Via de producédo e liberagdo de espéeasvas de oxigénio (Droge, 2002).
GSH-= glutationa, GSSG= glutationa oxidada.

De um modo geral existem seis principais vias Himigas através das quais
niveis elevados de glicose podem formar niveis &tees de ERO (figura 2),
responsaveis pelo estresse oxidativo e pela diéfun@s célulag, sdo elasa) auto-
oxidacdo da glicose, b) ativagdo da proteina qaitagPKC), c) reacdes de glicosilacao
ndo enzimatica (Reacdes de Schiff), d) aumentotitacdo da via dos polidis, e) via
hexosamina e f) cadeia mitocondrial de transpoeeekétrons (fosforilacdo oxidativa)
(Kaneto et al., 2002; Robertson, 2004).

Auto-oxidacao da glicose (via 1)Niveis elevados de glicose determinam por si
s6 uma reacdo autoxidativa com producdo aumentadaratiutosa-hidroxialdeidos de
glicose, como o gliceraldeido, os quais sao suldloei@ um processo de enolizacdo, na
presenca de metais pesados, para produzir umatradion enediolo-cetoaldeido). Na
presenca de oxigénio, esses anions geram o radigatdéxido e se combinam para formar
peroxido de hidrogénio em uma reacdo catalisadaspperoxido dismutase (SOD). Na
presenca de metais pesados, o peroxido de hidomf@nia o radical hidroxila, altamente
toxico (Robertson et al., 2003).

Ativacdo da proteina quinase C (PKC) (Via 2)Dihidroxiacetona é reduzida a
glicerol -3-fosfato, que por sua vez sofre aciba@ da origem ao mediador de

comunicacao celular diacilglicerol (DAG) que atiagroteina quinase C. A ativacédo da
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PKC esta relacionada a muitas consequéncias biarpgnprincipalmente as que referem-
se a doenca microvascular no diabetes. Além dessatjvacdo da PKC € associada ao
aumento da atividade de endotelina -1 e da enzi®BMH oxidase, modificacdes na
expressdo de fatores de crescimento tais como ti@oesformante de crescimento beta
(TGF{$1) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGHivacdao de Nk e
producdo de ROS; assim como diminuicdo da proddeaaxido nitrico (NO) (Lopes et
al., 2008).

Reacdes de glicosilacdo ndo enzimatica (ReacOes Shiff) (Via 3): Na

presenca de altas concentracdes de glicose o tamabode gliceraldeido-3-fosfato
mediado por gliceraldeido-3-fosfato desidrogend@ARDH) é prejudicado, com isso,
acumulam-se os produtos gliceraldeido-3-fosfatoitedmbxiacetona que favorecem a
formacao de metilglioxal. Essa e outras duas dicalds reativas intracelulares, glioxal, e
3-deoxi-glucosona, reagem com grupos amino em ipagéntracelulares e extracelulares
e formam produtos finais de glicacado avancada (AG&snced glycation end products).
Os AGEs estao fortemente relacionados no desenvehtd de complicacbes secundarias
do diabetes, especialmente no que diz respeit@acdomicrovascular na retina, nervos e
rins. Além disso, a reacdo de Maillard que ocomeeecarboidratos e proteinas também
gera ROS. Assim, a hiperglicemia simultaneamentaeata tanto glicacdo e estresse
oxidativo 0os quais agem em sinergia para o deseinvehto de complicagcées no diabetes
(Edeas et al., 2010; Giacco and Brownlee, 2010).

Aumento da ativacdo da via dos poliois (Via 4)Na via poliol o excesso de
glicose € reduzido a sorbitol pela acdo enzim&taealdose-redutase, reacdo dependente
de NADPH. Em seguida, sorbitol é oxidado por NADarg formar frutose, como
resultado a proporcéao citosolica de NADH: NAD+ antaee tende a inibir a atividade da
GAPDH. A acéo enzimatica reduzida de GAPDH levansauwmento dos niveis de trioses
fosfato, metilglioxal e diacilglicerol. Além disso,excesso de consumo de NADPH pela
reacao de reducao do sorbitol pode induzir ou ekace estresse oxidativo intracelular
uma vez que essa molécula é necesséaria para ragémede glutationa reduzida pela
enzima glutationa redutase (Giacco and Brownle&QR0

Via hexosamina (via 5):0 excesso de glicose intracelular é desviado patia
da hexosamina. Inicialmente a glicose é converideutose-6-fosfato e, em seguida, é
transformada pela enzima GFAT (glutamina-frutodeddato transaminase) em N-

acetilglicosamina-6-fosfato. Na etapa seguinte &tigticosamina-6-fosfato converte-se
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em UDP-N-acetilglicosamina. Este conjunto de mesrans € responsavel por alteracdes
na expressao de proteinas que atuam como fatorteandericdo e que consequentemente
modificam a expressao de outras proteinas, erdeTébFe , TGF$1, PAI -1 e demais
proteinas envolvidas na resisténcia a insulina ékaat al., 2001).

Cadeia mitocondrial de transporte de elétrons (foskilacdo oxidativa) (via 6):
O gradiente de protons mitocondrial torna-se auatentem funcdo das altas
concentracdes de glicose e, como resultado crepoadacdo de doadores de elétrons por
parte do ciclo do acido tricarboxilico, reacdo qukenina com o aumento da producéo de

superoxido mitocondrial (Naudi et al., 2012).
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Figura 2. Principais vias bioquimicas de produg@d®@S, adaptado de Robertson (2004).

Qualquer célula & vulneravel ao aumento de EROemanto as célula$

pancreaticas apresentam uma particularidade queraa especialmente vulneraveis a

citotoxidade das ERO, e que se deve a niveis vatatinte baixos de enzimas

antioxidantes (Zhang et al., 2010). As mudancas apeerem durante a progressao das

célulasp do estagio normal ao diabetes envolvem 3 estaljiosdnd Yoon, 2011; Poitout

et al., 2006):
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Fase 1- Descompensacédo leve: Leve comprometimensectecdo de insulina
estimulada pela glicose acompanhada de perda eeeniiiacdo celular de célulpsOs
estoques de insulina permanecem preservados, poisveis de RNAmM de insulina estao
protegidos;

Fase 2- Descompensacao grave: Desgranulacdo dasdglwcoincidindo com
diminuicdo de RNAm de insulina, levando a uma ré@duta sintese de insulina. Mudancas
na diferenciacdo celular de célulascontecem em paralelo com alteracdes dos genes e
fatores de transcricdo chave de insulina como PPBETA2 e MafA (figura 3). Aumento
da expresséao de genes importantes de estresseA@ih@oheme-oxigenase 1;

Fase 3- Descompensacdo com danos estruturais e deocélulag: transicao de
ilhotas com estrutura normal e funcdo anormal pagllas com acentuados danos
estruturais e formacéao de fibrilas amildides. Apanento de pontos de fibrose. Acumulo
de goticulas lipidicas (lipotoxicidade). Estimul@ a&stresse oxidativo do reticulo
endoplasmatico (RE) conduzindo a ativacao de URo(der protein response), mediado
por quinases de estresse e fatores de transcaigdoomo quinase Jun N-terminal (JNK) e
proteina homoéloga C/Ebp (CHOP) com consequente r@onga taxa de apoptose celular.
Aumento do fluxo metabdlico mitocondrial seguidopdleducéo excessiva de ERO através
da via hexosamina. Reducdo da expressao de PDXuinento da expressao de PGL-1
um co-ativador de transcricdo que desempenha uel pagve na regulacdo da biogénese

mitocondrial e no metabolismo energético em musgkcidos.
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Figura 3. Representacdo esquematica da regido e insulina em ratos mostrando
0s elementos chave na transcricdo de insulinagiiaet al., 2006).
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Os estudos atuais fornecem evidéncias considerazeisonfirmacdo de que a
inducéo do estresse oxidativo € um processo funaaim@ aparecimento do diabetes, no
entanto 0s mecanismos precisos pelos quais o sstresidativo pode acelerar o
desenvolvimento de complicagbes no diabetes samaapearcialmente conhecidos

(Matough et al., 2012). Dessa forma pesquisastro e in vivo sdo essenciais na busca
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por antioxidantes eficazes e no desenvolvimentond®dos precisos e sensiveis para a

deteccao precoce do dano oxidativo no diabetesig,Jak00).

2.4 Atividade antioxidante de extratos vegetais

Ha um interesse crescente em produtos naturaisatiwidade antioxidante por
seus beneficios a salde associados a prevencamake br espécies reativas de oxigénio,
como também pela protecdo que oferecem a oxidaggidipideos dos alimentos. Muito
dos efeitos benéficos antioxidantes de plantasus $eitos tem sido atribuidos aos
componentes fendlicos, especialmente os flavonoEesgeral esses componentes agem
protegendo as biomoléculas contra o dano oxidgimomeio de reacdes mediadas por
radicais livres. No sistema vascular os compost®licos promovem seus efeitos
protetores por um aumento da producdo de oxidemitNO) pelas células endoteliais ou
mesmo pela prevencdo da oxidacdo de NO (Bahrandkih Yazdanparast, 2010;
Rattmann et al., 2011).

Devi et al. (2012) investigaram o potencial antilaxite em extratos de farelo do
sorgo vermelhoSorghum bicolor), um dos alimentos basicos mais consumido na éfic
Asia. Os pesquisadores encontraram elevado camtéédantocianinas no material
extraido com metanol acidificado e que, curiosametambém demonstrou maior
atividade antioxidante expressada de maneira dependente. As antocianinas sao
pigmentos pertencentes ao grupo dos flavondidemugatizam a acdo de ERO devido a
sua elevada reatividade como doadores de hidrogeaiacapacidade para quelar ion de
metais de transicao.

Sun et al. (2012) também chegaram a conclusdo el@ @tividade antioxidante
dos extratos esta associada ao conteudo de fdpaia. isso eles avaliaram extratos
aquosos e etandlicos dos frutos Bleussonetia papyrifera provenientesde 4 regides
diferentes do Sul da China a fim de determinar szgmcidades em remover radicais
livres DPPH, inibir a peroxidacéao lipidica e quelar ions fés. Os principais resultados
demonstraram que o ambiente exerceu efeito sadireidade antioxidante, mas o impacto
nao foi grande. Além disso, o teor de fendlicosisoimostrou forte correlagdo com a
atividade de inibicdo da peroxidacao lipidica=(10,96).

Roy et al. (2011) investigaram o potencial antiexig dePyrostegia venusta,
uma espécie de videira amplamente distribuida hal@wBrasil. As trés metodologias
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aplicadas (DPPHABTS e FRAP) confirmaram a alta capacidade déacdp de radicais
livres de suas flores e raizes, comparavel a dogpastos sintéticos acido ascérbico e
BHT.

2.5 Metabdlitos secundarios e plantas brasileiragpoglicemiantes

Um grande numero de plantas medicinais tem sido estiyado
experimentalmente para tratar os sintomas do diabéforrico et al.,, 2007). Os
pesquisadores buscam extrair e isolar os maisstigeronstituintes quimicos presentes na
mistura complexa de substancias que se encontramvegetais. Entre os principais
metabolitos extraidos de plantas com potenciatat@tico estdo alcaloides, flavondides,
triterpenos, Oleos essenciais, glicosideos, gliems cianogénicos, cumarinas, vitaminas,
polissacarideos, peptideos, esterbides, saponinasimoacidos (Dornas et al., 2009;
Micozzi, 2003; Negri, 2005).

Segundo Beltrame et al. (2001), os flavonoides tdtaesn um dos principais
metabolitos secundarios responsaveis pelas prepiésdantidiabéticas encontradas em
extratos vegetais. Assim como os terpendidesaosiilbides atuam estimulando as células
beta pancreaticas e dessa forma proporcionam urardarda liberagédo de insulina. Shu et
al. (2009) extrairam os flavonéides Belygonatum odoratum e descobriram um efeito
potencial na regulacdo da glicose no sangue des rdiabéticos induzidos por
estreptozotocina e aloxano.

Os metabdlitos biologicamente ativos extraidos pistas medicinais com
propriedades hipoglicemiantes fazem uso de uma&deade de mecanismos de acao para
reduzir a concentracdo de glicose no sangue. Eomslgasos, entretanto, a hipoglicemia
pode ser consequéncia da toxicidade, ou melhorndizehepatoxicidade, destas
substéancias ou ainda por um bloqueio beta-adremé(Diornas et al., 2009; Negri, 2005).

Em outros casos, a queda na taxa de glicose podessdtado do aumento do
namero e sensibilizacdo dos receptores de insutiatiyacéo de radicais livres, reducao
no percentual de peroxidagdo lipidica, resistérama principais hormonios contra-
reguladores, maior consumo de glicose por orgatesidos, reducdo das complicacdes
diabéticas e aumento das reservas de glicogénimédet al., 2009; Negri, 2005).
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O Brasil possui seis dominios ecoldgicos, sao dlessta amazbnica, caatinga,
pampa, cerrado, mapa atlantica e pantanal. Entefaés diferencas de vegetacgdo, cada
regido abriga em seus territorios tipos particslate comunidades tradicionais, ou seja,
descendentes indigenas, africanos, europeus, Gt plantas medicinais para o0s
cuidados basicos de saude. A soma destes doisdatecursos naturais abundantes mais
populacdo rica em conhecimento empirico contribgeandemente para que estas regioes
se tornem importantes campos de estudos etnobogaaietnofarmacologicos (Bieski et
al., 2011).

A abordagem etnofarmacolégica na busca de subatnoaturais com
propriedades hipoglicemiantes é alvo constanteedqusas cientificas brasileiras, em sua
grande maioria de carater bioprospectivo, que temocobjetivo principal validar o
conhecimento empirico de muitas comunidades. AldaBeapresenta alguns exemplos

desses estudos.

Tabela 2. Exemplos de estudos de plantas brasil@naplamente utilizadas por seu
potencial hipoglicemiante.

Ano Referéncia Intervencao Resultado do estudo

2010 (Rodrigues et al.) Administracdo de extratReducdo dos niveis plasmaticos de
aquoso (5 %) da casca dériglicerideos;
Croton cajucara (popular -N&o alterou os niveis de glicose e
“Sacaca”) durante 5 e 20 diagolesterol.
em ratos diabéticos induzidos
por estreptozotocina (STZ).

2011 (Leite etal.) Administracdo de extrateDiminuicéo de glicose, em até 51 % no
hidroetandlico das partesplasma, e na urina;
aéreas de Parkinsonia -Reducdo dos niveis de uréia urinaria e
aculeata (125 e 250 mg/kg) triglicerideos;
durante 16 dias em ratosMelhora do contetdo de glicogénio
diabéticos induzidos porhepatico;
aloxano (ALX) -Toxicologicamente seguro.

2008 (Honorio-Franca et al.) Ratos diabéticos imhs -Reducdo dos niveis glicémicos;
por ALX foram tratados - Sem efeito significativo na cicatrizacdo
oralmente durante 7 dias conde feridas.
extrato aquoso (100 mg/L) e
topicamente por 14 dias com
a microemulsédo (2 %) da
entrecasca de Srychnos
pseudoquina  (“Quina  do

Cerrado”)

2004 (Vianaetal.) Extrato aquoso d€issus - Reducao da glicemia;
sicyoides (100 e 200 mg/kg) -Nenhuma  alteracdo  nos  niveis
foi administrado diariamente plasmaticos de colesterol e

durante 4 ou 7 dias em ratogriglicerideos.
diabéticos induzidos por
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ALX

2011 (Vasconcelos et al.) Administracdo durante -Reducdo dos niveis glicémicos
semanas do extrato aquosassociados a melhora do estado
das cascas do caule denetabdlico;
Caesalpinia ferrea (300 e -Elevacdo da expressdo de AKT no
400 mg/kg) em ratos musculo esquelético e figado
induzidos por STZ acompanhado da reducdo da expressao

de AMPK no musculo esquelético.

2008 (Oliveira et al.) Administracdo durante 22Melhora no estado diabético
dias do extrato hidroetanolicoproporcionado por redugdo de glicose
das cascas do caule dsérica e urinaria, uréia urinaria, ingesta
Vatairea macrocarpa nas de alimento e liquidos, acompanhado de
doses de 250 e 500 mg/kg enganho de massa corporal;
ratos diabéticos por STZ - Melhora na tolerancia a glicose.

2010 (Aragéo et al.) Extrato metandlico das folhadgkeducéo na glicose plasmatica;
de Cecropia pachystachya - Atividade antioxidante potencial.
(80 mg/kg) foi administrado
em ratos diabéticos por ALX
2008 (Cunhaetal.) Partes aéreas Heandra - Reducgéo da glicose plasmatica.
lacunosa (“erva do jabuti”)
foram extraidas em solucao
hidroetandlica e
administradas  em  ratos
normoglicémicos e diabéticos
induzidos por ALX
2007 (Zanatta et al.) O extrato bruto e as fragcbes Reducdo da glicose plasmatica
acetato de etila e n-butanoproporcionado por efeito
das folhas de Vitex hipoglicemiante e antihiperglicémico;
megapotamica foram
administradas nas doses de
400 e 800 mg/kg em ratos
diabéticos por ALX

Apesar de inumeros estudos cientificos comprovaadeficacia de diversas
plantas com potencial hipoglicemiante, a metfornérminico medicamento desenvolvido
a partir de plantas medicinais que foi aprovado cantidiabético oral pelos 6rgaos
internacionais de regulacdo (Vuksan and Sievenpip@d5). Tem origem na planta
Galega officinalis cujo principal metabdlito responsavel pelo efditologico de reducao
da glicemia é conhecido como galegina ou guanidgioamilina. A guanidina e alguns
derivados apresentavam-se muito toxicos para antexito do diabetes mellitus, foi entdo
que surgiram em 1950 as biguanidas, dois anéiddggde guanidina. Trés medicamentos
estruturalmente biguanidas foram lancados no mercdenformina, buformina e
metformina. Casos de acidose latica frequentesreiatio da mortalidade cardiaca foram
associados ao uso de fenformina e buformina fazexto que estas drogas fossem
retiradas do mercado. Metformina, no entanto, gornsenos lipofilico, se revelou um

farmaco seguro estabelecendo-se no mercado fartitacdwndial (Witters, 2001).
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2.6 Resisténcia microbiana

Outro ponto importante e que vale a pena ser edtuélaa busca por substancias
com propriedades antimicrobianas. A descobertaadtibioticos foi um dos marcos mais
relevantes na area meédica e proporcionou a corgger\ge inumeras vidas. No entanto, a
utilizacdo indiscriminada dessas drogas tem sidompanhada por um rapido
aparecimento de linhagens resistentes (Martinet2)20

Saphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) € um exemplo nat@e
microrganismo altamente resistente e que represestta elevado no surgimento de
infeccdes hospitalares. Apesar da nomenclaturarsesomente a meticilina (antibidtico
desenvolvido para inativar penicilinases produzigasS. aureus), MRSA também nao
responde a tratamentos com aminoglicosideos, nideosl, tetraciclinas, cloranfenicol e
lincosaminas (Nikaido, 2009).

Estudo realizado por Hanberger et al. (2011) em amastra de pacientes
(n=13.796) provenientes de diferentes hospitaid.@65) e de diferentes paises (n=75)
avaliou caracteristicas clinicas de infeccbes p&SM e de MSSA Sftaphylococcus
aureus sensivel a meticilina). As principais observac@ies Hanberger et al. (2011)
demonstraram que infeccbes por MRSA acometem cornornfeequéncia o trato
respiratorio. Além disso, o risco de mortalidade gaientes infectados por MRSA em
unidades de cuidados intensivos foi 50 % maior doacomparado aos infectados por
MSSA. Dados como este confirmam que no caso detegyetilizados no tratamento de
infeccdes bacterianas, ou mesmo fungicas, a comdpldx dos processos que contribuem
para a emergéncia e disseminacao da resisténcipam ser subestimada (Davies and
Davies, 2010).

Outro patdgeno bacteriano que representa gravecamearesisténcia microbiana
inclui as espécies do génelEmterococcus resistente a vancomicina. No entanto, novos
agentes ativos vem sendo descritos contra ességepat, entre eles os antibioticos
linezolida e quinupristina-dalfopristina (Chongagt 2010; McNeil et al., 2000; Rathe et
al., 2010). Todavia a atividade de inibicdo micamiai observada acontece potencialmente
in vitro, ao passo que a utilizacgdo em humanos permaned@da a determinados
cenarios clinicos devido a taxas reduzidas de sac&gssa forma, estudos cientificos que

avaliem novas terapias para o tratamento de inés¢géspecialmente p@&nterococcus
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resistentes a vancomicina, sdo urgentemente neiossgArias et al.,, 2010; Nikaido,
2009).

As bactérias comensais sdo um importante reseivatérgenes de resisténcia a
antibioticos ao passo que facilitam a propagacéamidegenes para estipes patogénicas de
bactérias. O intestino é o local onde ocorre a maipulacdo de bactérias comensais e,
portanto, o local de maior risco a exposicao déiticos por via oral e/ou preparacdes
parenteraisEscherichia coli, um dos colonizadores onipresentes no trato gasdstinal
de criancas e adultos, tém sido frequentementeciagdeo ao desenvolvimento de
resisténcia em resposta ao uso de antibiéticos.dssntece devido a sua capacidade de
trocar genes de resisténcia a antibiéticos conehastpatogénicas (Dyar et al., 2012).

Em paralelo as infec¢bes por bactérias gram-pasitias infec¢cdes por bacilos
gram-negativos multi-resistentes tornaram-se umblenoa crescente que exige a
implementacéo de medidas de controle mais rigor@saambientes hospitalares e cautela
na prescricdo de antibioticoterapia de amplo espgQGiske et al., 2008). Em pesquisa
recente Baral et al. (2012) analisaram 710 amosigasrina de pacientes da UTI de um
hospital em Kathmandu, no Nepal. Dos 219 isoladastebianos obtidos, 41,1 %
pertenciam a linhagens resistentes a multiplasadrogenddescherichia coli (81,3 %) e
Citrobacter spp. (5 %) as mais prevalentes. De acordo com Paliédred (2010) embora
uma ampla gama de agentes patogénicos possam dafesades do trato urinario,
Escherichia coli continua a ser o mais comum deles.

Apesar de serem considerados por muitos como udggab inofensivo, 0s
fungos representam risco como agentes infecciddos. Ultimos anos o numero de
diagnosticos de infec¢des por fungos invasoresotese mais frequente, resultado do
crescimento da morbidade e mortalidade em paciemesossuprimidos (portadores de
HIV, neoplasias, transplantados) (Miceli et al.120Miceli and Lee, 2011). Alguns dos
fatores que contribuem para este cenério incluemséncia de um diagndstico precoce e
preciso associado a falta de uma terapia antifaregicopriada (Lai et al., 2008).

Em geral, as espécies @andida e Aspergillus sdo as maiores causadoras de
infec¢des fangicas (Richardson and Lass-Florl, 20088s ultimos dez anos a incidéncia
global de infec¢cbes pdZandida spp. tornou-se cinco vezes maior, contribuindo pam qu
alcancasse a quarta e a sexta posicdo como ptinsglado nosocomial em estudos
americanos e europeus, respectivamente (Bassedli,e2011). A aspergilose invasiva

aguda, por sua vez, afeta globalmente cerca d®@D@ 500.000 pacientes, com risco de
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mortalidade de 88 % para as afec¢cOes causadas oorganismos resistentes a
multiaz6is (Denning and Perlin, 2011).

O reconhecimento da crescente resisténcia a antimdpor agentes patogénicos
causadores de graves infeccbes ndo pode ser igndeatbora o futuro ndo possa ser
previsto com certa exatiddo, € possivel presungrqua extensa epidemia de infec¢des
bacterianas e fungicas resistentes poderiam pogjudiilndes de pessoas. Enquanto um
microrganismo adquire resisténcia em um curto espd€ tempo, SA0 necessarios
aproximadamente 10 anos para estabelecer a efieaseguranca de novos compostos
antibiéticos (Zinner, 2005).

E importante reconhecer a resisténcia aos antib®tcomo um problema de
saude publica. Desta forma, devem ser encontradiasies que reduzem a mortalidade, o
tempo de internacdo e custos hospitalares ocasisnpelas infeccdes, assegurando a
disponibilidade de antibiéticos eficazes no fut(8tama, 2008).

2.7 Os principios ativos naturais antimicrobianos @amo uma alternativa para a
resisténcia microbiana

A maioria das plantas produz metabdlitos secunslddomo parte de seu
programa normal de crescimento e desenvolvimentorésposta ao ataque de diversos
agentes patogénicos ou estresse ambiental esspsstomrepresentam barreiras quimicas
protetoras (Morrissey and Osbourn, 1999).

Embora a principal funcdo ecoldgica destes metalséiecundarios seja a auto-
defesa, esses compostos bioativos tém sido utkzad medicina tradicional ganhando o
interesse da industria farmacéutica e de pesgnasundo todo. De acordo com Fankam
et al. (2011) o verdadeiro desafio para os ciex#tis continuamente encontrar novos
medicamentos para combater microrganismos resstentompostos capazes de inibir os
mecanismos de resisténcia de agentes patogéniestaurando a atividade dos
antibidticos.

Para Duraipandiyan et al. (2006) o valor medicd®plantas que produzem uma
acao fisioldgica definitiva contra doencas infesa® que acometem o corpo humano
encontra-se em algumas substancias quimicas cora@ides, flavondides, taninos e

demais compostos fendlicos.
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Os alcaldides sdo compostos nitrogenados hetdéoosicl Quatro principais
alcaléides derivados de plantas possuem notavednpial antimicrobiano, sao eles:
reserpina, quinina, harmalina e piperina (Na Phhitilg et al., 2012). A piperina &
encontrada na famili®iperaceae e ocorre emPiper nigrum (pimenta preta) diper
longum (pimenta longa) (Jin et al., 2011). Khan et aD0@ demonstraram o efeito de
piperina como potencializadon vitro do antibidtico ciprofloxacino contra linhagens de
Saphylococcus aureus. Ja a reserpina € um alcaléide comumente isoladgpthntas da
familia Apocinaceae, principalmente da espéciRauwolfia serpentina (Srivastava et al.,
2006). Garvey e Piddock (2008) comprovaram o efdé@oreserpina como inibidor das
bombas de efluxo de formas mutantesSuleptococcus pneumoniae resistente a multiplas
drogas.

Os flavonoides sdo substéancias fendlicas hidroxdatbm uma unidadesG G
ligada a um anel aromatico. Agem como substancigsnigrobianas devido a sua
capacidade em complexar-se com proteinas solUxéiacelulares e paredes celulares
bacterianas. Alguns flavonéides de caracteristioass lipofilicas podem promover o
rompimento de membranas microbianas (Cowan, 1$89%)dra et al. (2011) atribuiram a
atividade antibacteriana dos extratos do frut®llaeria macrocarpa (popular “Coroa de
Deus”) a presenca de compostos flavonoides eng® anferol, miricetina, naringina,
quercetina e rutina, capazes de inibir a sintesecidi®s nucléicos, a funcdo da membrana
plasmatica e o metabolismo de energia dos micr@ges patogénicos.

Os taninos s&do compostos polifendlicos soluveis &oa frequentemente
encontrados em células mortas de espécies vegetpes;ialmente as das cascas do caule.
O crescimento de fungos, leveduras, bactériasus wiode ser inibido por taninos devido
ao efeito inibitério que exercem sobre muitas easinproporcionado por sua atividade em
precipitar proteinas (Singh et al., 2010). Ishidaale (2006) investigaram a atividade
antifuingica do extrato bruto, fracbes e subfragcdesSryphnodendron adstringens,
conhecido popularmente como Barbatiméo, contra i40&dos de leveduras do fluido
vaginal. Os resultados demonstraram inibicdo paaerdo crescimento deCandida
albicans proporcionado por uma das subfracdes; e que fduédo ao seu elevado
conteudo de taninos condensados. Em outro estadiaado por Ishida et al. (2009) a
incubacéo com a mesma fragdoSladstringens também inteferiu em importantes fatores

de viruléncia de trés linhagens da levedtingptococcus neoformans.
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Os terpenos ou terpendides sdo uma classe divadkfide substancias naturais
altamente enriquecida em compostos com base em astmatura isopreno. Alguns
exemplos comuns incluem a céanfora (monoterpeno) artemisina (sesquiterpeno)
(Cowan, 1999). Duraipandiyan et al. (2012) isolardoas lactonas sesquiterpénicas,
costunolida e eremantina, do extrato hexanico aosmas deCostus speciosus. Os
compostos isolados inibiram os fungos testados, md@sas bactérias. Ja Kubo et al.
(1992) testaram a atividade antimicrobiana de daerpendides isolados da casca de
Podocarpus nagi contra doze diferentes microrganismos. O composais abundante
entre 0s seis, 0 totarol, exibiu potencial ativEldshctericida contra bactérias gram-
positivas, entre as quarsopionibacterium acnes, Streptococcus mutans, Bacillus subtilis,
Brevibacterium ammoniagenes e Staphyl ococcus aureus.

Alguns metabolitos secundarios tais como, glicasdecianogénicos,
glicosinolatos e saponinas foram relatados por i&ey e Osbourn (1999) como
precursores inativos de compostos antimicrobiaBas.resposta ao ataque de patégenos
esses compostos, que se encontram armazenadoslwdas e€getais, sdo prontamente
convertidos em antibioticos biologicamente ativosa;do enzimatica.

Apesar da grande diversidade de compostos bioate®plantas medicinais, para
que os metabdlitos secundarios sejam compreenpdaosompleto, suas agdes ndo podem
ser analisadas separadamente. Em algumas espé@diinais as propriedades
antimicrobianas ocorrem entre os multiplos constiés, conhecido como sinergia
quimica. Isso acontece quando a acdo dos comppsitsss € maior do que a soma
aritmética da acédo individual dos componentes (€s¢hl., 2006; Wink, 2008).

Além disso, € importante observar caracteristiteve na busca por compostos
com propriedades antimicrobianas, principalmentgues estdo focadas na ocorréncia de
certos grupos de metabdlitos secundarios em fantibténicas ou subfamilias. Trata-se de
uma ferramenta que pode ser usada com sucessaaubdda de espécies vegetais para a
atividade biolégica de triagem (Basso et al., 2005)

Um exemplo disso pode ser encontrado nas espédegédero Cassia,
conhecidas por exercer atividade na inibicdo deéébas e fungos. Em estudo realizado
por Duraipandiyan et al. (2006) o extrato metamdtias folhas d€assia auriculata (5 mg
/ disco) foi eficaz na inibicdo do crescimento bastérias gram-positivé&aphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis e Enterococcus faecalis. Outra espécig;assia fistula,

em pesquisa realizada por Bhalodia e Shukla (2Cddmonstrou atividade antifangica
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contra linhagens de\spergillus niger, Aspergillus clavatus e Candida albicans em
dosagens entre 5 e 2%@ / mL utilizando a griseofulvina e nistatina corpadrbes
positivos. Atividades antibacterianas potenciaisni@m foram encontradas contra
bactérias gram-positivast@phylococcus aureus e Streptococcus pyogenes) e gram-
negativas KEscherichia coli e Pseudomonas aeruginosa), utilizando como referéncia os
antibioticos padrées ampicilina, ciprofloxacinorflaxacino e cloranfenicol.

De acordo com Viegas Junior et al. (2006) as espé&beCassia sdo ricas em
derivados fendlicos, antracénicos e antraquindnidescritos como as substancias
responsaveis pela atividade antimicrobiana dosatsrutilizados na india, Paquistéo,
Egito e varios outros paises. Ja Fernand et ab8j2@escrevem as antraquinonas reina,
aloe-emodina, crisofanol, emodina e fiscion e e@dieide canferol como os principais
compostos encontrados €assia alata.

Ainda que disponiveis em grande diversidade, astgdamedicinais e seus
compostos bioativos necessitam aliar aos conhetomdradicionais e crengas milenares a
realizacdo de estudos cientificos que comprovens guapriedades farmacologicas e

avaliem possiveis efeitos toxicoldgicos (Cowan, 2t $drenzuoli and Gori, 2007).

2.8 O génerdSenna

A familia Fabaceae ocorre, no Brasil, em 200 géneroerca de 1.500 espécies.
O géneroSenna juntamente com o0 génerBassia constituem importantes fontes de
substancias de imensa diversidade quimica da tarm@baceae (Oliveira Silva et al.,
2010). Recentemente 0 gén&amna teve a sua taxonomia revisada. Algumas espécies de
Cassia, tidas como sinonimias d&enna, foram reclassificadas e passaram a pertencer ao
género Senna. Alguns exemplos incluentenna alata, Senna alexandrina e Senna
angustifolia (Silva et al., 2010).

Com mais de 350 espécies, o géngamna distribui-se ao longo das Américas
com uma ampla variedade vegetal. No Brasil, ascespéaproximadamente 60 delas,
concentram-se mais especificamente no cerrado eampos abertos do Centro-Oeste,
bem como no Sudeste e Amazobnia. Bolivia, Paraglara formam o0s outros paises da
América do Sul em que também podem ser encontraslasspécies do génefenna
(Araujo and Souza, 2007; Carvalho and Oliveira,300
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Algumas espécies do génefenna sdo tradicionalmente conhecidas por suas
propriedades terapéuticas laxativas e purgati@&snd macranthera), antimicrobianas
(Senna alata), antiiinflamatorias e analgésicaSaina spectabilis), antioxidantes Senna
italica) e antiparasitariasSénna occidentalis) (da Silva et al., 2012; lbrahim et al., 2010;
Idu et al., 2007; Masoko et al., 2010).

Guarize et al. (2012) investigaram os efeitos Iamat antiinflamatérios e sobre a
motilidade intestinal do extrato das folhas $#na macranthera em ratos. Atividade
antiinflamatéria semelhante ao diclofenaco e lamatomparavel a droga padrao bisacodil
foram observados. Ja Idu et al. (2007) examinararprapriedades antimicrobianas de
extratos das flores d&nna alata. Os extratos inibiram o crescimento dos isoladioscos
de Staphylococcus aureus, Candida albicans, Escherichia coli, Proteus wulgaris,
Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subitilis, de forma eficaz ao antibiotico controle
gentamicina. A andlise fitoquimica revelou a preasede fendis, taninos, antraquinonas,
flavondides e saponinas.

Rodrigues et al. (2009) em seus estudos sobre exrsiiade de substancias
quimicas encontradas no gén&enna relataram que 0s compostos que estdo presentes em
maior concentracao sdo os flavonodides, polissamasid também as antraquinonas. Outras
substancias presentes, porém em menor gquantiddde0s alcaléides piperidinicos,
esterodides, lactonas, triterpenos, isoquinolinasnonas e estilbenos.

A reina (figura 4) é um glicosideo antraquinonimxfientemente encontrado nas
folhas e vagens dg&enna angustifolia. Além de propriedades antioxidantes, antitumagais
antivirais este composto também atua como subst@lecpartida na sintese de diacereina,
droga antiinflamatoria utilizada no tratamento deeoartrite (Mehta and Laddha, 2009).

OH O OH OAc O OAc
I I COOH I I COCH
@) O
Reina Diacereina

Figura 4. Estrutura quimica de reina e diacereina.
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2.8.1Sennarugosa (G. Don) H.S. Irwin &Barneby (1982)

Conhecida popularmente como amarelinho, acacuprata ou unha-de-boi, a
planta Senna rugosa pertence a familia Fabaceae (Leguminosae) e suiHami
Caesalpinioideaédpresenta-se como um arbusto de grande porte, albasfdispostas de
forma alternada, flores vistosas e de um amarefo menso, arranjadas, normalmente,
em paniculas axilares e terminais e que surgem eastmeses de abril e junho (figura 5).
A frutificacdo acontece entre maio e julho, osdsusdo secos do tipo vagem e se tornam

pretos quando maduros (Maroni et al., 2006).

Glaucia N.Eberhardt

Figura 5. (A) Flores, folhas e (B) raizesSbena rugosa.

No Brasil, as espécies &enna rugosa podem ser encontradas em varios estados
(figura 6): regido Norte (Para, Tocantins e Rondfjniegidao Nordeste (Maranhao, Piaui,
Ceara, Pernambuco e Bahia), regido Centro-Oestto (Bi@sso, Goias, Distrito Federal e
Mato Grosso do Sul), regido Sudeste (Minas GeraBfi@ Paulo), regido Sul (Parand)
(Souza and Bortoluzzi, 2010).
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Figura 6. Distribuicdo geografica na América do 8alSenna rugosa. Fonte: Global
Biodiversity Information Facility (GBIF) Geospati@lonsortium Services.

Entre os usos populares 8&na rugosa, Rodrigues e Carvalho (2001) citam que
o chéa por decocc¢éao ou infusdo de suas raizes é osat vermifugo e antidoto em casos
de mordeduras de cobras. Em Minas Gerais, exigatos do seu uso no tratamento de
gripes e resfriados (Naves et al., 2009). Em leraetto realizado por Vila Verde et al.
(2003), em Goias foi descrita a utilizacdo da de&ocdas folhas e raizes 8erugosa
como vermifugo e para tratar a rouquiddo. Ja parge’® et al. (2008) os integrantes
pertencentes a familia das Fabaceas possuem isgmaipriedades hipoglicemiantes.

As propriedades larvicidas @enna rugosa contraAedes aegypti foram avaliadas
por Farias et al. (2010). O extrato aquoso das mEmeapresentou baixa taxa de
mortalidade das larvas d&edes aegypti comparado aos demais extratos de diversas
espécies vegetais da familia Fabaceae. Outra adiwitiol6gica d&enna rugosa testada
foi o potencial moluciscida dos extratos hexanicetandlico da casca do caule sobre
caramujos adultos e desovasBilemphalaria glabrata. O extrato hexanico foi ativo contra
caramujos adultos na concentracdo de 100 ppm éalpaeate ativo contra as desovas
nesta mesma concentracao. Ja o extrato etandl@caer@onstrou atividade moluscicida
em nenhuma das concentracdes testadas sobre aasaadujtos, mas foi potencialmente

ativo contra as desovas na concentracao de 10@Mpndes et al., 1984).
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De acordo com Alemayehu e Abegaz et al. (1998) reergeSenna € rico em
propriedades bioldgicas e farmacoldgicas as quaisrd-se principalmente a presenca de
compostos de natureaatraquindnica.

S&0 escassos 0s estudos s@erma rugosa, pouco se sabe em relacdo aos seus
potenciais efeitos farmacologicos, e ainda careg®aores esclarecimentos e registros

cientificos dos constituintes resultantes do meisino secundario deste vegetal.

2.8.2Senna velutina (Vogel) H.S. Irwin &Barneby (1982)

Senna velutina € uma planta de porte arbustivo que pertence #idaRabacea.
Apresenta inflorescéncias terminais com flores gmetas e hermafroditas. Suas pétalas
possuem coloracdo amarela e os frutos sao do #igcahte (abrem-se quando maduros)
(figura 7) (Saiki et al., 2008).

Glaucia N.Eberhardt

Figura 7. (A) Flores, folhas e (B) raizesSana velutina.

Popularmente é conhecida como séo jodo, fedegoséwneelhinho (Loverde-
Oliveira et al., 2010). Na regido Nordeste do Bragiecoccdo de suas cascas € utilizada

externamente para tratar dermatites (Agra et @072 Na regido Sul do estado do Mato



32

Grosso do Sul a populagéo local utiliza a plantaratamento de hipercolesterolemias,
problemas hepaticos e infecciosos.

Senna velutina distribui-se geograficamente nas regides Nortecgdmons),
Nordeste (Maranhéo, Piaui, Ceara e Bahia), CendgieO(Mato Grosso, Goias, Distrito
Federal e Mato Grosso do Sul) e Sudeste (Minasi$&ser@ao Paulo) do Brasil (Souza and
Bortoluzzi, 2010). Marazzi et al. (2006) relataramcorréncia d&enna velutina e outras

diversas espécies &nna também no Paraguai e Bolivia (figura 8).

Figura 8. Distribuicdo geogréafica na América do 8ealSenna velutina. Fonte: Global
Biodiversity Information Facility (GBIF) Geospati@lonsortium Services.

Senna velutina € uma planta nativa de vasta distribuicdo na vegetdo cerrado e
pantanal sul matogrossense. Apesar de ser amplkamgitada pelas populacdes locais
nao existem estudos de carater cientifico que covepr suas propriedades. Além disso, o
risco imposto pela crescente devastacao dessesadibrasileiros promove ano a ano a
extincdo de espécies vegetais ainda ndo estud&@daste do apresentado, estudos
etnofarmacoldgicos em plantas medicinais encordradgantanal e cerrado brasileiro séo

extremamente necessarios.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

- Avaliar os potenciais antioxidante e antimicrolados extratos de duas espécies do
géneroSenna: Senna rugosa e Senna veluting;

- Investigar a atividade antihiperglicémica e hipmmiante deSenna rugosa;

3.2 Especificos

- Analisar o potencial antioxidanta vitro de extratos aquosos e etandlicos das folhas e
raizes deéSenna rugosa e Senna veluting;

- Avaliar a atividade antimicrobiana vitro dos extratos aquosos e etandlicos das folhas e
raizes deSenna rugosa e Senna velutina em bactéria gram-positiva, gram-negativa e
levedura;

- Investigar a atividade antihiperglicémica do atdretandlico deS. rugosa em ratos
normoglicémicos e diabéticos;

- Estudar a atividade hipoglicemiante do extramélico deS. rugosa em ratosWistar
normoglicémicos;

- Verificar o efeito do extrato etandlico & rugosa sobre a ingestdo caldrica, massa
corporal e 6rgaos especificos, bem como dos tedidasculares e adiposos de ratos
Wistar;
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5. ANEXOS

5.1 Artigo cientifico

O artigo cientifico descrito neste item serd sulmoet revistaJournal of
Ethnopharmacology e as normas para submisséo neste periddico eaoest disponiveis
no endereco eletrOnicdattp://www.elsevier.com/wps/find/journaldescriptiows home/
506035/authorinstructions.

Escopo da revista: A revista de etnofarmacologiblipa artigos originais de
descricdo e investigacdo experimental dos ativodicos de substancias vegetais e
animais utilizados na medicina tradicional daswak passadas e presentes. Na revista
serdo publicados artigos interdisciplinares com ualerdagem etnofarmacoldgica,
etnoboténica ou etnoquimica no estudo de plantaicmais. Relatorios de estudos de
campo antropolégicos e etnobotanicos estdo dentroestopo da revista. Estudos
envolvendo mecanismos de agdo farmacologicos edidgiicos terdo prioridade. Estudos
clinicos sobre a eficacia serdo aceitos se coifteiivupara a compreensao de problemas
etnofarmacologicos especificos. A revista aceitdg@ de revisdo nas areas acima
mencionadas especialmente aqueles que destacamtusezaa multidisciplinar da

etnofarmacologia. Artigos de opinido sao aceit@nap por convite.
Fator de impacto: 3,014 Thomson Reuters Journati@it Reports 2012

Qualis-Capes: Estrato B1 (area de avaliagcdo Meitjn
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Resumo

Relevancia etnofarmacoldgica:S rugosa (G. Don) H.S. Irwin & Barneby (19823 S.
velutina (Vogel) H.S. Irwin & Barneby (1982) sédo plantasadileiras importantes na
medicina popular utilizadas no tratamento de iriesginflamacdes e doencas ligadas ao
estresse oxidativo, como diabetes e dislipidemias.

Objetivos: (A) Quantificar o teor de fendis e flavondidesatst (B) determinar as
atividades antioxidante e antimicrobiana de exsrais. rugosa e S. velutina obtidos com
diferentes solventes e métodos de extracao eny€stigar os potenciais hipoglicemiantes,
antihiperglicémicos e alteragbes nos parametros abbktos promovidos pela
administracdo do extrato etandlico das folhaS.degosa (SRF).

Material e métodos: Extratos das folhas e raizes 8erugosa e S velutina foram
preparados por maceragcdo ou decoccdo em aguarnml. &lasaiosin vitro: os teores de
fendis e flavondides totais foram determinados @sp®tometricamente por método Folin
— Ciocalteu e método do cloreto de aluminio, retbgmente. A atividade antioxidante foi
avaliada por ensaio de sequestro do radical 2jphedil — 1 — picrylhydrazil (DPPW)e
ensaio de inibicdo de hemdlise oxidativa em eiitiséchumanos. Os extratos aquosos e
etanodlicos foram testados contra trés espéciesicterganismos de relevancia clinica em
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infec¢des:Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans; utilizando ensaio
de difusdo em meio solido a partir de orificio e¢adé de microdiluicio em caldo. Ensaios
in vivo: testes de tolerancia a glicose (TTG) foram redlis em ratos normoglicémicos
com doses orais Unicas de 200 e 400 mg/kg de SR& geterminacdo da dose
experimental. A atividade antihiperglicémica foiahada por TTG em ratos diabéticos
induzidos por aloxano (120 mg/kg, ip.) tratados ¢c®RF na concentragdo de 200 mg/kg.
A atividade hipoglicemiante, massa corporal, ingestlimentar e hidrica foram
investigados durante 28 dias e a massa do figadaedidos musculares e adiposos foram
analisados apos 28 dias em ratos normoglicémi@iadbs com SRF (200 mg/kg).
Resultados: Ensaiosin vitro: O teor de fendis e flavondides totais diferiranire os
extratos des. rugosa e S. velutina. O maior teor de fendis, 556,0 = 9,9 mg de acidag /
100 g de extrato seco, foi determinado no extredadtico das raizes d&enna velutina
(SVRH) e o maior teor de flavondides, 86,8 £+ 10J ae quercetina / 100 g de extrato
seco, no extrato aquoso por decoccdo das raizeenda rugosa (SRRD). Todos os
extratos demonstraram atividade antioxidante dendodose dependente. Os extratos
etandlicos das raizes e folhas 8e velutina e etandlico das folhas d8& rugosa
apresentaram maior atividade de sequestro do tdafRfaH (ICso = 6,9 + 0,6ug/mL, 1Cso
=79 + 09ug/mL e 1Gy = 10,5 = 2,6ug/mL, respectivamente) em comparagao ao
antioxidante padrdo acido ascorbicos(G 2,5 = 0,2ug/mL). SRF protegeu eritrocitos
humanos contra o dano oxidativo induzido por AAR}tl¢ridrato de 2,2°- azobis (2-
aminopropano) em até 31 % (@/mL em 120 minutos) comparado ao controle.
Saphylococcus aureus foi sensivel a todos os extratos, resultando elwstde inibicdo
variando entre 13,0 + 1,0 a 31,3 + 1,3 mm e a aunagdo inibitéria minima (CIM) entre

< 0,7 a 50 mg/mL. Nenhum extrato apresentou ativigaaeraEscherichia coli e apenas
0S extratos etanolicos das raizes Slerugosa e S velutina demonstraram atividade
antifingica contr&andida albicans. Ensaiosn vivo: nenhuma diferencga foi observada na
glicemia dos animais normoglicémicos e diabéticatatios com SRF em comparacdo ao
controle nos ensaios de TTG. A administracdo de @RB mg/kg) durante 28 dias ndo
promoveu efeitos hipoglicemiantes e alteracdes pasimetros de massa corporal,
ingestdo alimentar e hidrica, massa do figadotetidos musculares e adiposos nos ratos
normoglicémicos.

Concluséo: Este estudo demonstra pela primeira vez a quagdic de fendis e
flavondides totais, além de potenciais atividadeSogidantes e antimicrobianas dos
extratos deS. rugosa e S. velutina. Os extratos das folhas e raizes inibiram o arestio

de Staphylococcus aureus enquanto somente os extratos etanolicos das ifaizes ativos
contraCandida albicans. Nossos resultados nao confirmam o uso tradicid@&®@RF como
antidiabético, considerando o desenho experimarttitado. No entanto, reforcam a
hipotese de utilizacdo deste extrato na profil@@acomplicacdes resultantes do estresse
oxidativo no diabetes mellitus. Em conjunto, essesiltados reforcam o uso popular
destas plantas no tratamento de processos infescmsloencas associadas ao estresse
oxidativo.
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1.Introducéo

A oxidacdo é um processo fundamental da vida s que sdo produzidos,
naturalmente ou por algumas disfuncdes biolégioastadicais livres (Barreiros et al.,
2006). A alta reatividade e a elevada instabilidgdenica dos radicais livres torna-os
capazes de causar danos irreversiveis aos compermitilares como proteinas, lipideos,
lipoproteinas e DNA que resultam em morte celulam cconsequente dano tecidual,
culminando no desenvolvimento de diversas patodogeatre elas, o diabetes mellitus
(Bahramikia and Yazdanparast, 2010). H4 um interessscente em compostos de plantas
medicinais com atividade antioxidante, tais comawdhdides, taninos e outras substancias
fendlicas. Seus beneficios a saude estdo assoaagosvencado de danos por espécies
reativas de oxigénio, como também pela protecaooferecem a oxidacdo dos lipideos
dos alimentos (Bahramikia and Yazdanparast, 20a@nfann et al., 2011).

Em paralelo, pesquisas com substancias extraidaglaatas medicinais também
demonstraram sua importancia contra doencas iofsi (Hendra et al., 2011; Na
Phatthalung et al., 2012). A ocorréncia de certopas de metabolitos secundarios como
alcaléides, flavonoides, taninos e terpenos teno digiquentemente associada as
propriedades antimicrobianas e sao considerado$asios potenciais na inibicdo do
crescimento de linhagens resistentes aos antibgdtomumente utilizados (Cowan, 1999;
Duraipandiyan et al., 2006).

A abordagem etnofarmacolégica na busca de subatnoaturais com
propriedades medicinais € alvo constante de estbim®mospectivos que tem como
objetivo principal validar o conhecimento empiride muitas comunidades. Com uma
extensa e diversificada flora, o Brasil é visto oamm pais privilegiado por deter cerca de
10 % da flora mundial. Embora altamente promissasaglantas medicinais brasileiras
possuem pouca ou nenhuma comprovacgéao cientifisaiase propriedades farmacolégicas.
Além disso, o risco imposto pela crescente devastdgs biomas brasileiros promove ano
a ano a extingdo de milhares de espécies vegdtaia ado estudadas (Simdes and
Schenkel, 2002).

Neste estudo serdo investigadas duas espéciesem §énna, rugosa e velutina.
Senna rugosa (G. Don) H.S. Irwin & Barneby &enna velutina (Vogel) H.S. Irwin &

Barneby sdo espécies brasileiras que pertencenmiiafaFabaceae (Leguminosae) e



51

subfamilia Caesalpinioidea®nna rugosa é conhecida como amarelinho, acacu, raiz-preta
ou unha-de-boi. Apresenta-se como um arbusto delgrporte, com folhas dispostas de
forma alternada, flores vistosas e de um amarelo imienso que surgem entre 0s meses
de abril e junho (Maroni et al., 2006). Popularreeatcha por decoccdo ou infusdo, ou
mesmo a maceragdo das raizes ou folheemtea rugosa é utilizado como antidiabético,
antidoto em casos de mordeduras de cobras, antitiiglone para o tratamento de gripes,
resfriados e rouquiddo (Naves et al., 2009; Rodsgand Carvalho, 2001; Vila Verde et
al., 2003).

Senna velutina é popularmente conhecida como sdo jodo, fedegasédo
vermelhinho (Loverde-Oliveira et al., 2010). Tramde uma planta de porte arbustivo de
inflorescéncias terminais com flores pentameraerenafroditas. Suas pétalas possuem
coloracdo amarela e os frutos sdo do tipo deiscgSuaeki et al., 2008). No Brasil a
maceracdo das raizes ou folhas @mna velutina € utilizada no tratamento de
hipercolesterolemias, problemas hepaticos, infeosioe a decoc¢do de suas cascas é
utilizada externamente no tratamento dermatitesg&gal., 2007).

Neste estudo nossos objetivos foram: 1) avaliaatasdades antioxidante e
antimicrobiana de extratos das espé@asa rugosa e Senna velutina preparados com
diferentes solventes e métodos de extragcdo, et@jiagso potencial antihiperglicémico,
hipoglicemiante e alteracdes nos pardmetros métasdgpromovidos pela administracao

do extrato etandlico das folhas $#na rugosa (SRF).

2. Materiais e métodos

2.1 Reagentes

Foram utilizados neste estudo aloxano monohidratdidridrato de 2,2"- azobis
(2- aminopropano) (AAPH) e 2,2- diphenil-1- pitrydrazil (DPPH) (Sigma-Aldricl?,
S&o Paulo, SP); 4cido ascébico (Proquiffjiolsutil hidroxi tolueno (BHT) (Via farm3);
glicose (Vete®); etanol PA (Dindmica Quimi& metformina (Pharma Nosftg agar
Mueller Hinton e caldo Mueller Hinton (Merck Bra$il
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2.2 Material vegetal

Folhas e raizes dg&nna rugosa e Senna velutina foram coletadas em marco de
2010 no municipio de Dourados/MS. O material bat&rioi identificado pela botanica
profa. Dra Zefa Valdivina Pereira, da Universid&aeleral da Grande Dourados (UFGD).
As exsicatas encontram-se depositadas no herbaridR€&D: Senna rugosa (n° 4664),
Senna velutina (n° 4665).

2.2.1 Preparacao dos extratos

As folhas e raizes dgenna rugosa e Senna velutina foram secas separadamente a
temperatura ambiente em local arejado, longe desido direta ao sol, durante 5 - 10
dias e, em seguida, triturados em partes menoren@nho de facas. Os extratos foram
preparados seguindo as metodologias descritas pabalacdo usudaria a partir de
abordagem etnofarmacoldgica e por método padréxiiacdo estabelecido por Adetutu
et al. (2011) para comparacao dos resultados, detathado na tabela 1. Cada extrato foi
filtrado em gaze e algoddo. Os extratos etandliowam concentrados sob presséo
reduzida em rotoevaporador até se obter consistéincie e, em seguida, congelados em
freezer a — 20 °C. Os extratos aquosos foram disstee congelados apos a filtracao.
Todos os extratos foram liofilizados para elimiracd solvente residual. O rendimento
(em porcentagem) dos extratos foi calculado pefaessdo: R (%) = (massa do extrato

seco/massa do material vegetal seco) x 100
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Tabela 1. Parte vegetal utilizada, método de extragolvente de extracdo, proporcao
material vegetal: solvente e rendimento (R) de emsp&cie vegetal estudada.

Proporgéo
Espécie Extrato Parte Método de  Solvente de  material R
vegetal vegetal extracao extracao vegetal:
utilizada solvente
Senna rugosa SRF Folhas Maceracdo Etanol 95% 1:7 16,61%
(7 dias)
Sennarugosa SRR Raizes Decocgéo a Agua 1:4 14,70%
80°C destilada
(15 minutos)
Sennarugosa SRRM Raizes Maceracado Agua 1:10 1,5%
(3 dias) destilada
Sennarugosa  SRRH Raizes Maceracdo Etanol 95% 1:8 1%
(7 dias)
Sennavelutina ~ SVF Folhas Maceracdo Etanol 95% 1:7 29,91%
(7 dias)
Senna velutina SVRM? Raizes Maceracéo Agua 1:10 1,5%
(3 dias) destilada
Sennavelutina  SVRH' Raizes Maceracdo Etanol 95% 1:8 32,05%
(7 dias)

SRF: extrato etanolico macerado das folhasSetena rugosa, SRRH: extrato etanolico macerado das raizes
de Senna rugosa, SRRM: extrato aquoso macerado das raizeSaiea rugosa, SRRD: extrato aquoso por
decoccéo das raizes 8mna rugosa, SVF: extrato etanolico macerado das folhaSeiea velutina, SVRH:
extrato etandlico macerado das raizesSela velutina, SVRM: extrato aquoso macerado das raizes de
Senna velutina. ! extrato preparado por metodologia descrita portétdeet al. (2011) é extrato preparado
por metodologia descrita pela populacédo usuaria.

2.3 Determinacéo de fenais totais

O teor de fendis totais foi determinado com reagé&ialin — Ciocalteu de acordo
com o método estabelecido por Meda et al. (200%) atgumas modificagdes. Acido
gélico foi utilizado como padréo. Aliquotas de 500 de cada extrato (10@g/mL em
etanol 80%), em duplicata, foram adicionadas anZl5do reagente Folin — Ciocalteu
(previamente diluido com agua destilada 1:10 vi@pés 5 minutos, 2 mL da solugéo
aguosa recém preparada de carbonato de sddio (pA/YGpram adicionados. A mistura
foi homogeneizada em vortex e incubada em temparatubiente por 2 horas. A leitura
das absorbancias de todas as amostras foi realiemdla760 nm usando um

espectrofotdmetro (T 70 UV/VIS spectrometer PGrimsent§). O teor de fendis totais
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foi expresso como equivalente de acido galico (GAm) miligrama por 100 g de peso
seco de extrato.

2.4 Determinacao de flavondides totais

O conteudo de flavonoides totais foi determinadto peétodo de Ahn et al.
(2007), com algumas modificagbes. Quercetina fibizatla como padrdo. Aliquotas de
500 uL de cada extrato (10@g/mL em metanol 50%), em duplicata, foram adici@sadl
4,5 mL da solucdo metanolica de cloreto de alumar2d%. A leitura das absorbancias foi
realizada em espectrofotdmetro (T 70 UV/VIS speweter PG Instrumerits no
comprimento de onda de 415 nm, apds 30 minutosaéacdo das solucdes, utilizando
metanol 50 % como branco. Os resultados foram egpse como equivalente de

quercetina (QE) em miligrama por 100 g de peso decaxtrato.

2.5 Ensaios para quantificacao da atividade amtgonein vitro

2.5.1 Atividade de sequestro do radical DPPH

DPPH é um radical livre que aceita um elétron ou rdditdrogénio para se
tornar uma molécula estavel. A solucdo de DPRpresenta coloracdo violeta com
absorcdo maxima em 517 nm (Suganthy et al., 204@)presenca de antioxidante DPPH
se reduz e, consequentemente a coloragédo e a abddvcdiminuem. Assim a atividade
de sequestro do radical livre pelo extrato é propaal a reducdo de DPPHRattmann et
al., 2011). O ensaio de sequestro do radical DPéIHealizado de acordo com o método
descrito por Gupta e Gupta (2011) com pequenasfiteghes. Brevemente, solucdes dos
extratos, dos padrdes acido ascorbico e BHT (20niag/m etanol 80 %) foram diluidos
em etanol 80% nas concentracdes finais de 0,1 6-d@énL. Uma aliquota de 2Q6. das
solugdes foi misturada com 18QQ de DPPH 0,1 mM em etanol 80 %. O controle foi
preparado substituindo a amostra pelo mesmo votleretanol 80%. Apdés 30 minutos de
incubacdo em temperatura ambiente no escuro, asbabsias foram medidas a 517 nm
em espectrofotémetro (T 70 UV/VIS spectrometer R&rument8). Foram realizados
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trés ensaios independentes em duplicata. A pogemtale inibicdo foi calculada a partir
do controle usando a seguinte equacao: Inibicdo=(%l — AbSimostra/ ADSontrold X 100.
Abs amostra€ @ absorbancia da amostra e fhse € a absorbancia do controle (auséncia de
antioxidante). A IGy, concentracdo capaz de reduzir em 50 % a concéotiaicial do
radical DPPHfoi calculada através de regresséo linear, apfetexminacdo da curva de
atividade antioxidante.

2.5.2 Ensaio de inibicdo de hemolise oxidativa

Ensaio de inibicdo de hemdlise oxidativa foi remdia conforme descrito por
Santos et al. (2011). Sangue venoso humano de deadwolavel e ndo fumante foi
coletado em tubo com citrato de sddio apds comaento informado. O sangue total foi
centrifugado a 1500 rpm durante 5 minutos pararabt®ncentrado de eritrocitos. Foram
aspirados e descartados o plasma e a fina camddaabeitos e plaquetas. Para lavar os
eritroécitos, o volume foi preenchido com solucasiofdgica 0,9 %, seguido de
homogeneizagdo e centrifugacdo a 2000 rpm por Iutos. Este procedimento foi
realizado 3 vezes. Uma suspenséo de eritrocitgs &2 concentracao final) em solucao
fisiologica foi pré-incubada por 30 minutos a 37 €@n diferentes concentracdes do
extrato etanolico das folhas d&enna rugosa (12,5 — 75ug/mL concentracfes finais,
dissolvidas em etanol 80 %). Em seguida ao perdedpré-incubacdo os tubos receberam
ou ndo a solucdo indutora de hemdlise com AAPH deotmacéo final de 50 mM em
solucéao fisiolégica 0,9 %). Todos os tubos foramubados em banho Maria a 37 °C,
durante 4 horas, com agitacdo suave e constanteitoHos o0s experimentos foram
incluidos: controle negativo (eritrocitos em solugidioldégica 0,9 % apenas), controle dos
extratos (eritrocitos em solugdo fisiologica 0,9 @m o extrato nas diferentes
concentracdes, sem a adicdo de solucdo indutorhedwlise AAPH) e controle do
solvente (eritrocitos em solucdo fisiologica 0,9 c@m solvente etanol 80%). Acido
ascorbico foi utilizado como droga padréao antiortda

Durante as 4 horas de incubacéo, a cada interealohibra, uma aliquota de 200
pL da mistura reacional de cada tubo foi retirati@esferida para um novo tubo contendo
solucéo fisioldgica 0,9 % (18Q4.), com excecédo do tubo de hemdlise total cujaualiz
foi depositada em tubo contendo agua destiladaog@s tubos foram centrifugados a

3600 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante fooveto para cubetas e a leitura das
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absorbancias procedeu-se em espectrofotometro (TUVOVIS spectrometer PG

InstrumentS) em 540 nm. A porcentagem de hemolise foi caleukagartir da seguinte
equacao: Hemolise (%) = (A/B) x 100. Onde A= abandia da aliqguota com solucao
fisiologica 0,9 % e B = absorbancia da aliquotaaadestilada (hemolise total). Foram

realizados trés ensaios independentes em duplicata.

2.6 Avaliagdo da atividade antimicrobiana

2.6.1 Microrganismos

Todas as linhagens foram adquiridas Al@erican Type Culture Collection
(ATCC). A atividade antimicrobiana dos extratosS#ana rugosa e Senna velutina foi
avaliada frente a bactéria gram-posit&taphylococcus aureus ATCC 25923, a bactéria
gram-negativeescherichia coli ATCC 8739 e ao fungo leveduriforn@andida albicans
ATCC 10231. A identificacdo dos microrganismos ¢oinfirmada pelo laboratério de
micologia do Departamento de Microbiologia do Centdniversitario UNIGRAN,

Dourados-MS, Brasil.

2.6.2 Ensaio de difusdo em meio solido a partrifecio

O perfil antimicrobiano dos extratos vegetais forastigado, inicialmente, por
teste de difusdo em meio solido a partir de oafémmo descrito por Mokale Kognou et al.
(2011), com algumas modificacbes e observandocmsnendacdes da norma M2-A8 do
National Committee for Clinical Laboratory Sandards (NCCLS/CLSI) (2005). Inéculos
foram preparados em solugéo fisiologica 0,9 % eréim sua densidade ajustada conforme
escala padrdo de turbidez McFarland 0,5 (5 %UBC/mL). As suspensdes bacteriana e
fungica foram homogeneizadas e semeadas com sweéil ea superficie de placas de
petri contendo o meio de cultura agar Mueller Hinf&MH). Pogos com 6 mm de
didmetro foram confeccionados com canula de matersdlico esterilizado. Cada poco
foi preenchido com 10QL dos diferentes extratos denna rugosa e Senna velutina na
concentracdo de 200 mg/mL (maior concentracdo sblém etanol 80 %). As placas

foram mantidas por 1 h em temperatura ambientegfrsdo dos extratos. Em seguida as
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placas foram incubadas em estufa mantida a 37 P@4pe 48 h. O antibiotico tetraciclina

e o antifungico cetoconazol foram utilizados conemtmles positivos (4 mg/mL); ja a
solucéo etandlica 80 % foi usada como controle thaga Os resultados foram avaliados
pela medida dos halos de inibicdo (mm) ao redaada poco apds 24 e 48 h de incubacéo
e classificados de acordo com Mokale Kognou et2él11) que estabelecem que extratos
sdo considerados ativos quando o diametro de &ub{¢D) é superior a 20 mm (o
microrganismo € classificado como sensivel); matireente ativo quando o ID esta entre
10 e 20 mm (o microrganismo é classificado comoarenb); e ainda pouco ou néo ativo
guando o ID esta entre 0 e 10 mm (o microrganisciagsificado como pouco sensivel ou
resistente).

2.6.3 Determinacdo da concentracdo inibitéria maénii@IM), concentracdo bactericida
minima (CBM) e concentracao fungicida minima (CFM)

Os extratos vegetais que apresentaram atividadeiarbiana para as linhagens
testadas com diametros de halo de inibicdo magueslO mm foram submetidos ao teste
de microdiluicdo em caldo para determinacdo da exdracdo inibitoria minima e
concentracdo bactericida/fungicida minima de acamam Bussmann et al. (2010), com
algumas modificacdes e observando as recomendagdewrma M7-A6 doNational
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS/CLSI) (2003). O ensaio foi
realizado em microplacas estéreis de 96 cavidamladundo em forma de “U”. Cada poco
da microplaca foi preenchido com 100 de caldo Mueller Hinton estéril. Solucbes de
partida em etanol 80 % foram preparadas para astest(200 mg/mL) e controles
positivos (4 mg/mL), tetraciclina para bactérias caioconazol para o fungo. Os pogos
iniciais da microplaca receberam uma aliquota d® 10dos extratos ou controles. Em
seguida, foi realizada uma diluicdo seriada quelt@s nas concentragcoes de 100 a 0,78
mg/mL. Ao final 100uL do inéculo microbiano na concentracdo 5 X WEC/mL (escala
de McFarland 0,5) foram adicionados em todos oshgoexceto aos de controle de
esterilidade do meio. Em cada microplaca pocosnforgilizados para verificar a
interferéncia do controle negativo (etanol 80 %)a@ntrole de crescimento bacteriano. As
microplacas foram cobertas com parafiime e incubaa estufa a 37 °C durante 24 h.

Decorrido este intervalo de tempo a turbidez rastdt foi avaliada em leitor de
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microplacas (TP Reader NM, Thermo Pfatem 620 nm. A ClIMo foi definida como a
menor concentragéo do extrato capaz de inibir gcoreento microbiano. Foram realizados
trés experimentos independentes em triplicata. Batarminar a CBM ou CFM, uma
aliquota de 2QuL foi retirada dos pocos da concentracdo determair@mo CIM e ao
menos duas concentracbes superiores a ela, eetidaspara placas de Petri com meio
agar Mueller Hinton. As placas foram incubadas pérh a 37 °C. CBM ou CFM foi

definida como a menor concentracdo que produziautiua negativa.

2.7 Ensaio$n vivo
2.7.1 Animais

Trinta e oito ratodMstar, saudaveis e adultos (8 meses de vida), pesardo en
325 g e 400 g, foram utilizados no experimento.r@es foram obtidos do biotério da
Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais (FCBA Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD). O estudo foi realizadoabed com a lei n® 11.794, de 08 de
outubro de 2008, criada pelo Conselho Nacional detrGle da Experimentacdo Animal
(CONCEA, 2008). Os experimentos também foram aazdadns pelo comité de ética no
uso animal da Universidade Federal de Brasilia B (jmotocolo n° 47924/2010). Todos
os ratos foram mantidos em caixas de polipropildn@tos em cada caixa), sob condicdes
laboratoriais padrbes de temperatura (25 + 2 °Q)dade relativa (55 - 65 %) e ciclo de
luminosidade (12 / 12 horas claro/escuro); foi pedm livre acesso a comida (racéo

comercial padrdo Labina, Purfjae agua.

2.7.2 Inducao experimental do diabetes

Ratos submetidos ao jejum noturno (8 h) foram imthsz ao diabetes por uma
Unica injecdo intraperitoneal de 120 mg/kg de massporal de aloxano monoidratado,
imediatamente dissolvido antes do uso em soludémsastéril. Apds 7 dias de inducao,
0s niveis de glicose plasmatica de jejfonam determinados por glicosimetro (Accu-
Check Active, RocHd. Foram considerados diabéticos os ratos que expsam

concentracdes de glicose no sangue superior a g&b (@ng et al., 2011).
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2.7.3 Determinacédo de dose experimental do exg¢tatwlico deSenna rugosa (SRF)

Para determinar a dose de extrato (200 mg/kg oundfg) a ser utilizada no
estudo crénico foi realizado inicialmente um testal de tolerancia a glicose em ratos
normoglicémicos (Aragéao et al., 2010). Os rataarforandomicamente divididos em 3
grupos (n=5): Grupo 1, ratos normoglicémicos trasadom veiculo (solu¢cdo de Tween
20% em agua destilada); Grupo 2, ratos normoglm#sriratados com extrato etandlico
das folhas desenna rugosa 200 mg/kg e Grupo 3, ratos normoglicémicos tragaciam
extrato etandlico das folhas &nna rugosa 400 mg/kg. Amostras de sangue da veia
caudal dos ratos submetidos ao jejum noturno @rajn coletadas para quantificacdo da
glicemia basal utilizando glicosimetro (Accu-Chegktive, Roch&). Em seguida foi
administrado oralmente 2 g/kg de glicose em todosatns. Apds trinta minutos os ratos
receberam os tratamentos dos extratos e veiculostkas de sangue foram coletadas nos
tempos 30, 60, 120 e 180 minutos apds sobrecargglictsse para quantificagdo da

glicemia.

2.7.4 Avaliacéo da atividade antihiperglicémica fgste oral de tolerancia a glicose (TTG)
em ratos diabéticos

A dose do extrato que obteve melhor efeito na eegacao da glicemia no teste
com os ratos normoglicémicos foi selecionada pasdiaa a atividade antihiperglicémica
em ratos diabéticos por meio de um novo teste aealolerancia a glicose. Para isso,
quatorze ratos diabéticos foram randomicamentealides em 3 grupos: Grupo 1 (n=5),
ratos diabéticos tratados com veiculo (solucdo weeh 20%); Grupo 2 (n=4), ratos
diabéticos tratados com metformina 120 mg/kg e GRign=>5), ratos diabéticos tratados
com extrato etandlico das folhas 8na rugosa (200 mg/kg) Amostras de sangue da
veia caudal dos ratos submetidos ao jejum notu®oh) foram coletadas para
quantificacéo da glicemia basal utilizando glicostim (Accu-Check Active, Rocfie Em
seguida foi administrado oralmente 2 g/kg de glcesn todos os ratos. ApGs trinta
minutos o0s ratos receberam os tratamentos dost@xteaveiculo. Amostras de sangue
foram coletadas nos tempos 30, 60, 120 e 180 nirgpds sobrecarga de glicose para

quantificacao da glicemia.
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2.7.5 Estudo crénico (28 dias)

Para investigacdo da acdo hipoglicemiante, duasrssnapi0s o estudo para
determinar a dose de SRF a ser utilizada no trat@nmoednico, os ratos normoglicémicos
foram reagrupados randomicamente em trés grupasimentais. O primeiro grupo (n=8)
recebeu solucdo de Tween 20 %, o segundo grupg (es@beu a droga antidiabética de
referéncia metformina (500 mg/kg) como controleitpas e 0 terceiro grupo (n=8)
recebeu extrato etanolico dgenna rugosa (200 mg/kg). Todos os tratamentos foram
realizados oralmente, por gavagem, uma vez aaldrante 28 dias. A massa corporal, o
consumo hidrico e alimentar foram monitorados diagnte. As concentracdes de glicose
sanguinea dos ratos foram mensuradas no inicistddae as medidas foram repetidas no
140, 21° e 28° dias. Ao final do estudo amostrasigielo, musculo soleus e extensor
digital longo, depdsito de tecido adiposo retrdpeial, mesentérico, subcutaneo e
epididimal foram retirados, pesados e estocadosesper a — 80 °C para uso posterior.

2.8 Analise estatistica

Os dados obtidos foram expressos como média tpaicdo da média (EPM).
Testet Sudent (programaGraphPad Prism versao 3.0) foi utilizado para analise dos
resultados nos ensaias vitro: determinacdo de fendis e flavondides totais,detle de
sequestro do radical DPRHensaio de inibicdo de hemdlise oxidativa e agabada
atividade antimicrobiana, e vivo: avaliagdo dos parametros metabdlicos no estudo
cronico em ratos. Andlise de variancia (ANOVA) n@aramétrico seguido de poés teste
Newman — Kews (progranfaraphPad Prism versédo 3.0) foi utilizado na comparagéo das
areas sobre a curva dos testes de toleranciacs@li© nivel de significancia foi fixado em
p < 0,05.

3. Resultados e discussao

O uso de plantas medicinais na medicina popularsetornando atrativo por sua

eficacia, baixa incidéncia de efeitos colateracusto reduzido (Leite et al., 2011). Muito
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do que se conhece hoje sobre a cura de doencasgior de substéncias naturais
biologicamente ativas tem origem, principalmente,@mnhecimentos etnofarmacoldgicos
(Gyllenhaal et al., 2012). O Brasil possui 82 %pdaulacéo usuaria de plantas medicinais,
no entanto menos de 1 % das espécies vegetaiseiveasiveram as suas propriedades
guimicas e farmacoldgicas elucidadas (Cunha, 2@05S¢nna rugosa e Senna velutina séo
duas espécies amplamente distribuidas no paidizaddis no tratamento de processos
infecciosos, doencas crbnicas e outras afeccoes, gelquer estudo cientifico que
comprovem suas propriedades terapéuticas.

Diferentes extratos foram preparados empregands-s®lventes agua ou etanol
e 0s métodos de extracdo por maceracdo ou decdasdendimentos mais elevados em
termos de massa de extrato seco foram observados emprego dos solventes extratores
etanol e agua destilada aquecida. Dados da litarahdicam que ao se elevar a
temperatura da agua ocorre uma reducdo em suadpdier proporcionando aumento na
eficiéncia de extracédo e a capacidade em solubdmapostos menos polares (Chan et al.,
2011). A extracao etandlica, por outro lado, é wrada uma das principais metodologias
descritas para a preparacdo de extratos vegetmisipgtmente por aproximar-se as
tinturas utilizadas na cultura popular (Cechinédd-and Yunes, 1998).

O teor de fendis e flavondides totais foram avakatos extratos aquosos e
etandlicos deSenna rugosa e Senna velutina (tabela 2). Os resultados mostraram que
quantidades diferentes de fendis e flavondideo gutsentes nos extratos. Os valores do
conteudo de fendis totais variaram de 27,5 £ 1RRM) a 556,0 £ 9,9 (SVRH) mg de
acido galico/100 g de extrato seco enquanto ogeslde flavondides totais variaram de
27,0 £ 5,2 (SVRM) a 86,8 + 10,7 (SRRD) mg de queme¢ 100 g de extrato seco. Estes
valores observados demonstram-se relativamenteadssev quando comparados, por
exemplo, aos encontrados por Olajuyigbe e Afolaf20ill) em extratos d&iziphus
mucronata, uma planta tradicionalmente utilizada na AfricaSul por suas propriedades
antimicrobianas e antioxidantes; e semelhante aastifjicados por Ben Mansour et al.
(2011) emOrmenis africana, planta hipoglicemiante e analgésica.

Os extratos d&enna velutina apresentaram maior teor de fendis totais comparado
aos extratos d&enna rugosa, sendo que erfenna velutina a quantidade de fendis totais
foi maior nos extratos das raizes e &mnna rugosa, nos extratos das folhas. De acordo
com Santos-Buelga et al. (2012) os compostos f@®lindo sdo uniformemente

distribuidos nas plantas e sua estabilidade vagrafisativamente por isso processos de
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isolamento e extracdo desses compostos sdo coraplé&® extratos etandlicos 8enna
rugosa e Senna velutina exibiram teores de fendis totais superiores atrates aquosos.
Esses resultados estdo de acordo com outros aufeesugerem que solventes de alta
polaridade, como a agua, e solventes apolarese mouito baixa polaridade, ndo sédo bons
extratores de compostos fendlicos (Liu et al., 2000

O teor de flavondides totais quantificado nas feldaSenna velutina foi maior
gue os encontrados nos extratos das raizes. @mdl@es sdo frequentemente encontrados
nas partes aéreas das plantas, no entanto, subuilféto depende de diversos fatores
relacionados ao filo, ordem, familia e espécie delac planta. Diversos estudos
demonstram que partes vegetais expostas a luz ggnsam aumento quantitativo de
flavondides em comparacéo aos que estdo a sonmdw&ahtos and Blatt, 1998; Machado
et al., 2008). A utilizacdo de diferentes solverjéegia ou etanol) na maceracéo das raizes
de Senna velutina e deSenna rugosa ndo determinou diferencgas no teor de flavonoiples,
outro lado o processo de extracdo por decoccaoafleess deSenna rugosa proporcionou
maior teor de flavondides comparado aos extratoserados das raizes. A extracdo de
compostos bioativos ndo depende exclusivamenteoldaigade do solvente utilizado, e
esta associada & composicao quimica das plantastezésticas fisicas do material vegetal
e metodologia de extracdo (Bae et al., 2012; Predals, 2011; Zhao et al., 2006).

O potencial antioxidante d8enna rugosa e Senna velutina foi analisado em
ensaios de captura do radical DPPBste ensaio tem sido frequentemente empregado
como um meétodo quimico para avaliar a atividadeosmidiante de produtos naturais,
especialmente de extratos de plantas medicinarsfopoecer resultados reprodutiveis e
confiaveis de uma forma rapida e facil (Adetutwalet 2011; Hazra et al., 2010). Neste
estudo todos os extratos aquosos e etandlicosSedea rugosa e Senna velutina
demonstraram atividade antioxidante de forma degeendente. Os resultados revelam
gue SRF, SVRH e SVF exibiram atividade antioxidami&xima comparavel ao padrao
acido ascorbico na concentragdo deugbnlL. Enquanto os demais extratos apresentaram
perfil antioxidante comparavel ao BHT com atividadeaximas alcancadas em @@mL
(SRRH, SRRD e SVRM) e em 100@/mL (SRRM) (tabela 2). Esses resultados podem
estar associados a cinética diferenciada que akysotzsstancias antioxidantes apresentam
quando reagem de forma particular com o DPHEkistem compostos que reagem
lentamente, como o BHT e BHA, por outro lado os postos de cinética rapida, como o

acido ascorbico e isogenol, reagem em poucos segBdand-Williams et al., 1995).
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Os diferentes métodos de extracdo (decocgdo ouragdcd e utilizacdo de
solventes (dgua ou etanol) para o preparo dostestoas raizes dg€enna rugosa nao
exerceram variacdo na captura de radicais DPPbt outro lado, o extrato etandlico das
folhas deSenna rugosa (SRF) apresentou menorsf%10,5 + 2,6ug/mL) e, portanto maior
atividade antioxidante comparado aos extratosalass (IG, de 73,0 £+ 8,0a 142,9+ 17,0
pug/mL) da mesma planta. Esse fato pode estar red@mao maior teor de fendis totais
quantificado nos extratos das folhas $#na rugosa. Os compostos fendlicos sado os
principais constituintes na maioria das plantasataglos em possuir propriedades
antioxidantes (Olajuyigbe and Afolayan, 2011). Dieva presenca de grupos hidroxila os
fendis atuam como doadores de hidrogénio (Wintatd #@folayan, 2011). Esses
compostos também sdo eficientes agentes reduteegsiestradores de radicais livres,
supressores de oxigénio singleto e quelantes dasnir sua capacidade redox (Predes et
al.,, 2011). Além disso, as diferencas na polaridimecomponentes antioxidantes podem
ser a razao pela qual os compostos fendlicos elatie antioxidante dos extratos diferem
(Igbinosa et al., 2011). De maneira contraria aseolado entre os extratos 8enna
rugosa, nao foram apresentadas diferencas na atividaii@x@aante entre o extrato das
folhas (1Go 7,9 + 0,9ug/mL) e raizes (I de 6,9 £ 0,6 e 9,9 £ 4 0y/mL para SVRH e
SVRM, respectivamente) dgenna velutina. A0 mesmo tempo, a maceragdo das raizes de
Senna velutina em agua ou etanol ndo exerceu variacdo na cagguadicais DPPH
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Tabela 2. Teor de fendis totais, flavonoides totaespotencial antioxidante dos extratos aquosos eaablicos deSenna rugosa e Senna velutina

em ensaio de captura do radical DPPH
Teor de Teor de

Extratos  fenois  flavonodides % de inibicao do radical DPPH
totais totais
0,1 1 5 10 25 50 100 500 1000 5kC
Acido - - - 5,2+0,8 18,0+1,4 69,029 95,1+1,3 96,7+1,46,331,2 96,5+1,5 96,7+1,0 96,8+1,1  2,540,2
ascorbico
BHT - - 2,2#¢0,9 7,1¥1,3 20,9+1,7 35,1+#3,1 56,84, 73,7£3,9 87,6+2,7 949+14 943+1,1 20,1+3,0

Srugosa SRF 495,055 83,0£2,9 9,2+3,6 10,4+2,2 26,1+3,3,8435 82,0¢50 92,1+0,8 93,8+0,7 93,4+0,4 95,7+0,30,5+2,6
SRRD 37,9+0,5 86,8+10,7 5,5+4,1 9,0+£3,2 9,1+4,0 8x2,7 22,0+2,1 26,0+0,9 41,8+2/4 83,5+6,0 95,9+31312,9+17,0
SRRM 27,519 63,5+4,9 1,0£3,1 6,5+24 58+29 1,8 19,9+3,3 31,5+25 49,3+3,2 90,1+0,7 98,4+1,@26,2+30,0
SRRH 371,0£7,1 51,0#29 0,7+0,4 10,6x7,6 6,7+2,3 ,33B3 27,7¥1,8 43,5#1,4 63,3x1,6 98,5+0,9 99,4+0,53,0+8,0

Svelutina SVF 519,0+2,3 62,0+4,6 3,2+1,1 9,4+0,8 32,8+1,4 546,1 91,6+1,2 94,2+0,5 94,0+0,5 92,9+0,3 93,8+0,67,9+0,9
SVRM 349,743,3  27,0#5,2 4,7+3,2 11,9453 25,3+7%8,94+9,1 61,9+10,2 76,6115 81,1+8,8 91,3+0,6 80,2 9,9+4,0
SVRH 556,0+9,9 34,0+6,0 1,2+04 8,9+16 34,7+1,3%,6%4,0 96,4404 93,4+0,9 94,3+0,7 93,6+0,9 95,3+1, 6,9+0,6
Os dados representam a média + erro padrdo da (iRl). Os experimentos de captura do radical DR&tdm realizados em duplicata e foram expresso®d de inibicdo de
DPPH = EPM de diferentes concentracdes dos extratosuffmL), sendo n= 2 para os ensaios com SRRH, n=8 $&F, SRRD, SRRM, SVF, SVRM e SVRH; e n= 12 para
Acido ascorbico e butil hidroxi tolueno (BHT). Qotede fendis totais foi expresso em mg de acidic@él100 g de extrato seco. O teor de flavonoidess foi expresso em mg de
guercetina / 100 g de extrato seco.
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A hemodlise oxidativa de eritrocitos humanasiitro foi utilizada como desenho
experimental para estudar as propriedades antimaglao extrato etandélico das folhas de
Senna rugosa (SRF) contra o dano induzido por radicais livresraembranas bioldgicas.
A presenca de altas concentracbes de acidos gnaoloesaturados nas membranas
associada a fungdo como transportadores de oxig@miam os eritrocitos o principal alvo
para o ataque de radicais livres (Ajila and Praggaa 2008). O AAPH, um gerador de
radicais livres do tipo peroxil, foi utilizado pamametizar as condi¢cden vivo do estresse
oxidativo. A decomposicao térmica, em temperatigi@légica, de um azo componente
em oxigénio geram os radicais peroxil que iniciampracesso de peroxidacao lipidica e
proteica que culminam em hemolise (Pannangpetah, &007).

As figuras 1 e 2 mostram o efeito de SRF em eits&diumanos expostos ou ndo
a solucédo indutora de radicais AAPH. Os eritrocitosubados a 37 °C em solucdo
fisiol6gica 0,9 % (amostra controle) mostraram-seis, com hemalise reduzida (10%)
observada durante as 4 horas de incubacgéo. O soiv@a exerceu influéncia sobre a taxa
de hemdlise, apresentando valores semelhantes aamdatra controle em solucéo
fisiologica. Além disso, as células incubadas coextoato de SRF apenas, sem a presenca
de AAPH, apresentaram hemdlise somente na maiareotmacdo testada (74&/mL).
Quando os eritrécitos foram tratados com AAPH a@atagem de hemolise encontrada
foi significativamente maior (21% de hemolise). Blmtanto o tratamento com o extrato
nas células expostas ao AAPH inibiu a hemoliseaagégunda hora de exposicéo, sendo
em 20 % na concentracdo de@pgmL e 31 % em 5Qg/mL. Assim a concentracao de 50
pg/mL demonstrou ser a melhor concentracdo antiofgdaem a influéncia dos efeitos
hemoliticos inerentes do extrato. Nenhum efeitagboo contra hemolise pelo extrato foi
encontrado na terceira e quarta hora de exposi@sioesultados mostraram que o extrato
apresentou efeito antioxidante menos potente quedo ascorbico, utilizado como padrao
por sua reconhecida atividade antioxidante na cecegpa do efeito anti-hemolitico de
SRF em eritrécitos humanos.

A protecédo contra hemalise apresentada pelo exdRtopode estar relacionada a
atividade sequestradora de radicais livres de seogponentes bioativos, principalmente
os fendis. Diversos estudos cientificos jA demaretn que os fendis sdo capazes de
aumentar a resisténcia dos eritrocitos ao esteeddativo (Aldini et al., 2006; Hapner et
al., 2010; Shia et al.,, 2011). Semelhante a Sitval.e(2011) nés acreditamos que 0s

componentes bioativos de SRF presentes na reagénagh os radicais peroxil da solucéo
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antes que eles ataquem as moléculas lipidicas dibrapa dos eritrécitos, quebrando a
cadeia de reacao dos radicais livres e inibinderadlise oxidativa.
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Figura 1. Efeito hemolitico do extrato etandlico das foldasSenna rugosa (SRF) em eritrécitos humanos. Os valores foram
expressos em porcentagem de hemdlise de 2 expéosneralizados em duplicata p < 0,05, diferencas significativas em
relacdo ao controle solvente no respectivo tempo.eHtrdcitos controle tratados com solugdo fisgdéd 0,9 %; SVT=

eritrocitos tratados com solvente, AA= acido asimarlijconcentracéo 12,5, 25, 50 ouptmL), EXT= extrato (concentragéo
12,5, 25, 50 ou 7hg/mL).



68

60 min 120 min

hemolise (%)
D
o
1
hemodlise (%)

R XX R NN R R
KK KKK
va* va X va\ ??\ va
R g2 PP A 4 PP
NV vyﬁ’ KA NP NN
A7 o
N & ¢ <
grupos
180 min 240 min
C ™ D o
60-
f £ 301 —
< £t < 201 —
10- -
AAAAA 0- —
XXX
& & &L
)(?~v~ )(?Y~ )(?Y~ X??~X
R
NV ?yq’ ?y?’ ¥ AV K
A7 g ¢
s & e
grupos grupos

Figura 2. Efeito do extrato etandlico das folhas Smna rugosa (SRF) sobre a hemolise induzida por AAPH em aritod
humanos. Os valores foram expressos em porcentdgdmmodlise de 2 experimentos realizados em dglicap < 0,05,
diferencas significativas em relacdo ao controlePAMAno respectivo tempo. H= eritrécitos controldatias com solucdo
fisiologica 0,9 %; AA= acido ascorbico (concenta¢®,5, 25 ou 5Qug/mL), EXT= extrato (concentragdo 12,5, 25 ou 50
ug/mL).
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A maceracao e a decoccao das folhas ou raiz8anda rugosa e Senna velutina
sdo utilizadas no tratamento de infeccdes em véonasunidades brasileiras, no entanto
evidéncias cientificas que comprovem tal eficacmnm@anecem escassas. A fim de
investigar as propriedades antimicrobianas Sdena rugosa e Senna velutina foram
analisados os efeitos de diferentes extratos smlmeescimento de trés microrganismos
patogénicos Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans (tabela 3). O
ensaio de difusdo em meio sdlido foi utilizado camé&odo de triagem para selecdo dos
extratos com potencial efeito antimicrobiano.

Os extratos apresentaram intervalos variaveis idielade antimicrobiana contra
0S microrganismos testados. Todos os extratos ramibimoderada a alta atividade
inibitéria contra a bactéri&®aphylococcus aureus. SVF foi 0 mais ativo com halo de
inibicdo de 31,3 mm, superior ao exibido pelo aatibo padrédo tetraciclina (p 0,002)
considerando as concentragOes analisadas. Engnerasos deSenna rugosa, o macerado
das folhas (SRF) apresentou halo de inibicdo (28¢0) consideravelmente superior
aqueles obtidos com os extratos das raizes. O medméoi observado entre os extratos
de Senna velutina. Escherichia coli mostrou-se resistente a todos os extratos testados
Estudos anteriores j& demonstraram uma maior @esist das bactérias gram-negativas
aos extratos de plantas medicinais (Engels e2@l1; Modarresi Chahardehi et al., 2010).
Tais observacfes estdo provavelmente associaddgeasncas na estrutura da parede
celular entre bactérias gram-negativas e gramipasit As bactérias gram-negativas
possuem uma membrana externa que age como umarddimetando o acesso para
muitas substancias, incluindo os antibiéticos (Hanet al., 2011). Por outro lado, é
possivel que determinadas substancias antimicrabiado tenham sido extraidas pelo
meétodo ou solvente utilizado no processo de extracd@jue justifica a baixa atividade
antimicrobiana de alguns extratos.

Em contraste com a atividade antibacteriana eficaitraSaphylococcus aureus
a maioria dos extratos ndo demonstrou atividadélagica contraCandida albicans.
Somente SRRH e SVRH foram capazes de inibir o iocnesto da levedura, exibindo
halos de inibicdo de 12,7 e 21,7 mm respectivaménir@bicdo proporcionada por SVRH
foi semelhante ao antifingico padrao cetoconazekeSultados observados na inibi¢cdo de
C. albicans podem estar associados a diferencas na compdsiggieimica dos extratos
das raizes, ja que apenas aqueles preparados aaol etostram-se eficazes. Estudos

anteriores relataram que o etanol é um solventes ef@iente para extrair substancias



70

antimicrobianas comparado com outros solventes camégua (Adetutu et al., 2011;
Chavez-Quintal et al., 2011).

A partir dos resultados obtidos pelo ensaio desdiduem meio solido, foram
estabelecidos por método quantitativo os valore€iii#é, CBM e CFM dos extratos de
Senna rugosa e Senna velutina que apresentaram atividade inibitéria (tabela 3)eiratos
apresentaram valores de CIM variando ertr8,7 a 50 mg/mL contr&aphylococcus
aureus e entre 1,5 a 3,1 mg/mL cont@andida albicans. Os padrdes tetraciclina e
cetoconazol exibiram CIMs de 0,7 mg/mL. De acordo com Fabry et al. (1998) para
extratos de plantas sejam considerados como paberite Uteis na terapéutica o valor de
CIM deve sex 8 mg/mL, o que néo foi observado apenas em SR#% €230 mg/mL).

Outro aspecto importante a ser analisado diz respeinatureza do efeito
antimicrobiano do extrato, ou seja, a sua capaei@aa inibir o crescimento ou causar a
morte do microrganismo testado. Nossos resultadostraram que exceto SRF que
apresentou acao bacteriostatica, todos os demamtex apresentaram acao bactericida
contraS. aureus, com valores de CBM estabelecidos em até tréseotrag;des superiores
ao CIM. Os extratos SRRH e SVRH foram também cpale inibir por completo o
crescimento da levedura.

Neste estudo foi possivel observar que os halomibigdo ndo representam a
acao efetiva dos extratos contra 0os microorganiavakados. A exemplo disso, o extrato
SVF apresentou o maior halo de inibicdo cor@raureus, no entanto sua CIM foi
superior as obtidas com os demais extratos. De fato extrato menos ativo, mas
facilmente difusivel podera fornecer um diametraomae inibicdo do que um extrato
menos difusivel e mais ativo (Agyare et al., 20B2)r isso ensaios quantitativos, como o
de microdiluicdo em caldo, foram empregados. Aléssal a diferenca no tamanho dos
halos de inibicdo pode estar associada com a @atlridas substancias que compdem o
extrato, um mecanismo de acdo bacteriostatico oangposicdo da parede celular dos

microrganismos testados (Kaneria et al., 2009).
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Tabela 3. Diametro dos halos de inibicao (ID em mmgoncentracao inibitdria minima (CIM em mg/mL), beactericida minima (CBM)

e fungicida minima (CFM) dos extratos aquosos e atalicos deSenna rugosa e Senna velutina.
Extratos Gram positivo Gram negativo Levedura
Staphylococcus aureus Escherichia coli Candida albicans
MODO DE
ID CIM  CBM MgggoDE ID ID CIM CFM ACAO
Tetraciclinaou ------ 20,7£0,7 <0,7 <0,7 bactericida 30,0+1,2 19,3+0,7 <0,7 <0,7 fungicida
Cetoconazol
Senna rugosa SRF 29,0£1,0 50 100 bacteriostatico 0 0 - - -
SRRD 18,3x0,9 6,2 12,5 bactericida 0 0 - - -
SRRM 13,0+1,0 3,1 3,1 bactericida 0 0 - - -
SRRH 10,740,7 3,1 12,5 bactericida 0 12,3+0 3,1 25 fungicida
Senna velutina SVF 31,3+1,3 15 12,5 bactericida 0 0 - - -
SVRM  28,7+0,7 <0,7 6,2 bactericida 0 0 - - -
SVRH 24,0+0,6 <0,7 12,5 bactericida 0 21,7403 15 6,2  furdgci

Tetraciclina e Cetoconazol foram usados como drdgaseferéncia para as espécies de bactériasagénh de levedura respectivamente. ID: diametrohdlus de
inibicdo do crescimento em mm (média do experimemtotriplicata + erro padrdo da média); - : nadams. Os extratos e as drogas de referéncia fozatados na

concentracdo de 200 mg/mL e 4 mg/mL respectivanpare a determinacéo dos ID's.
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No presente estudo o potencial hipoglicemiante téniparglicémico deSenna
rugosa folha foi avaliado através da area sob a cungatta a partir das glicemias obtidas
pelos ensaios experimentais em ratos normoglicén@atiabéticos induzidos por aloxano.
A escolha deste extrato foi determinada considerasdelevados teores de flavondides e
fendis totais quantificados, sua potencial ativedadtioxidante e o uso etnofarmacologico
no diabetes. O ensaio de determinacdo de doseireemésl do SRF ndo demonstrou
diferenca no teste de tolerancia a glicose (p 3)0&alizado com as duas concentracdes
do extrato (200 e 400 mg/kg) (figura 3A). A menoncentracao foi, portanto selecionada
para avaliar a atividade antihiperglicEémica emgatiabéticos e para o estudo crénico em
ratos normoglicémicos.

O aloxano é um dos agentes diabetogénicos mamadtis para induzir diabetes
experimental em ratos em vista da producéo de tesisticas semelhantes as encontradas
no estado diabético em humanos, tais como: gli@spolifagia, polidipsia entre outras
(Szkudelski, 2001). Essa droga é capaz de dessuglulag das ilhotas de Langerhans
que conduz a uma enorme reducdo na liberacdo dénmsinduzindo hiperglicemia
(Aragéo et al., 2010). Seu mecanismo de acao éaaeghor espéecies reativas de oxigénio
gue encontram no pancreas maior susceptibilidadmtliM et al., 2011). O extrato de
Senna rugosa folha (200 mg/kg) ndo promoveu efeito antihipe@mico nos ratos
diabéticos (p = 0,39) (figura 3B). Apesar desteatatser utilizado tradicionalmente como
antidiabético, no desenho experimental utilizadssos resultados ndo demonstraram este
potencial, considerando as condi¢cbes analisadagodNestudos sdo necessarios para
investigar se este extrato promove seus efeitakipertglicémicos em diferentes doses,
vias de administracdo ou severidade do diabetesital Além disso, € possivel que a
atividade antioxidante apresentada por SRF possaritgr para seus efeitos
antihiperglicémicos na populacéo usuaria. Estuatariares determinam que embora néo
seja possivel reverter completamente as complisagd@béticas, os compostos
antioxidantes podem ser Uteis em prevenir ou ateysiafeitos adversos da hiperglicemia
(Dias et al., 2005).

Os flavonodides constituem um dos principais meta®l secundarios
responsaveis pelas propriedades antidiabéticas\#adas em extratos vegetais (Beltrame
et al., 2001). Apesar dos ensaios confirmarem sepiga de flavondides no extrato SRF,
efeitos antihiperglicémicos ndo foram observadossek resultados diferem de outros

estudos que identificaram a presenca de flavonéedete atividade antidiabética em
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extratos vegetais (Abd El-Mawla et al., 2011; Rodes et al.,, 2012). Shu et al. (2009)
extrairam os flavondides d@lygonatum odoratum e descobriram um efeito potencial na
regulacdo da glicose no sangue de ratos diabétmmhszidos por estreptozotocina e
aloxano. Assim como os terpendides, os flavonéataam estimulando as células beta

pancreaticas e dessa forma proporcionam um aurdaritberacdo de insulina.
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Figura 3. Administracdo de etandlico das folhas 8enna rugosa (SRF) (200 e 400 mg/kg) em
normoglicémicos e diabéticos. (A) Porcentagem diig&o da glicose plasmatica induzida por SRF em
diferentes doses apds administracdo oral de saofgecke glicose em ratos normoglicémicos (n= 5). (B)
Porcentagem de reducéo da glicose plasmatica malymr SRF (200 mg/kg) e metformina (120 mg/kg)
apo6s administragdo oral de sobrecarga de glicosats diabéticos induzidos por aloxano (n=5 epetwe
SRF, n= 4 em metformina).
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A administracdo do extrato d&nna rugosa folha durante 28 dias nao reduziu a
glicemia dos ratos normoglicémicos, como também p&omoveu alteragdo nos
parametros de massa corporal, ingestao alimerté&irea, massa do figado, dos tecidos
musculares e adiposos quando comparado ao grupleoftabela 4). Por outro lado, o
grupo de ratos tratado com metformina (500 mg/kglesentou massa do figado
significativamente maior e massa do tecido adiplesmnco epididimal menor que as
apresentadas pelo grupo controle. No tecido adifd89, a metformina estimula vias
catabdlicas por meio da ativacdo da via AMPK, ceso io triglicérides armazenado reduz
refletindo em menor tamanho dos adipécitos. O atwnda lipdlise, no entanto, ndo é
acompanhado da liberacdo de acidos graxos ja @ sélo oxidados no interior do
adipécito (Anedda et al., 2008). Possivelmentealsres aumentados da massa do figado
dos ratos tratados com metformina sejam resultadomda manifestacdo hepatotoxica.
Apesar de nado ser considerado intrinsecamentediépieb e do fato que existem poucos
estudos que relatam a hepatotoxicidade por esteatdr € importante alertar para a
ocorréncia desses efeitos colaterais (Miralles#iésat al., 2012; Olivera-Gonzalez et al.,
2010).

Tabela 4. Efeitos do tratamento cronico com extratetandlico das folhas dé. rugosa

sobre a massa corporal, glicose plasmatica, ingestdidrica e alimentar e massa
(tecidos/orgao (mg) por g de massa corporal) dogido, soleus, extensor digital longo
(EDL), tecido adiposo renal, epididimal, mesentéric e subcutdneo em ratos
normoglicémicos.

Parametros metabdlicos TW 20% MET500 SR200
Massa corporal (g) 397,5+9,5 383,7t15,4 394,2+7,4
Glicose plasmatica (mg/ dL) 83,5+1,6 89,424 89,3+3,0
Ingestado hidrica (mL /24 h) 55,0 + 20,0 40,7 £17,5 45,0+ 20,0
Ingestédo alimentar (g / 24 h) 17,8+ 1,7 20,0 #10, 19,2+5,8
Figado 28,43 + 0,57 31,11+£0,85 27,97 +1,56
Soleus 0,36 £ 0,01 0,36 £ 0,02 0,35+0,02
EDL 0,40 + 0,02 0,43+0,01 0,43 £ 0,02
TA renal 9,02 £ 0,37 6,90 + 1,36 8,37+1,34
TA epididimal 10,35 +0,87 7,66 0,94 9,35+ 1,36
TA mesentérico 4,60 + 0,38 4,11 +0,59 5,24 +0,44
TA subcutaneo 0,60 + 0,08 0,63 £ 0,09 0,62 +0,10

Os dados representam o final dos tratamentos 8)iaT2V 20%: ratos tratados com o veiculo (solugéo d
Tween 20%); MET500: ratos tratados com metformid@0(mg/kg); SR200: ratos tratados com extrato
etanolico das folhas d& rugosa (200 mg/kg); TA: tecido adiposo. Os valores repnégsm a média + E.P.M.
(n = 8 em Controle e SR200, em MET500 n=7). Redao#asignificativos sdo expressos pop<0,05
empregando o teste Student.
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4. Conclusdes

Em conclusdo, o presente estudo demonstrou os gmiterantioxidantes e
antimicrobianos d&enna rugosa e Senna velutina. Os extratos das folhas e raizes inibiram
0 crescimento deaphylococcus aureus enquanto somente o0s extratos etandlicos das
raizes foram ativos cont@andida albicans. Os componentes fendlicos foram detectados
nos diferentes extratos analisados e podem essaciados aos potenciais biologicos
antioxidantes apresentados. Apesar da descricadgpamssos resultados ndo confirmam
0 uso tradicional do extrato das folhas Sbana rugosa como antidiabético no desenho
experimental utilizado, mas reforcam a hip6tesesda utilizacdo na profilaxia de
complicacdes resultantes do estresse oxidativaaletes mellitus. Novos estudos devem
ser realizados para confirmar a atividade antidieéé determinar sua toxicidade, 0s

mecanismos de acao e a fitoquimica.

Agradecimentos

Os autores agradecem aos membros do GEBAM pel® agaoirealizagédo dos
experimentos, a UNIGRAN por ceder seus laborat@&s 0s ensaios microbioldgicos e
ao CNPqg, CAPES e FUNDECT pelo apoio financeiro.

Referéncias

Abd El-Mawla, A.M., Mohamed, K.M., Mostafa, A.M.,021. Induction of Biologically
Active Flavonoids in Cell Cultures dflorus nigra and Testing their Hypoglycemic
Efficacy. Scientia Pharmaceutica 79, 951-961.

Adetutu, A., Morgan, W.A., Corcoran, O., 2011. Aaicterial, antioxidant and fibroblast
growth stimulation activity of crude extracts Bifidelia ferruginea leaf, a wound-healing
plant of Nigeria. Journal of Ethnopharmacology 1B835-119.

Agra, M.F., Freitas, P.F., Barbosa Filho, J.M., 208ynopsis of the plants known as
medicinal and poisonous in Northeast of Brazil. iRevBrasileira de Farmacognosia 14,
114-140.

Agyare, C., Koffuor, G.A., Boamah, V.E., Adu, F.ekkah, K.B., Adu-Amoah, L., 2012.
Antimicrobial and Anti-Inflammatory Activities ofPterygota macrocarpa and Cola



77

gigantea (Sterculiaceae). Evidence-Based ComplementaryAttedhative Medicine 2012,
902394.

Ahn, M.R., Kumazawa, S., Usui, Y., Nakamura, J.tddka, M., Zhu, F., Nakayama, T.,
2007. Antioxidant activity and constituents of pobp collected in various area of China.
Food Chemistry 101, 1383-1392.

Ajila, C.M., Prasada Rao, U.J., 2008. Protectiomirzgf hydrogen peroxide induced
oxidative damage in rat erythrocytes Mangifera indica L. peel extract. Food and
Chemical Toxicology 46, 303-309.

Aldini, G., Piccoli, A., Beretta, G., Morazzoni,,Riva, A., Marinello, C., Maffei Facino,
R., 2006. Antioxidant activity of polyphenols frosolid olive residues of c.v. Coratina.
Fitoterapia 77, 121-128.

Anedda, A., Rial, E., Gonzalez-Barroso, M.M., 208&tformin induces oxidative stress
in white adipocytes and raises uncoupling protelavels. Journal of Endocrinology 199,
33-40.

Aragao, D.M., Guarize, L., Lanini, J., da Costa’.J.Garcia, R.M., Scio, E., 2010.
Hypoglycemic effects ofCecropia pachystachya in normal and alloxan-induced diabetic
rats. Journal of Ethnopharmacology 128, 629-633.

Bae, H., Jayaprakasha, G.K., Crosby, K., Jifon,,JRatil, B.S., 2012. Influence of
Extraction Solvents on Antioxidant Activity and tk®ntent of Bioactive Compounds in
Non-pungent Peppers. Plant Foods for Human Nutr@io, 120-128.

Bahramikia, S., Yazdanparast, R., 2010. Antioxidefiicacy of Nasturtium officinale
extracts using various in vitro assay systems.nawf Acupuncture and Meridian Studies
3, 283-290.

Barreiros, A.L.B.S., David, J.M., David, J.P., 20@kidative Stress: relations between the
formation of reactive species and the organismfende. Quimica Nova 29, 113-123.

Beltrame, F.L., Sartoretto, J.L., Bazotte, R.B.n@2n, R.N., Cortez, D.A., 2001. Estudo
fitoquimico e avaliacdo do potencial antidiabétio Cissus sicyoides L. (Vitaceae).
Quimica Nova 24, 783-785.

Ben Mansour, R., Gargouri, B., Bouaziz, M., ElloumLi, Belhadj Jilani, 1., Ghrabi, Z.,
Lassoued, S., 2011. Antioxidant activity of ethameixtract of inflorescence d@rmenis
Africana in vitro and in cell cultures. Lipids in Healthcabisease 10, 78.

Brand-Williams, W., Cuvelier, M.E., Berset, C., 99Jse of a free radical method to
evaluate antioxidant activity. Food Science andhhetogy 28, 25-30.

Bussmann, R.W., Malca-Garcia, G., Glenn, A., ShatbnChait, G., Diaz, D., Pourmand,
K., Jonat, B., Somogy, S., Guardado, G., Aguirrg,Ghan, R., Meyer, K., Kuhlman, A,
Townesmith, A., Effio-Carbajal, J., Frias-Fernand€z, Benito, M., 2010. Minimum



78

inhibitory concentrations of medicinal plants used Northern Peru as antibacterial
remedies. Journal of Ethnopharmacology 132, 101-108

Cechinel Filho, V., Yunes, R.A., 1998. Estratégjara a obtencdo de compostos
farmacologicamente ativos a partir de plantas nmeai&z conceitos sobre modificacdo
estrutural para otimizacdo da atividade. QuimicaaNeil, 99-105.

Chan, E\W,, Soh, E.Y., Tie, P.P., Law, Y.P., 204dtioxidant and antibacterial properties
of green, black, and herbal teasGaimellia sinensis. Pharmacognosy Research 3, 266-272.

Chavez-Quintal, P., Gonzalez-Flores, T., RodrigBaenfil, 1., Gallegos-Tintore, S., 2011.
Antifungal Activity in Ethanolic Extracts o€arica papaya L. cv. Maradol Leaves and
Seeds. Indian Journal of Microbiology 51, 54-60.

CONCEA, 2008. Lei n®11.794, de 8 de Outubro d&g820
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2007-202008/lei/111794.htm, Brasilia.

Cowan, M.M., 1999. Plant products as antimicrobaglents. Clinical Microbiology
Reviews 12, 564-582.

Cunha, A., 2005. Aspectos Historicos sobre plantadicinais, seus constituintes ativos e
fitoterapia., 1 ed. Siesalq, Sao Paulo.

Dias, A.S., Porawski, M., Alonso, M., Marroni, NCollado, P.S., Gonzalez-Gallego, J.,
2005. Quercetin decreases oxidative stress, NFaBppctivation, and iINOS

overexpression in liver of streptozotocin-inducadbetic rats. Journal of Nutrition 135,
2299-2304.

dos Santos, M.D., Blatt, C.T.T., 1998. A quantitatanalysis of foliar flavonoids and total
phenolics ofPyrostegia venusta Miers. from both the forest and cerrado. RevistasBeira
de Botanica 21, 135-140.

Duraipandiyan, V., Ayyanar, M., Ignacimuthu, S.,080 Antimicrobial activity of some
ethnomedicinal plants used by Paliyar tribe frormifdNadu, India. BMC Complementary
and Alternative Medicine 6, 35.

Engels, C., Schieber, A., Ganzle, M.G., 2011. Inbrg spectra and modes of
antimicrobial action of gallotannins from mango rkels (Mangifera indica L.). Applied
and Environmental Microbiology 77, 2215-2223.

Fabry, W., Okemo, P.O., Ansorg, R., 1998. Antibaateactivity of East African
medicinal plants. Journal of Ethnopharmacology®B34.

Gupta, D., Gupta, R.K., 2011. Bioprotective projsrtof Dragon's blood resin: in vitro
evaluation of antioxidant activity and antimicrdbactivity. BMC Complementary and
Alternative Medicine 11, 13.

Gyllenhaal, C., Kadushin, M.R., Southavong, B., &gd K., Bouamanivong, S., Xaiveu,
M., Xuan, L.T., Hiep, N.T., Hung, N.V., Loc, P.KDac, L.X., Bich, T.Q., Cuong, N.M,,



79

Ly, H.M., Zhang, H.J., Franzblau, S.G., Xie, H.Jggj M.C., Elkington, B.G., Nguyen,

H.T., Waller, D.P., Ma, C.Y., Tamez, P., Tan, GFezzuto, J.M., Soejarto, D.D., 2012.
Ethnobotanical approach versus random approachhén search for new bioactive
compounds: Support of a hypothesis. Pharmace®ioddgy 50, 30-41.

Hapner, C.D., Deuster, P., Chen, Y., 2010. Inlobitof oxidative hemolysis by quercetin,
but not other antioxidants. Chemico-Biological haiions 186, 275-279.

Hazra, B., Sarkar, R., Biswas, S., Mandal, N., 2@d@mparative study of the antioxidant
and reactive oxygen species scavenging propertieshe extracts of the fruits of
Terminalia chebula, Terminalia belerica and Emblica officinalis. BMC Complementary
and Alternative Medicine 10, 20.

Hendra, R., Ahmad, S., Sukari, A., Shukor, M.Y. k@sian, E., 2011. Flavonoid
Analyses and Antimicrobial Activity of Various Parof Phaleria macrocarpa (Scheff.)
Boerl Fruit. International Journal of Molecular &otes 12, 3422-3431.

Igbinosa, O.0., Ighinosa, I.H., Chigor, V.N., Uzughe, O.E., Oyedemi, S.O., Odjadjare,
E.E., Okoh, A.l., Ighinosa, E.O., 2011. Polyphen@pntents and Antioxidant Potential of
Stem Bark Extracts frondatropha curcas (Linn). International Journal of Molecular
Sciences 12, 2958-2971.

Kaneria, M., Baravalia, Y., Vaghasiya, Y., Chanda, 2009. Determination of
antibacterial and antioxidant potential of some wied! plants from saurashtra region,
India. Indian Journal of Pharmaceutical Sciencesto6-412.

Leite, A.C., Araujo, T.G., de Melo Carvalho, B., iMaM.B., de Menezes Lima, V.L.,
2011. Characterization of the Antidiabetic Role dParkinsonia aculeata
(Caesalpineaceae). Evidence-Based Complementarilterdative Medicine 2011.

Liu, F.F., Ang, C.Y., Springer, D., 2000. Optimimat of extraction conditions for active
components irHypericum perforatum using response surface methodology. Journal of
Agricultural and Food Chemistry 48, 3364-3371.

Loverde-Oliveira, S.M., Freitas, M.N., Araujo, PE, Costa, I.B.C., 2010. Fragmento de
Cerrado urbano da Universidade Federal de MatosBrésampus de Rondonopolis, Mato
Grosso. Revista Biodiversidade 9, 74-90.

Machado, H., Nagem, T.J., Peters, V.M., Fonsec8,, Qliveira, T.T., 2008. Flavonoids
and potential therapeutic. Boletim do Centro dddjm da Reproducédo 27, 33-39.

Maithili, V., Dhanabal, S.P., Mahendran, S., Vathve R., 2011. Antidiabetic activity of
ethanolic extract of tubers ddioscorea alata in alloxan induced diabetic rats. Indian
Journal of Pharmacology 43, 455-459.

Maroni, B.C., Di Stasi, L.C., Machado, S.R., 2008antas medicinais do cerrado de
Botucatu: guia ilustrado., 1 ed. UNESP, Sao Paulo.



80

Meda, A., Lamien, C.E., Romito, M., Millogo, J., &¢aulma, O.G., 2005. Determination of
the total phenolic, flavonoid and proline contemt8urkina Fasan honey, as well as their
radical scavenging activity. Food Chemistry 91, 577%.

Miralles-Linares, F., Puerta-Fernandez, S., Betioglez, M.R., Tinahones, F.J., Andrade,
R.J., Gomez-Huelgas, R., 2012. Metformin-inducgobb@oxicity. Diabetes Care 35, e21.

Modarresi Chahardehi, A., lbrahim, D., Fariza Sukm, S., 2010. Antioxidant,
Antimicrobial Activity and Toxicity Test ofPilea microphylla. International Journal of
Microbiology 2010, 826830.

Mokale Kognou, A.L., Ngono Ngane, R.A., Kuiate, .J.Koanga Mogtomo, M.L.,
Tchinda Tiabou, A., Mouokeu, R.S., Biyiti, L., AmwaZollo, P.H., 2011. Antibacterial
and Antioxidant Properties of the Methanolic Extrat the Stem Bark ofteleopsis
hylodendron (Combretaceae). Chemotherapy Research and Pra6tide 218750.

Na Phatthalung, P., Chusri, S., Voravuthikuncha?.S2012. Thai ethnomedicinal plants
as resistant modifying agents for combatégnetobacter baumannii infections. BMC
Complementary and Alternative Medicine 12, 56.

Naves, R.P., Stockman, R., Apgaua, D.M.G., RodegieE.G., 2009. Experiéncias Com
Plantas Medicinais Nativas e Exéticas dos MoraddoeEntorno de Um Parque Florestal
em Varginha, Minas Gerais. UFLA, Lavras.

NCCLS, 2003. Methods for Dilution Antimicrobial Sweptibility Tests for Bacteria That
Grow Aerobically: Approved Standard, 6 ed., Wayne.

NCCLS, 2005. Performance standards for antimictatisk susceptible test: Approved
standard M2-A8, 8 ed., Wayne.

Olajuyigbe, 0.0., Afolayan, A.J., 2011. Phenoliaismt and antioxidant property of the
bark extracts oZizphus mucronata Willd. subsp. mucronata Willd. BMC Complementary
and Alternative Medicine 11, 130.

Olivera-Gonzalez, S., de Escalante-Yanguela, BliJl&&oriano, C., Amores-Arriaga, B.,
Martin-Fortea, P., Navarro-Aguilar, M.E., 2010. Kéemin-associated hepatotoxicity.
Medicina Intensiva 34, 483-487.

Ong, K.W., Hsu, A., Song, L., Huang, D., Tan, B.RQ11. Polyphenols-ricNWernonia
amygdalina shows anti-diabetic effects in streptozotocin-iretl diabetic rats. Journal of
Ethnopharmacology 133, 598-607.

Pannangpetch, P., Laupattarakasem, P., Kukongpaiya V., Kukongviriyapan, U.,
Kongyingyoes, B., Aromdee, C., 2007. Antioxidantiaty and protective effect against
oxidative hemolysis o€Clinacanthus nutans (Burm.f) Lindau. Songklanakarin Journal of
Science and Technology 29, 1-9.



81

Predes, F.S., Ruiz, A.L., Carvalho, J.E., FoglioAMDolder, H., 2011. Antioxidative and
in vitro antiproliferative activity ofArctium lappa root extracts. BMC Complementary and
Alternative Medicine 11, 25.

Rattmann, Y.D., Mendez-Sanchez, S.C., Furian, AHaludo, K.S., de Souza, L.M.,
Dartora, N., Oliveira, M.S., Costa, E.M., Miguel,®, Sassaki, G.L., lacomini, M., Mello,
C.F., Franco, C.R., da Silva-Santos, J.E., Cad8&rd,, Marques, M.C., Santos, A.R.,
2011. Standardized extractdfcksonia sellowiana Presl. Hook (Dicksoniaceae) decreases
oxidative damage in cultured endothelial cells andats. Journal of Ethnopharmacology
133, 999-1007.

Rodrigues, G.R., Di Naso, F.C., Porawski, M., M&rgcE., Kretzmann, N.A., Ferraz Ade,
B., Richter, M.F., Marroni, C.A., Marroni, N.P., PB. Treatment with Aqueous Extract
from Croton cajucara Benth Reduces Hepatic Oxidative Stress in Strepbam-Diabetic
Rats. Journal of Biomedicine & Biotechnology 202@2351.

Rodrigues, V.E.G., Carvalho, D.A., 2001. Levantatoeretnobotanico de plantas
medicinais no dominio do cerrado na regido doRitoGrande — Minas Gerais. Ciéncia e
Agrotecnologia 21, 102-113.

Saiki, P.T.O., Silva, B., Lombénaco, C., 2008. Exgéo de caracteres reprodutivos e
vegetativos deSenna velutina (Vogel) H. S. Irwin & Barneby (Leguminosae,

Caesalpinioideae) em dois ambientes distintos dad® Revista Brasileira de Botéanica
31, 363-369.

Santos-Buelga, C., Gonzalez-Manzano, S., DuenasGlhzalez-Paramas, A.M., 2012.
Extraction and isolation of phenolic compounds. hels in Molecular Biology 864, 427-
464.

Santos, R.P., Mendes, L.S., Silva, B.M., de Pinh@;., Valentdo, P., Andrade, P.B.,
Pereira, J.A., Carvalho, M., 2011. Phytochemicalfifgs and inhibitory effect on free
radical-induced human erythrcyte damageDobcaena draco leaf: A potential novel

antioxidant agent. Food Chemistry 124, 927-934.

Shia, C.S., Hou, Y.C., Juang, S.H., Tsai, S.Y.eHsP.H., Ho, L.C., Chao, P.D., 2011.
Metabolism and pharmacokinetics of san-huang-xmetang, a polyphenol-rich chinese
medicine formula, in rats and ex-vivo antioxidantctiaty. Evidence-Based
Complementary and Alternative Medicine 2011, 721293

Shu, X.S., Lv, J.H., Tao, J., Li, G.M., Li, H.D.,ayIN., 2009. Antihyperglycemic effects of
total flavonoids fromPolygonatum odoratum in STZ and alloxan-induced diabetic rats.
Journal of Ethnopharmacology 124, 539-543.

Silva, B.M., Santos, R.P., Mendes, L.S., de Pinh@;., Valentdo, P., Andrade, P.B.,
Pereira, J.A., Carvalho, M., 201Dracaena draco L. fruit: Phytochemmical and
antioxidant activity assessment. Food Researchnatienal 44, 2182-2189.



82

Simdes, C.M.O., Schenkel, E.P., 2002. A pesquisa groducao brasileira de
medicamentos a partir de plantas medicinais: asséce interagdo da industria com a
academia. Revista Brasileira de FarmacognosiaSt203

Suganthy, N., Nisha, S.A., Pandian, S.K., Devi, .K.P010. Antioxidant and metal
chelating potential of the solvent fractions@dlidiella acerosa, the red algae inhabiting
South Indian coastal area. Biomedicine & Pharmaaiy.

Szkudelski, T., 2001. The mechanism of alloxan stnebtozotocin action in B cells of the
rat pancreas. Physiological Research 50, 537-546.

Vila Verde, G.M., Paula, J.R., Caneiro, D.M., 20Q2vantamento etnobotanico das
plantas medicinais do cerrado utilizadas pela @gdd de Mossamedes (GO). Revista
Brasileira de Farmacognosia 13, 64-66.

Wintola, O.A., Afolayan, A.J., 2011. Phytochemicahstituents and antioxidant activities
of the whole leaf extract &loe ferox Mill. Pharmacognosy Magazine 7, 325-333.

Zhao, H., Dong, J., Lu, J., Chen, J., Li, Y., Shan,Lin, Y., Fan, W., Gu, G., 2006.
Effects of extraction solvent mixtures on antioxilaactivity evaluation and their
extraction capacity and selectivity for free phénatompounds in barleyHordeum
vulgare L.). Journal of Agricultural and Food Chemistry, 3277-7286.



83

Animal

ao

de Etica enxfierimentacg

ao do Comité

de aprovac

ao

5.2 Declarag

Universidade de Brasilia

Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Comité de Etica no Uso Animal

Brasilia, 30 de junho de 2010.

DECLARACAO

Declaramos que o projeto intitulado “Analise e Caracterizagdao Farmacologica do Potencial Antidiabetogénico
de Senna Rugosa”, UnBDOC n°. 47924/2010, sob responsabilidade do Prof. Dr. Edson Lucas dos Santos, foi avaliado e aprovado pelo

Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia.

Prof. >mﬁoao Sebhén
Coordenador do CEUA



