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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

CONTROLE DE QUALIDADE E ATIVIDADE BIOLOGICA DE Sida
rhombifolia L.

Autora: Luisa Mulazzani Machado
Orientadora: Melania Palermo Manfron
Local e Data de Defesa: Santa Maria, 07 de dezed®2®12.

Sida rhombifoliaL. pertence a familia Malvaceae, € nativa do continente amewécano
pode ser encontrada em todas as regiées do Brasil. E conhecidameptégpor guanxuma,
e utilizada na medicina tradicional como antiinflamatoria, hipoglicemianigoéidemiante.

O objetivo deste trabalho foi determinar e avaliar os paranfétios-quimicos de qualidade
nas quatro estacées do ano e nas partes aéreas e raizes da drdgeeadigatao doseamento
de polifendis totais, flavonoides e taninos condensados nos extratostdasapeeas e raizes
de S. rhombifolianas quatro estacdes; avaliar a atividade antioxidante e aotinita nestes
mesmos extratos; investigar a atividade hipoglicemiante e hig@hpante dos extratos que
apresentarem maior conteudo de flavonoides, assim como analisartpasdnoguimicos de
toxicidade hepatica, renal e pancredtica e citotoxicidade aacdCTC clone 929 por
incorporacao do corante vermelho neutro. A droga vegetal foi coledadguatro estacdes do
ano no municipio de Santa Maria, RS, separada em partes aéedasseerfeitos extratos
hidroetandlicos 70% de cada uma destas coletas. Os parametmsgdisicos variaram de
acordo com a parte da planta analisada e a estacdo. Os valwasaglos para matéria
estranha, determinacdo de agua e cinzas insolUveis em acidoictoestdo de acordo com
0s estabelecidos para drogas vegetais. A coleta de invernerdptesnaior conteido de
cinzas totais, tanto para as partes aéreas (21,20%) quanto pErEER$17,63%). Os indices
de intumescéncia variaram significativamente entre asspaéeeas e raizes, e 0s maiores
indices obtidos para cada uma das coletas foram nas amostrasia@3%47%) e outono
(18,40%), respectivamente. Houve diferenca significativa entre osUcimst de polifenois
totais e flavonoides ao longo do ano e estes concentraram se difengeteentre as partes
aéreas e raizes. O conteudo de taninos ndo sofreu variacdo gairtessnalisadas da planta
e de sazonalidade. Os extratos das partes aéreas (172,50 pdéasliaezes (374,08 pg/mL)
do inverno foram os que apresentaram melhor atividade antioxidantext@sos deS.
rhombifolia apresentaram boa atividade antibacteriana e ndo apresentasidadaticontra
fungos. Os extratos das partes aéreas do verdo e das raipesrdo ndo demonstraram
atividade hipoglicemiante e hipolipidemiante em animais sadios. &sadores de danos
hepéticos, renais e pancreaticos ndo variaram em relacadopmoogntrole, e as kg obtidas
nos testes de citotoxicidade das partes aéreas e raizes&@& mg/mL e 12,57 mg/mL,
respectivamente.

Palavras-chave Sida rhombifolia,parametros fisico-quimicos, atividade biolégica, variacédo
sazonal



ABSTRACT

Master Dissertation
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QUALITY CONTROL AND BIOLOGICAL ACTIVITIES OF Sida
rhombifolia L.

Author: Luisa Mulazzani Machado
Advisor: Melania Palermo Manfron
Place and Date of Defense: Santa Maria, Deceml#12.

Sida rhombifoliaL belongs to the family Malvaceae, it is native to the Anseri
continent and can be found in all regions of Brazil. It is popularly knasv“prickly sida”,
and used in traditional medicine as anti-inflammatory, antidialaetit lipid lowering. The
aim of this study was to determine and evaluate the physicakchemical parameters of
quality in the four seasons and the aerial parts and roots of thedplay; determining the
content of total polyphenols, flavonoids and tannins in the extracts of the aeriahpant®s
of S. rhombifoliain four seasons; evaluating the antimicrobial and antioxidantitsicin
these same extracts; investigating the hypoglycemic @ndl Ibwering activity of extracts
that have a higher content of flavonoids, as well as to analyze biochemical feasashéver,
kidney and pancreatic toxicity and cytotoxicity in cells NC@@ne 929 by incorporation of
neutral red dye. The drug was collected at the four seas@anta Maria, RS, separated into
aerial parts and roots and made hydroethanolic extracts 70% &amoé these collections.
The physico-chemical parameters varied according to the pleraneyzed and the season.
The values found for strange matter, determination of water &nidisduble in hydrochloric
acid are consistent with those established for herbs. Thervwdaliection showed higher
content of total ash, both to shoots (21.20%) and roots (17.63%). The swekisyaated
significantly among the aerial parts and roots, and the hightest obtained for each of the
samples were collected in summer (35.47%) and autumn (18.40%), resyedineze were
significant differences between the content of total polyphenolslavwhbids throughout the
year and these have focused differently from the aeriad pad roots. The content of tannins
and did not suffer seasonal variation nor the distribution between ttiespanalyzed the
plant. The extracts of the aerial parts (172.50 g / mL) and r8@&Q8 g / mL) of winter
presented the best antioxidant activity. Extract$.ofhombifoliashowed good antibacterial
activity while showed no activity against fungi. The extradtthe aerial parts and roots of
the summer of the winter showed no hypoglycemic and lipid loweatiiyity in healthy
animals, the markers of liver, kidney and pancreatic damage did notnveglation to the
control group, and the Kgobtained at the cytotoxicity assays were 8.88 mg/mL e 12.57
mg/mL, respectively.

Keyworks: Sida rhombifolia physico-chemical parameters, biological activity, seasonal
variation
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INTRODUCAO

Muitos paises em desenvolvimento sdo dotados de vastos recursos desprodut
naturais. Este patriménio natural, que inclui plantas medicinais, ‘e&ho sutilizado ha
séculos pelos nativos como substancias medicamentosas no aliviorids,imo cuidado da
saude, fragrancias, flavorizantes, materiais de controle dasrantre outros (ADESINA,
2005). O Brasil possui tradicdo no uso de plantas com fins terapéuticos pela vasidediee
facil obtencao e baixo custo destes produtos. A comercializastas ggantas é realizada em
feiras, mercados e lojas de produtos naturais e muitas vezes néenpasstificacdo de
qualidade e suas supostas atividades farmacolégicas ndo foranoeadasr (VEIGA et al.,
2005; FRANZOTTI, 2006).

O estudo das plantas medicinais e seus extratos vegetais géande importancia,
tendo em vista a utilizacdo das substancias ativas como protétipas g@senvolvimento de
novos farmacos sintéticos e como fonte de matérias-primasadéuticas, tanto para
obtencdo de farmacos modificados quimicamente, quanto de adjuvantesaenétafs
(GUIMARAES; FARIA, 2007; BARBOSA et al., 2008; CORREA et a8008; MARIATH et
al., 2009).

O processamento de matérias-primas vegetais visando sua wiliEagioducdo de
medicamentos e cosméticos requer conhecimentos que vao alénudamopular, exigindo
pesquisas de metodologias analiticas, a padronizacdo do controle de qualidddeao
adequada, bem como o planejamento para a garantia de qualidade (SCHENKEL et al., 2004)

Os vegetais produzem os chamados metabdlitos secundarios, como osleslcaloi
flavonoides, fendis e terpenos, que tem a capacidade de reagirenutcosnonganismos no
ambiente. Estes metabdlitos secundarios das plantas, anteriorsemte atividades
farmacoldgicas conhecidas, estdo sendo profundamente usados gadesspelas industrias
farmacéutica, alimenticia, cosmética e pesticida (MABBERL 2000; SENGUL et al.,
2009). Nas plantas eles servem como mecanismo de defesa contrangécrismos, insetos
e herbivoros. Atualmente, pesquisadores tém focado nas plantas medieiraiextrair
antioxidantes naturais e de baixo custo para substituir aditivos sintéticos quetpoditos
toxicos, carcinogénicos e anormais nos seres humanos. Portanto, hésocemte interesse
nestas substancias pelos seus potenciais usos como antioxidankieseatose na industria
farmacéutica (PAREKH; CHANDA, 2007; GOKTURK et al., 2007; DOUSRH et al.,
2008).
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A resisténcia de bactérias patogénicas a antibidticos é i@ maeocupacdo no
tratamento infecto-contagioso, tanto de humanos quanto de animais. Ambaété capazes
de se adaptarem rapidamente em presenca de moléculas antan&@spl® com 0 UuSo
indevido destes medicamentos, ha um aumento na resisténcia bacti€kEMPER, 2008).
Portanto, ha um crescente aumento do interesse no desenvolvimento detaompos
provenientes de recursos naturais, seguros e efetivos com beicidate aos sistemas
eucarioticos (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2005).

O diabetes, uma doenca que atinge o mundo todo, tem nas plantanhaedicia
fonte de tratamento alternativo bem aceito. H4 mais de 1000 espécies de ptatitdsticas
descritas na literatura cientifica (MARLES; FARNSWORTE895). Atualmente hid um
crescente interesse em fitoterapicos devido aos efeitos aatmsociados aos agentes
hipoglicemiantes sintéticos usados no tratamento do diabetesuséKitM et al., 2006).
Inimeros compostos estdo sendo pesquisados com o objetivo de atenuar ofogarame
bioguimicos e imunologicos alterados, bem como as complica¢cdesaglidic diabetes
(GUERRA et al., 2009).

A doenca aterosclerdtica € uma das principais causas de morbidzaitalidade no
mundo. As doengas cardiovasculares lideram os indices de mortalidadesilp € séo
responsaveis por 50% dos Obitos nos Estados Unidos. A utilizacdo des preedicinais
tornou-se um recurso terapéutico alternativo de grande aceitagépopellacéo e que vem
crescendo junto a comunidade médica, desde que sejam utilizadas plaas atividades
biologicas tenham sido investigadas cientificamente, comprovandefisaaia e seguranca
(NOLDIN et al., 2003, LEITE, 2009).

O estimulo ao uso de fitoterapicos objetiva prevenir, curar ou manirag sintomas
das doencas, com um custo mais acessivel a populacdo e aos sevigos de saude,
comparativamente aqueles obtidos por sintese quimica, que sdo, ermagsrakros devido
as patentes tecnolégicas envolvidas (TOLEDO et al., 2003). A a@l@entifica de plantas
medicinais utilizadas popularmente forneceu medicamentos efetivasopatamento de
muitas doencas. Entre 1983 e 1994, mais de 60% dos medicamentos ardjm@veetos nos
Estados Unidos foram de origem natural (STEVIGNY et al., 2005¢lé¢&0 de plantas para
pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos é baseada nos relato® sfbito
terapéutico de uma determinada espécie, sendo um valioso atalhadpacalzerta de novos
farmacos (MENEZES et al., 2007).

Neste contexto, este trabalho teve por objetivo determinar pararfisiitosgquimicos

de qualidade das partes aéreas e raizeSidke rhombifolianas quatro estagbes do ano,
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realizar o doseamento de polifendis totais, flavonoides e taninos d@ogxbrutos
provenientes destas coletas; investigar a atividade antioxidamiecaobiana, atividade
hipoglicemiante, hipolipidémica, citotoxica e determinar parametraxjuimicos de

toxicidade hepatica, renal e pancreatica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1Sida rhombifolia

A espécieSida rhombifoliapertence a familia Malvaceae que é constituida por 243
géneros e 4225 espécies (STEVENS, 2012). Membros desta fadwvliaansplamente
distribuidos por todo o mundo, possuem distribuicdo cosmopolita, principalmemégiées
tropicais e com excecdo de regides muito frias (CRONQU1SE1; HEYWOOD, 1993).
Para o Brasil, Barroso e colaboradores (1977) mencionaram a et@aér81 géneros e 200
espécies. As Malvaceae possuem representantes de considetévescondémico, sendo
utilizadas na ornamentacao em todo o mundo, como as espécies dosAjerardsibiscue
Malvaviscusou, ainda, por serem utilizadas na industria téxtil c@onesypium(algodao) e
Urena(juta). Espécies do géneidg um dos maiores da familia em nimero de espécies, sao
consideradas “daninhas” e/ou “invasoras” e 0 reconhecimento ddasgss g importante
para evitar infestacdo em culturas e consequentemente prejeizmsoinia agricola. Ferreira
e coloboradores (1984) e Brandao e colaboradd@85) alertaram para o possivel interesse
econbmico da flora invasora, inclusive de espécieSidie Segundo esses autores, essa flora
pode ser utilizada como alimento, medicinal, ornamental ou, ainda, forrageira.

Muitas espécies da familia Malvaceae sdo largamente usadesapéutica, como
emoliente, antifebril, diurético, anti-inflamatério no tratamentoelenatismos, entre outras
aplicacdes (AHMED et al., 1990).

O géneroSida apresenta ampla distribuicdo neotropical com varias espécies bem
representadas nas Américas. No Brasil este género possui nepitesentantes nas regides
Nordeste e Sul e, em menor propor¢cdo, nas regides Norte, Centeo-©eSudeste
(BARRACHO, 1998). Sdo conhecidas mais de 170 espécies, sendo a graiwd@ m
considerada invasora, principalmente em pastagens e culturas dleiam solos pouco
férteis e acidos, mas seu desenvolvimento € limitado (KISSMANN; GROTH, 2000).

As diversas espécies de Sida sdo conhecidas no Brasil pelo nonze salg
“‘guanxumas” (CONSTANTIN et al., 2007).

As espécies d8idasdo usadas na medicina popular com diversas atividades, como a
Sida acuta que possui atividade antifebril, diurética, vermifuga, no tratameatasma,
Ulceras, maléaria, além da atividade antimicrobiana (PIEME,algt 2010). Pieme e

colaboradores (2010) propdem que a atividade antiproliferativa e d¢gsed@tioxidantes
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relatados com o uso do extrato metandlic®dacutadevem-se principalmente a presenca de
quercetina. A fracdo acetato de etila do extrato Siga galheirensisobteve menor
Concentracao Inibitéria de 50% ¢g)lfrente ao radical 2,2-difenil, 1-picrilhidrazila (DPPH),
caracterizando, entdo, atividade antioxidante.

As raizes e folhas dBida rhomboidedRoxb s&o usadas na india como ténico, para
cura de febres, doencas cardiacas e todos os tipos de inflafagifins farmacologicos
utilizando extratos desta planta indicaram atividade antinocicegtivanti-inflamatéria
(VENKATESH et al.,1999).

Sida cordifoliaé nativa da América tropical, mas encontra-se disseminada/ersas
regides de clima tropical e sub-tropical no mundo. E usada na nseddtdhrica para o
tratamento de estomatites, bronquite asmatica e congestadOsaséitos anti-inflamatoérios
e analgésicos foram testados e confirmados no extrato aquoso detaq@mprovando sua
utilizacdo popular (FRANZOTTI et al., 2000).

Sida rhombifoliaconhecida popularmente por guanxuma (Figura 1), malva-preta,
relégio e vassourinha. E nativa do continente americano, ocorrendo neaisaimente na
América do Sul e com menos intensidade no sul dos Estados UnidosagilbboBorre em
todas as regides, sendo a espécie mais comum na regido Sul. plamtsa perene,
subarbustiva e ereta. Seu nome popular de “relégio” vem da pontualidadpieas flores
se abrem e se fecham diariamente. (KISSMANN; GROTH, 2000, LORENZI, 2008).

Segundo Ferreira e Macedo (1984) e Brandao e colaborgd9&s%) ha um possivel
interesse econdmico desta flora, que pode ser usada como alimentiahedicnamental.
Na india, por volta de 1930, foi estimulado o cultivoRlerhombifoliavisando as longas
fibras provenientes do caule e ramos (KISSMANN; GROTH, 2000).

Um levantamento etnofarmacoldgico feito em Porto Alegre, Riaderdo Sul, indica
0 uso das raizes e sementes como emagrecedor, fortalecedoraloatmiudo, inflamacgéo
dos nervos e contra a azia (VENDRUSCULO; MENTZ, 2006). Ainda no Raode do Sul,
o chéa de toda planta é utilizado contra pedras nos rins e fortificante (SIMOE2@04). Na
regido amazonica, as folhas sdo usadas como anticatarraisengsoEm outras regides do
pais, como Minas Gerais, a planta é utilizada como beéquica, emolténtea, anti-
hemorroidal, febrifuga e estomacal (GAVILANES et al., 1982; GRANSIQUEIRA, 1982).
A raiz da guanxuma € usada no tratamento do diabetes mellitugragnel® sobre os niveis
de glicose, triglicerideos e colesterol no sangue. Sao ditesmfamte diuréticas, anti-
inflamatorias e febrifugas (AMARAL, 2004, STEFFEN, 2010).
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Figura 1-Sida rhombifolial.

Fonte:http://www.floradecanarias.com/sida_rhombifolia.htm

Na medicina tradicional Indiana, Ayurveda, rhombifoliaé comumente conhecida
como “Bala”. E utilizada como diurética, antifebril, ténico, antidaniatoria, cicatrizante e
como um rejuvenescedor do tecido e sistema muscular. As raiaesasi@s no tratamento de
reumatismo e afec¢des neuroldgicas, como epilepsia (KIRTJHMSU, 1990; WARRIER,
1994). Estudos fitoquimicos relatam a presenca de taninos, alcaloldesnoides,
glicosideos e o isolamento defenetilaminas, quinolizidinas e triptaminas carboxiladas
(PRAKASH et al., 1981; DHALWAL et al., 2007).

Khalil e colaboradores (2006) demonstraram que o extrato hidroetadékctolhas
de S. rhombifoliaapresenta atividade anti-inflamatéria significativa peloosh@&tdo edema
em pata de rato induzido pela carragenina, quando comparado ao paditd®m pos
indometacina.

Segundo Iswantini e colaboradores (2009), o extrato metandlico tredatddexano
obteve Concentracéo Letal (§).de 501,23 mg/L frente a artemia salina, e efeito inibitério
superior a 50% da xantina oxidase em concentracdes inferioregpaSoigerindo entao,
eficiéncia deste extrato no tratamento da gota.

A atividade antioxidantan vitro via radical DPPH foi avaliada por Dhalwal e
colaboradores (2007), obtendo melhogol@ara o extrato bruto das raizes, seguido das folhas,
planta total e caules. Neste mesmo estudo foram avaliadostos d&eextrato da raiz sobre a
peroxidacao lipidica, que se mostrou eficiente.

O extrato hidrometandlico d& rhombifoliaapresentou atividade antimicrobiana mais
satisfatoria que o extrato metandlico pelo método de zona dedimililDs micro-organismos
mais sensiveis forai@. dysenteriae S. typhi Pela determinacdo da Concentracéo Inibitéria

Minima (CIM), o extrato hidrometandlico também foi mais efi@erdendo os micro-
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organimos mais sensives vulgaris, S. typhi, S. dysenteriaék. pneumoniadASSAM et
al., 2010).

Dhalwal e colaboradores (2010) identificaram moderados efeitos icigpogintes e
hipolipidémicos dos extratos aquosos das folheS. deombifoliaem ratos normais.

Ranjan e colaboradores (2011) concluiram que extratos metanolicasnastracdes
de 200 e 400 mg/kg de animal das raize$Sdenombifoliaapresentaram potente atividade

antidiarréica, possivelmente atribuida a presenca de taninos.

2.2 Controle de qualidade

Segundo Farias (2004), para se analisar a qualidade de maténas-pegetais €
preconizado o emprego de metodologias quimicas, fisicas ou fisico-agigriologicas. De
acordo com a Resolugcdo RDC n° 10 de 2010, fica instituido a notifidagdimgas vegetais
no ambito da ANVISA, assim consideradas as plantas medicinais Gupswi@s que
contenham as substancias ou classes de substancias responsaveis petgpagica@pos 0s
processos de coleta, estabilizacdo e secagem, integras, rasturanadas ou pulverizadas.
As drogas vegetais devem apresentar metodologias, especifieagdmdtados de testes de
identidade e qualidade de acordo com a Farmacopeia Brasikei@ganizacdo Mundial da
Saude (OMS). A eficacia desta matéria-prima que posterioenogiginara um medicamento
€ dada pela comprovacdo dos efeitos bioldgicos, através de ensaiasofégimos pré-
clinicos e clinicos. A seguranca relaciona-se com a auséneigittes adversos ou toxicos e
contaminantes nocivos a saude (FARIAS, 2004; ALONSO, 2008).

Muitos sé&o os problemas observados no uso de plantas medicinais, destacando-s
falsificacoes, substituicbes e sofisticacdes. As falsifieacsdo adulteracbes grosseiras da
matéria-prima, fornecendo-se uma espécie vegetal semelhafdéogioamente da solicitada
enquanto que as substituicdes caracterizam-se pelo fornecimentpébteesdlo mesmo
género ou com a mesma atividade farmacolégica que a solickadasofisticagdo € uma
pratica mais dificil de ser detectada, pois ocorre normalmerite,agdegcdo de substancias
sintéticas ou naturais, com estrutura semelhante a dos prindipass a plantas medicinais
ou fitoterapicos (SHARAPIN, 2001).

A Farmacopeia Brasileira (2010) e a OMS (1998) classifioammateriais estranhos
em partes da matéria-prima vegetal ou de outras drogas vegdtmentds do farmacdgeno,

acima do limite especificado para a espécie; quaisquer amgas)ipartes ou produtos dos
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organismos, diferentes daqueles descritos e especificados pdaido renaterial vegetal;
material mineral ndo aderido a droga, tais como, terra, areia e pedras.

A determinacao de cinzas permite a verificacdo de impuneaagnicas, nao volateis
que podem estar presentes como contaminantes, diferenciando estazaagisiologicas
(organicas) que sao caracteristicas de cada espécie (OMS, 1998, ALONSO, 2008).

As cinzas totais incluem cinzas fisioldgicas e de mateestisanhos. Esse contetdo
estabelece a quantidade de substancia residual ndo volatil, elilmires substancias
organicas no processo de incineracdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA10). Séao
constituidas principalmente por carbonatos, fosfatos, silicatosca EHVANS, 1996). A
presenca de alguns elementos como cobre em grande quantidade, alumétads gpesados
podem representar um risco toxico aos usuarios (ALMEIDA et al., 200PES et al.,
2002). Esta metodologia permite detectar adulteracdes e evkposigo do consumidor ao
risco real do uso do material vegetal inadequado (AMARAL et al., 2003).

Na determinagdo de cinzas insoluveis em &cido, o &cido consomenzas Ci
fisioldgicas expressando o conteudo em derivados de silica deesrdentontaminacédo da
droga com areia, terra e pedra (MARQUES, 1996; CIRIO et al., 2003).

As cinzas sulfatadas sédo representadas pelo residuo ndo dolatfss calcinagcédo
com &cido sulfarico concentrado. Os metais presentes na droga conseréemsulfatos, e
como estes sdo0 mais resistentes ao calor, permitem obtdadesuinais precisos do que
aqueles obtidos com simples calcinacdo (SHARAPIN, 2001).

O excesso de umidade em matérias-primas vegetais penatgio de enzimas,
podendo acarretar na degradacdo de constituintes quimicos, além de @meporri
crescimento de fungos e bactérias, as drogas devem ter unondiminmidade para uma boa
conservacido (SIMOES et aRp04). De acordo com a maior parte das farmacopeias, esta
umidade deve manter-se entre 5-16% a fim de garantir uma boa conservacéo da droga.

O indice de intumescéncia mede o volume ocupado por 1g da droga seca
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010), servindo para analisar o teler mucilagens na
planta. Quanto maior o indice de intumescéncia, mais mucilagens a ptesui. Segundo
Costa (1982) a quantidade de mucilagens esta diretamente relactmmda atividade

antidiarreica por reterem agua.
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2.3 Metabolismo secundario das plantas

O metabolismo significa a interacdo de todos 0s processos bioquijneasorrem
dentro das células, essenciais ao ser vivo. O metabolismo compreende dois psieEsss
gue sao o catabolismo e o anabolismo. O catabolismo também podbasesdo de
degradacdo e é o processo no qual os nutrientes e os constituintesscsitadegradados
para aproveitamento de seus metabdlitos e geracdo de energiaighmabol biossintese é o
processo onde os metabalitos séo sintetizados a partir de precursores. Osgpancdssicos
possibilitam a producdo de uma grande variedade de compostos que SacAvespqus
processos esséncias a vida e a adaptacao da planta ao meio em que vive (LEITE, 2009)

A primeira etapa do processo de producdo de substancias noridesicélulas é o
chamado metabolismo primario que resulta nos metabdlitos primarioglanaemte
encontrados no reino vegetal. Estes metabdlitos sédo indispensaveisitanga@o da vida e
tém como fungdo degradar macromoléculas, fornecer enepgecersores biossintéticos e o
anabolismo de metabdlitos primarios, carboidratos, lipideos e proteinas (LEITE, 2009).

O metabolismo secundario é influenciado pelas condicdes ambientaiendooa
sintese de compostos de distribuicdo mais restrita, os metabsditasmdarios. Estes
compostos tém como fungdo garantir vantagens para a sobrevivénespéess, atuando na
defesa contra herbivoros e micro-organismos, na protecdo contra adtraiosleta (UV) e
na atividade alelopatica. A partir dos metabdlitos secundariosigieam grande parte dos
produtos naturais farmacologicamente ativos como os flavonoides, tantadsidals e o0leos
essenciais (LEITE, 2009). Estes sdo produzidos por reacfes ecasm@d interior das
células vegetais, a partir dos metabdlitos primarios. A interali ambiente com o0s
mecanismos fisioldgicos das plantas pode influenciar no metabolistnodgeio, implicando
em uma grande variacdo na producdo de metabdlitos secundarios intexespécies
(ARIMURA et al., 2005).

Intermediarios primarios sdo utilizados para originar as difeyentas metabdlicas
gue ocorrem como sequéncia de reacdes quimicas e enzimatiots.dd acetato origina os
acidos graxos e antraquinonas, enquanto que a do chiquimato originalass [#amzoicos
simples, fenilpropanoides, taninos hidrolisdveis e cumarinas. A ratabolica do
mevalonato e acido citrico sintetiza os 6leos essenciais, teymapmminas e glicosideos
cardioténicos. A via dos aminoacidos biossintetiza a classe dosi@dsalA combinacao de
diferentes rotas metabdlicas proporciona uma maior variedadeuesitde produtos naturais,

podendo ser chamada de rotas metabdlicas mista. A combinagdo dato rokdguimato e
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acetato sdo responsaveis pela biossintese de compostos polifendlioogscthavonoides e
taninos condensados (LEITE, 2009). O biossintese dos metabdlitos secundaptentaes

esta ilustrado na figura 2.
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ngnlnas cumarinas e quinolizidinicos

Figura 2- Biossintese dos metabdlitos secundarios
Fonte- Simdes, 2004.

A presenca e quantidade dos metabolitos secundarios sdo influepatdaarga e
expressao genética, pelos processos bioquimicos e fisioldgicosutas phlém da influéncia
ambiental (DARROW; BOWERS, 1997). VariacGes temporais e espaiaconteudo total
de metabolitos secundarios assim como as propor¢des relativasodestesn em diferentes
niveis sazonais, diarios, inter e intraespecifica. Muitas vexesyariacdes podem ser
decorrentes do desenvolvimento foliar e/ou surgimento de novos 6rgaos conEeitana
constancia no conteudo total de metabdlitos, levando a uma menor concexlgatzs
substancias por diluicdo (LINDROTH et al, 1987; SPRING; BIENERIRS87,
HARTMANN, 1996; HENDRIKS et al., 1997).

Um dos fatores de maior importancia sobre o contetdo de metabdtitosldeos € a

época em gue a planta é coletada, podendo variar a quantidade eatéeaa destes
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constituintes. As folhas digitalis obscuraapresentam baixa concentracdo de cardenolideos
na primavera € um acumulo no verdo, passando por um decréscimo duriarerno
(ROCA-PEREZ et al., 2004). No inverno, o ruibarbo ndo contém antraquinongsaias
comecam a se formar com a chegada do calor, a partir da@xidas antranois (EVANS,
1996).

A composicdo de metabdlitos pode variar também durante o ciclo tha/noi
principalmente no caso dos Oleos volateis. O 6leo essencidctltoum gratissimum
apresenta uma variacdo de mais de 80% em eugenol se coletadm-atianoei no final da
tarde (SILVA et al., 1999). A idade e o desenvolvimento da planta, assimo os diferentes
orgdos podem alterar a quantidade e as proporcdes relativas dos compésefukbss de
Gentiana luteasédo ricas entC-glicosideos na fase da floracdo, enquant®agicosideos
estdo mais acumulados antes do desenvolvimento das flores (BOVEHRSIP, 1993;
EVANS, 1996; JENKS et al., 1996; MENKOVIC et al., 2000; HENDRIKS et al., 1997)

Apesar de o calor intenso levar a uma perda excessiva de Olessy@&ormacao
destes encontra-se normalmente aumentada em temperaturadeneaias. A faixa em que
ocorrem variacbes na temperatura € um dos fatores que exeroe infeiéncia no
desenvolvimento das plantas, afetando assim, a producdo de metabolittdases. As
folhas de tabacoNjcotiana tabacumn elevam em até cinco vezes o contetdo de &cido
clorogénico e seus isdmeros apo6s baixas temperaturas (KOEPPE et al., 1970; EY3NS

Frequentemente, o estresse hidrico acarreta em consequénaifisastgs nas
concentracdes dos metabdlitos secundarios, sendo que esta situaghengeridva a um
aumento na producdo de varios destes metabdlitos, como os glicosideosnaaspgé
glucosinolatos, terpenoides, antocianinas e alcaloides. Ja eno ratezdompostos fendlicos,
nao é possivel estabelecer uma correlacdo entre as suas re@desne o estresse hidrico
(DUSTIN; COOPER-DRIVER, 1992; HOFT et al., 1996; JUNG, 2004).

Em relagdo a radiacdo UV, ha uma correlacdo bem estabedatidaa intensidade da
radiacdo e a producdo de compostos fendlicos, tais como flavonoides, &amosianinas.
Estes metabdlitos tém a capacidade de absorver ou dissipargea esodar, dificultando a
danificacdo dos tecidos pela radiacdo UV-B, protecédo que € devigmeédade antioxidante
destas substancias. Os flavonoides acumulam-se principalmentecidos teuperficiais,
absorvendo a radiacdo UV-B sem comprometer a fotossintese. Adatimsia luz também é
um fator que influencia a concentracdo como de terpenoides, glicosideogénicos e
alcaloides (CALDWELL et al., 1993; HIRATA et al., 1993; WATERMAMNOLE, 1994,
ALENIUS et al., 1995; LARSON, 1995; CUADRA et al., 1997; MARKHAM adt, 1998;
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GRACE; LOGAN, 2000; BIEZA; LOIS, 2001; BURNS et al., 2001; JEONGile 2004;
TATTINI et al., 2004). A exposicao solar ééropa belladonndeva a um aumento nos niveis
de alcaloides, ao contrario dos alcaloidesTdbernaemontana pachysiphajye diminuem
sob a exposicdo ao sol. As folhas de hortela mantidas sob dia Ipregerdam somente
tracos de mentofurano, enquanto que as mantidas sob dia curto engwnesomo
componente majoritario do 6leo essencial (YAMAURA et al., 1989; VOIBH al., 1990;
EVANS, 1996; IOANNIDIS et al., 2002).

A adicdo de nutrientes, particularmente nitrogénio, aumenta a prode¢éonaassa,
afetando tanto o metabolismo primario quanto o secundario. A producao taleoktes
nitrogenados é aumentada pela maior disponibilidade de nitrogénio nonssl@ aumento
da biomassa pode levar a uma menor concentracdo destes metabdlitesiduss Solos
pobres em nutrientes geralmente apresentam uma propor¢cao maiorvedodgefendlicos e
menor de derivados nitrogenados, jA que sintese destes depende da diikunibie
nitrogénio (EVANS, 1996; WATERMAN; MOLE, 1994).

A relacéo entre altitude e metabdlitos € positiva na sintefi@vdaoides, podendo ser
explicada por quanto maior a altitude, maior € a exposicdo a radid¢a O género
Leontodoncoletado em altitude mais elevado apresentou maior contetdo flavonM&id
et al., 1996; BACHEREAU et al., 1998; ZIDORN; STUPPNER, 2001).

A poluicdo atmosférica também pode afetar o metabolismo de algwihsigncias,
assim como fatores mecanicos aos quais as plantas estdo sescePtnos causados a
planta, ou ataque de herbivoros levam a um aumento na producéo de metsdmlitdarios
com intuito de defesa (REYMOND et al, 2000; ZHENG; WU, 2004).

Nas ultimas décadas, o interesse pelos compostos fendlicosunmeentando devido
suas estruturas e acdes protetoras nas plantas, principalm@&otangipxidante contra as
espécies reativas de oxigénio. Os compostos fendlicos sdo um daesmgiupos de
metabolitos secundérios, divididos de acordo com o numero de anéis feo®isutros
elementos de suas estruturas (PROESTOS et al., 2005).

O nome polifendis vem da nomenclatura poli que significa muitoS§endg o qual
constituido por um anel aromatico ligado a uma hidroxila (-OH). Aites&r de um polifenol
deve apresentar mais de um anel aromatico, tendo cada um, peloumenbiiroxila ligada
(Figura 3).
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Figura 3- Estrutura basica dos polifendis.
Fonte- Simdes, 2004.

Nas plantas, os polifenéis agem, principalmente, na protecdo camsa UV e
atagues de micro-organismos e herbivoros, tendo um importante papel cimemas e
reproducdo das plantas (IGNAT, 2011). Nos animais apresentam uma geasta de
propriedades farmacologicas como antialérgica, antiaterog@mtanflamatoria, antiviral,
antifingica, antitrombatica, cardioprotetora e vasodilatadora (BALASUNDRiP&,e2006).

Os polifendis tém despertado a atencdo dos pesquisadores devido adssas ac
antioxidantes, antiateroscleréticas, hipoglicemiantes e aoddgenas (WANG et al2000;
HAVSTENN, 2002; NEGRI, 2005; PEREIRA; ABDALLA, 2006; MACHADO et,&008).

Evidéncias epidemioldgicas crescentes sugerem que quanto mais Se econsom
alimentos ou bebidas ricas em polifendis menor € a incidéncia de gammdeovasculares
(REIN et al., 2000). Estudos sugerem que o consum@ateellia sinensigsta associado a
reducdo do risco de eventos cardiovasculares, mas 0s mecanismos doiobeaireda
permanecem indefinidos (YAMADA; WATANABE, 2007). Diabetes induzido @loxano e
subsequente elevacdo de acucar sanguineo foram modificados pela ted@misle
polifendis de cha-verdeCamellia sinensjs Os polifendis podem inibir a agregacgéo
plaquetéaria por diferentes mecanismos, incluindo inibicdo da lipoxigeo@tooxigenase e
AMPc (LANDOLFI et al., 1984; LAUGHTON et al., 1991).

2.3.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo amplamente distribuidos no reino vegetal e répresem dos
grupos fenolicos mais importantes e diversificados (SIMOES, 200/)e8a colaboradores
(2001) indicaram, como principais fontes deste grupo, frutos como uvagscemaca,
groselhas, frutas citricas e hortalicas, tais como pimentatepespinafre, cebola e brécolis.

A estrutura fundamental € composta por 15 atomos de carbono, disposte€£emsCsendo
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dois anéis fendlicos e um pirano. A biossintese dos flavonoides oetaregmbinacéo das
rotas do chiquimato e acetato (Di CARLO et al., 1999; LEITE, 2009adoedo com Leite
(2009), sao frequentemente encontrados no meio metabdlico na forma deitets; mas
também aparecem na forma livre, sendo esta a melhor forma de absor¢éo no organism
As subclasses dos flavonoides s&o diferenciadas a partir deicagii#s no anel
central, e a diversidade estrutural pode ser atribuida ao niwelidkcdo e as variagdes do

esqueleto basico (TAHARA, 2007). A figura 4 mostra as subclasses dos flavonoides.
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Figura 4- Sub-classes dos flavonoides
Fonte: Coutinho, et al., 2009.

Os flavonoides mais importantes sdo: quercitina, campferol, nmacet crisina. A
guercetina é encontrada principalmente nas frutas (cereja, amaranaenrango, jabuticaba),
graos, batata, berinjela, feijao marrom e cebola. O campferol estateras rabanete, couve,
escarola e nabo. A quantidade de flavonoides presente nas beblttag @ miricetina € o
mais importante, encontrado principalmente em vinhos e suco de uva E0EG\et al.,
2000). Aos flavonoides séo atribuidas inUmeras atividades bioldgicas elstratividade
antimicrobiana, anti-inflamatéria, anticarcinogénica e hipoglicemiaA propriedade
vasodilatadora € muito util no tratamento de doencas cardiovascul@sie antioxidante,
uma das principais caracteristicas dos flavonoides, desempenha forggétora e no

tratamento de doencas degenerativas (LOPEZ-REVUELTA et al., 2006).
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O oxido nitrico é potente inibidor da adesdo e agregacédo plaquetériabose e os
flavonoides sdo capazes de aumentar a sua producdo pelo endotélittjl agidratamento
de doencas vasculares, como a trombose (FREEDMAN et al., 1998).

Oliveira e colaboradores (2002) observaram que a administracdoaviidide
antocianina e da propolis, rica em flavonoides e compostos fendliagsraed os niveis de
glicose e triglicerideos em coelhos diabéticos.

Kamalakkannan e Prince (2003) constataram que ratos com diabetadangooz
estreptozotocina (STZ) tiveram concentracdes séricas desglieduzidas quando tratados
com rutina em diferentes doses, além de aumentar os niveis deainslél peptideo-C e
proteger os animais com diabetes induzido da peroxidacao lipidica.

Menezes e colaboradores (2007) isolaram os flavonoides querceti@a-3,7-
dirhamnosido e kaempferol-3(J-dirhamnosido do extrato aquoso Bauhinia forficatal. e
apenas o derivado da quercitina do extratBaehinia monandrag confirmaram a atividade
hipoglicemiante destes extratos em camundongos normoglicémicos.

Pinheiro e Aragéo (2011) atribuem ao composto fendlico acido clorogéraos e
flavonoides orientina e a isoorientina a acdo hipoglicemiante dat@xtnetandlico de
Cecropia pachystachyam ratos com diabetes induzido por aloxano.

Pereira (2012) comprovou a atividade anti-inflamatéria das folhiodes Alba das
quais ja foram isolados flavonoides como quercitina e rutina (KIM et al., 1999).

Estudos vém demonstrando a acdo a apigenina no combate ao cancer, cato o efe
antiproliferativo de células no cancer de prostata (GUPTA .et2801), e em células
cancerigenas gastricas (WU et al., 2005). Markaverich e calitres (1988) e Singhal e
colaboradores (1995) relataram a inibicdo do crescimento de scé&ulatumores pela

quercitina.

2.3.2 Taninos

Os taninos nao sédo definidos pela sua composicdo quimica, que é damasiada
variavel, mas por um conjunto de propriedades devidas, em grande panidroagdas
fendlicas presentes em suas moléculas (COSTA, 1982). Os mesmanpassapacidade de
formar complexos insolUveis com proteinas e sdo responsaveadgéiagéncia de muitos
frutos e produtos vegetais, por precipitarem proteinas salivaresNBRON, 1991).
Historicamente, os taninos sdo importantes pela capacidadensfermzar a pele de animais

em couro.
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Sédo divididos em dois grupos: taninos hidrolisaveis, que consistem emms édte
acido galico facilmente hidrolisaveis e provenientes da rota do otatpi Estes taninos sao
menos comumente encontrados se comparados aos taninos condensados (HEREDT,
LEITE, 2009). Os taninos condensados ou proantocianidinas sao de origem flaegreidi
sdo assim denominados por ndo sofrerem hidrélise a apresentareamtpgy@vermelhados
da classe das antocianidinas. Apresentam como unidade estruturahdatalao nucleo
flavan-3-ol, a catequina (Figura 5) (LEITE, 2009). Sdo responsaveis patacteristicas
normalmente atribuidas a estas substancias, como adstringéncigiagéo de proteinal.
ocorréncia destes compostos é comum em angiospermas e gimm@ssgemcipalmente em
plantas lenhosas (HASLAM, 1989; LEITE, 2009; MELLO; SANTOS, 2001).

HO O

OH
OH

Figura 5- Flavan-3-ol
Fonte- Simdes, 2004
Apresentam fungdo protetora nas plantas contra herbivoros e micsorga

patogénicos, e ainda funcéo fotoprotetora, devido as suas hidroxilas Flaetas ricas em
taninos sdo diversamente utilizadas na medicina tradicional. BExexfesto antidiarreico e
antiséptico, no tratamento de hemorragias, feridas, queimaduras, @®bdstomacais e
processos inflamatoérios em geral. Os possiveis modos de acdo dossaninelacionados a
trés propriedades: complexacdo com ions metalicos, atividade datitexe sequestradora de
radicais livres e a capacidade de complexarem-se com po(€I@STA, 1992; MELLO;
SANTOS, 2001). Costa (1992) relata que os taninos sdo importantes antidstos

envenenamentos por via oral, com alcaloides e sais metalicos toxicos.
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Chung e colaboradores (1998) sugerem que 0s taninos beneficiam a sadolewhEyi
propriedades anticarcinogéncias e antimicrobianas. Kiluskie abaraldores (1992)
concluiram que os taninos possuem atividade anti-HIV por inibireranactiptase reversa,
dificultando a replicacéo viral.

De acordo com Khan e Mukhtar (2007), os principais constituintes do at&é-oer
cha-preto Camellia sinensjssao epicatequina, epigalocatequina e epigalocatequina galato,
derivados da catequina, e suas propriedades podem auxiliar noehttade doencas
cardiovasculares, diabetes e cancer.

Polychronopoulos e colaboradores (2008) observaram que o cha preto reduziu os
niveis de glicose em pacientes ndo obesos. A administracdo destthémrratos diminuiu a
elevacdo da glicose sanguinea e também promoveu a reducdo de pé3dl; (SH
NAKASHIMA, 2006). Bursill e colaboradores (2007) relataram eficiéncia do extratthdeo
verde na reducdo da glicose sanguinea e do colesterol em coelledsit@3sprotetores tanto
do chéa preto e quanto do verde sobre a oxidagdo de lipoproteinas podem cquaréd@i
prevencdo da aterosclerose (KIM; MOON, 2005, YEOMANS et al., ZDB®IMAS et al,
2008). Todos os polifendis presentes no cha preto exibem uma sigréficdividade
antioxidante, o que permite sugerir que a prevencédo de doencas crameas) diabetes,
pode ser devido a esta acdo (POLYCHRONOPOULOS et al., 2008).

2.4 Atividade antioxidante

Radicais livres sdo moléculas organicas e inorganicas ou atpreosontém um ou
mais elétrons ndo pareados. Sdo moléculas altamente instaveisietavida curtissima e
muito reativa quimicamente. Alguns exemplos destes radicais ‘€800, OH, NO-,
ONOO; Q (HALLIWELL, 1994).

A formacéo dos radicais livres pode acontecer no citoplasma, tednarias ou nas
membranas. (YU; ANDERSON, 1997). O processo de formataovo ocorre via agao
catalitica de enzimas, durante os processos de transferénclétrdaseque ocorrem no
metabolismo celular e pela exposicédo a fatores exdégenos (CHRLE9). Os processos
enddgenos que provocam a formacdo destes radicais sdo a respiralgdip icBhmacdes,
peroxissomos e citocromo P450. Os fatores exdgenos que aumentamde fiscnacao dos
radicais livres sdo poluentes do ar, radiacbes gama e UV, medicendieta rica em acidos
gordos e poli-insaturados e cigarro (BIANCHI; ANTUNES, 1999; HIET2000; SORG,
2004).
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A concentragdo dos radicais pode aumentar devido & maior geragé@eliiar ou
pela deficiéncia de mecanismos antioxidantes. O préprio organis@pag de combater as
consequéncias habituais causadas pelos radicais livres, porém, héesiteen que estes
mecanismos de defesa ndo sado suficientes para prevenir e ospd@aans causados por estas
reagOes indesejaveis. O desequilibrio entre a formacéo deuhaslégidantes e antioxidantes
pode ocasionar um acumulo dos produtos destas rea¢gdes que resultard em danesqedulare
€ chamado de estresse oxidativo (SIES, 1993; SORG, 2004). A ocoméngia estresse
oxidativo moderado, frequentemente € acompanhada do aumento das defesasrapnt
enziméaticas, mas a producdo de uma grande quantidade de radicafolile@esnusar danos e
morte celular (ANDERSON, 1996).

Alguns destes efeitos em sistemas biolégicos incluem a peragidi; membranas
lipidicas, dano oxidativo de &cidos nucléicos, carboidratos e oxidacaamtes gulfidrilas
nas proteinas. Os danos oxidativos induzidos nas células e tecidsiddéelacionados com
a etiologia de varias doencas, incluindo doencas degenerativasraisas cardiopatias e
aterosclerose, diabetes, problemas pulmonares (HALLIWELL, 1994£&S,SI11993).
Influenciam também a formacao de espécies que danifidaNPoe desempenham um papel
importante nos processos de mutagénese e carcinogénese (POULSEN et)al., 1998

Para superar estes problemas, h4 uma vasta gama de composkidaatds. Estas
substancias eliminam radicais livres reduzindo o nivel de esteesdativo, inibindo e
reduzindo as lesbes causadas pelos radicais livres nas célulasnsequentemente,
prevenindo as inumeras doencas relacionadas ao estresse oxidaE®%o {893; WU;
HANSEN, 2008). Para que uma substancia seja considerada antioxidantivel estar
presente em baixa concentracdo quando comparada a do extrato oxigldsaehda ou
inibindo a oxidacdo deste substrato de maneira eficaz. Estas swdss{dodem ter origem
endogena, que sao as enzimas como a superoxido dismutase, cahigmea peroxidase,
ou origem exdgena, que sao as vitaminais, polifendis e minerais (SIESLST23%).

Bailey (1996) classificou os antioxidantes em primarios, sirtaggisemovedores de
oxigénio, bioldgicos, agentes quelantes e antioxidantes mistos. @ddarties primarios sao
compostos fendlicos que promovem a remocao ou inativacdo dos radicasfdivnados
durante a iniciagdo ou propagacdo da reacdo, através da doacgao ake dadmdrogénio a
estas moléculas, interrompendo a reagdo em cadeia (SIMIC; JAVANOVIC, 1994).

O atomo de hidrogénio ativo do antioxidante é captado pelos radicasRw ROO

formando-se espécies inativas para a reacdo em cadeia e cahiragie (A) procedente do
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antioxidante (Figura 6). Este radical, estabilizado por ress@naréo tem a capacidade de

iniciar ou propagar as reagoes oxidativas (FRANKEL, 1980).

ROO*+ AH — ROOH~+ A’

R*+ AH — RH=+ A’

Figura 6- Mecanismo de acéo dos antioxidantes primarios.
Fonte- Ramalho; Jorge, 2006
Os principais antioxidantes e mais conhecidos deste grupo sao fea@s)icomo
butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-hidquinona (TBHQ) e
propil galato (PG), que sao sintéticos (Figura 7), e tocofer@sir@), que séo naturais. De
acordo com Namiki (1990) e Bailey (1996) sao classificados como antioxidantes biglogic

OH OH
VT (CH.),C L C(OH D
/L\_\V,..-: (CH,), DO A ~CICH),
o S
OCH CH
BHA BHT
OH OH
HO. OH
~
(:(}U(.'.H_\ OH
PG TBHO

Figura 7- Antioxidantes sintéticos.
Fonte- Ramalho; Jorge, 2006.

R,
HO .! et o - tocotercl: B, = R, = R, = CH,
xg":})xf g CIH, CH, CH, i
| | § B - tocoferol: R, =R, = CH,; R, = H
= - S e T = e e " -
R:ﬂh'ff 0 ::T:H“"' TN N - - "CH, o= tocoferol: R, = H; R, =R, = CH,
R, o 8 - tocoferol: R, = R, = H; R, = CH,

Figura 8- Molécula de tocoferol e seus principais substituintes.
Fonte- Ramalho; Jorge, 2006.
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As substancias sinergistas possuem pouca ou nenhuma atividade antioridante,
podem aumentar a atividade dos antioxidantes primérios quando usados emacambi
adequada a estes. Alguns antioxidantes primarios quando usados em Gioryioazen atuar
sinergisticamente (BAILEY, 1996).

Os removedores de oxigénio sdo compostos que atuam capturando o oxig@&mte pre
no meio, atraveés de reac¢des quimicas estaveis tornando-os, consequeniadisponiveis
para atuarem como propagadores da auto-oxidacdo. Acido ascorbico, serssséraeus
derivados sdo os melhores exemplos deste grupo. O acido ascoérbico potierdtém como
sinergista na regeneracdo de antioxidantes priméarios (BEIGROSCH, 1998, BAILEY,
1996).

Os antioxidantes biolégicos incluem varias enzimas, como glucosgasexi
superoxido dismurtase e catalases. Estas substancias podem rexg@m@o ou compostos
altamente reativos de um sistema alimen{i8®ILEY, 1996, KEHRER; SMITH, 1992).

Os agentes quelantes/sequestrantes complexam ions metalit@papriente cobre e
ferro, que catalisam a oxidacdo lipidica. Um par de elétrons n@pactlhado na sua
estrutura molecular promove a acao de complexagcdo. Os mais c@uowawsdo citrico e seus
sais, fosfatos e sais de &cido etileno diamino tetra ac&EDdA) (LABUZA, 1971,
BAILEY, 1996).

Os antioxidantes mistos incluem compostos de plantas e animaigmusido
amplamente estudados como antioxidantes. Entre eles estdo var@saprdtidrolisadas,

flavonoides e derivados de acido cinamico (Figu@8JLEY, 1996).

Acido cinimico: R, =R, =R, =R, =H
R \ // R, .{'u:_'::dc'.n pecumarico; R, =0H; R,=R,=R,=H
V2 “\: ,-‘_\c*fdu:l m-tumrs'u.'im'. R=R,=R,=H;R,= Qi!
I{;---—(.:l —CH = CH-COOH Acido p-cumérico: R=R=R=HR=0H
};;;;;;;;;;f .J‘r'\g_";dc: cafewco: B, =R,=H; R.=R,=0H
R:/ Acido feralico: R, = R, = H: R, = OCH,; R, = OH
) Acido sindapico: B, =H; R, =R, =0CH,; R, =0H

Figura 9- Estrutura quimica do acido cinamico e seus principais substituintes.
Fonte- Ramalho; Jorge, 2006

O reparo das lesdes causadas pelos radicais livres tambam enecanismo
antioxidante, removendo os danos das moléculas de DNA e reconstruindamésamas
celulares. Em outras situacdes h4 a adaptacdo do organismo, axamento das enzimas
antioxidantes (BIANCCHI; ANTUNES, 1999).
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Os antioxidantes sintéticos, usados na conservacdo de alimentos, produtos
farmacéuticos e cosmeéticos apresentam efeitos secundarios cgra padsar danos no
figado, além de serem suspeitos de causarem mutagenicidadetexiedade. (PIETTA,
2000; SORG, 2004; GOKTURK et al., 2007).

A fim de evitar estes problemas, extratos de plantas e s#abdtitos derivados estdo
sendo alvos de estudos, pois podem proporcionar antioxidantes naturais e deistaque
podem substituir antioxidantes sintéticos (PROESTOS et al., 2@DETGRK et al., 2007;
KEYVAN DASTMALCHI et al., 2008). Numerosos estudos clinicos edemiiologicos
associam o consumo de frutas e vegetais com a reducéo dos ris@seeolyimento de
doencas cronicas como o cancer, doencas cardiovasculares e deabepepulacdo ja vem
percebendo que uma dieta contendo antioxidantes naturais € mais segu@mgeeus
analogos sintéticos (KEYVAN DASTMALCHI et al., 2008).

Dentre as diversas classes de metabdlitos secundarios que apmesgintdade
antioxidante, os compostos fenolicos tém recebido uma atencdo maicydolp@ inibirem
a peroxidacao lipidica e a lipooxigenasevitro (SOARES, 2001). A atividade antioxidante
dos fendis se deve principalmente a sua estrutura quimica. Desgnvoima atividade
redutora devido as suas hidroxilas que doam elétrons aos radicass figtgralizando ou
sequestrando-os e ainda na quelacdo de metais de transicdo. Osdiatére formados
nestes processos sao relativamente estaveis, devido a ressaitdanel aromético presente
na estrutura destas substancias (SOARES, 2001; CHUM, 2005). Nositlesyra atividade
antioxidante é ainda mais expressiva devido as hidroxilas £e0 @ do anel B, tendo o
restante da estrutura base uma pequena influéncia. A miri@tiaa quercitina sdo 0s
flavonoides que apresentam carater antioxidante mais efetivorgdFig) (SILVA et al.,
2002; URSO; CLARKSON, 2003).

A atividade antioxidante de extratos vegetais pode ser avaliada petodos3-
caroteno-linolenato e DPPH. O métodopdoaroteno-linolenato avalia a atividade de inibi¢céo
de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do &cido linoléicmétodo esta
fundamentado em medidas espectrofotométricas da descoloracdo @xida@acaroteno

induzida pelos produtos de degradacao oxidativa do acido linoléico (MILLER, 1971).
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Figura 10- Estruturas da miricitina e quercitina.
Fonte- Sim@es, 2004.

O DPPH é um croméforo muito estavel de coloragdo violeta. A megiea DPPH
sofre reducdo pelos componentes presentes na solucao, observa-se nlaudaaceoloracao
para amarela, proporcional a concentracdo da substancia codaddivantioxidante, em
conformidade com a Lei de Lambert e Beer e medida espectroanatnte a 517 nm
(BLOIS, 1958).

Zainol e colaboradores (2003) avaliaram a atividade antioxidanteexdcsos de
quatro espécies deentella asiaticae os resultados mostraram que a folha e a raiz da centela
apresentaram tanta atividade antioxidante quanto a-tdooferol. Os resultados também
sugeriram que os compostos fendlicos sdo os principais contribuintsa patividade
antioxidante.

Melissa officinalisapresentou atividade antioxidante frente a radicais livres naturais
sintéticos (KEYVAN DASTMALCHI et al.,, 2008). Vijayabaskar ehigamala (2012)
atribuem ao alto contetdo polifendlico a atividade antioxidanfeud@naria ornate

As atividades antioxidantedlium vinealee de trés flavonoides isolados desta espécie
foram avaliadas e comprovadas por Demirtas e colaboradores (20133ugprem um

possivel sinergismo entre 0s compostos analisados.
2.5 Atividade antimicrobiana
As plantas medicinais sdo conhecidas por produzirem moléculas Bogtivaeagem

com outros organismos no ambiente inibindo crescimento bacteriano e ofungic

desenvolvendo a chamada atividade antimicrobiana (SENGUL et al., 2009)bstancias
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gue inibem patdégenos e tém baixa toxicidade as células hospesd&irpsomissoras para o
desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas (PAREKH; CHANDA, 2007).

O desenvolvimento de patdgenos resistentes a mdltiplas drogas expdesaiio
global a medicina. Além disso, ha uma necessidade continua em desenwvob®ragentes
antimicrobianos para minimizar a ameaca de aumento da resisténtmicrobiana
(JANOVSKA et al., 2003).

O interesse em plantas com propriedades antimicrobianas temmesidto devido
problemas circulantes associados ao uso de antibidticos, comotanaigue 0s micro-
organismos vem desenvolvendo as drogas e a efeitos secundaeesjadds de certos
antibiéticos (TEKE et al., 2011).

Extratos de plantas tém sido de grande interesse no tratamentedaslidoencas
infecciosas e na preservacdo de alimentos dos efeitos t@ososxidantes. A atividade
antimicrobiana de extratos forma a base de muitas aplicacOksndioca preservacao de
alimentos crus e processados, medicamentos alternativos, terapimaisne produtos
farmacéuticos (REYNOLDS, 1996; LIS-BALCHIN; DEANS, 1997).

Compostos sintetizados pelo metabolismo secundario de espécies sveggiai
responsaveis pela atividade antimicrobiana destas. Atribui-sempostos fendlicos a
capacidade de inibir o crescimento ou provocar a morte de mgaoismos (HAVSTEEM,
2002). Segundo Scalbert (1991), os taninos condensados sao 0s componentes que possuen
maior toxicidade em relacdo aos micro-organismos. De acordo itngess(2004), existem
trés hipoteses para 0 mecanismo de acao antimicrobiana dos tanproseia consiste na
inibicdo das enzimas dos micro-organismos e/ou a complexagcdo ddeategbslestas
enzimas. A segunda seria sobre a capacidade de os taninos sgim@mas membranas
celulares e modificarem seus metabolismos. A terceira hipdteseiona a complexacao dos
taninos com ions metalicos, diminuindo a disponibilidade destes elementasopa
metabolismo dos micro-organismos.

Walsh e colaboradores (2003) observaram o extravasamento dos cuastitui
celulares pela membrana quando avaliaram a atividade antimi@aotbtaeugenol e timol,
concluindo que o sitio de acao destas substancias € a membrana citoplasmatica.

De acordo com Rios e colaboradores (1988), os principais métodos paedavda
atividade antimicrobiana séo ensaios bioautograficos, de difusdo e de diluicao.

Nos ensaios bioautograficos, os compostos dos extratos ou fractiseadasaséo
separados por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e ataptana € colocada em

placas de Petri com meio de cultura inoculado com o micro-orgartisst® Zonas de
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inibicdo de crescimento microbiano caracterizam a presenca d&rsuhs ativas. Esse
método permite a localizacdo destes constituintes, tendo impontélesiante na pesquisa de
compostos antimicrobianos em vegetais (RIOS et al., 1988; BRANDAO, 2004).

No método da difusdo em Agar a substancia a ser analisada &eotoam meio de
cultura sélido inoculado com um micro-organismo. O aparecimento de unintiada que
nao ha crescimento microbiano, confirmando a atividade da substanadmaD pequeno
volume de amostra necessario e a possibilidade de se testarceanmsstos em uma mesma
placa, sdo vantagens do método de difusdo em Agar (VANDEN BERGHIETWNCK,
1991). Dentre os métodos de difusdo, o mais adequado para se trabalbatratos vegetais
extraidos com solventes organicos é o que utiliza o disco, pois é pessipetar o solvente
antes da sua colocacédo no meio de cultura (RIOS et al., 1988).

Os métodos de diluicdo sdo aqueles em que 0s extratos ou subst&ecan testadas
sdo adicionados a meios de cultura liguidos ou sélidos, previamente doscaem o
microrganismo teste e incubados. Apds a incubacdo, o crescimentocawganismo é
comparado com o controle negativo. O método de diluicho em meio liquicecénoendado
para a determinacéo da CIM (VANDEN BERGHE; VLIETINCK, 1991).

A CIM é a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento dergemismo e é
considerada uma excelente ferramenta para determinar aitslidade dos organismos aos
antimicrobianos, e o método de diluicdo em caldo é aceitdvehptia quantitativamente a
atividadein vitro de um agente antimicrobiano frente a um determinado isolado bacteriano
(ANDREWS, 2001).

N&o existe um consenso sobre o nivel aceitavel para extratoatdearm vegetais
guando comparados com antibiticos padrdes. Holetz e colaboradores (2G92msog
seguintes critérios quando se avalia o extrato bruto de vegetaisa(E1). Considera-se que
extratos vegetais que apresentam atividade antimicrobiana emntaigbes acima de 500
mg/mL sdo de dificil aproveitamento farmacéutico no tratameniofelecoes bacterianas ou

fungicas.
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CIM RESULTADO

<100 pg/mL Boa atividade antimicrobiana

100 — 500 pg/mL Moderada atividade antimicrobiana
500 — 1000 pg/mL| Fraca atividade antimicrobiana

> 1000 pg/mL Inativo

Figura 11- Critérios para aceitacdo da atividade antimiarabde extratos brutos

de plantas.
Fonte- Holetz, 2002.

A espécieBauhinia splendensutilizada no Brasil como um agente anti-infeccioso,
mostrou-se ativa contra bactérias Gram-positivas e Gramveg&@ECHINEL et al., 1995).
Grange e Davey (1990) e Cushnie e Lamb (2005) mencionaram aliag¢éo entre a
concentracdo de flavonoides e a atividade antimicrobiana que @osxtla propolis
apresentam.

O alecrim, Rosmarinus officinalis apresentou atividade antimicrobiana frente a
bactérias orais formadoras do biofilme dental (SILVA et al., 200@xt@to de semente de
uva, rico em taninos apresentou alta atividade antibactemanatro contra cepas de
Staphylococcus aureusEscherichia coli baixa atividade contra cepas Salmonellasp e

atividade antioxidante comparavel ao 4cido ascorbico (ROTAVA et al., 2009).

2.6 Atividade hipoglicemiante

O diabetes mellitus é uma doencga conhecida ha mais de 2500 anesafeta em
torno de 50 milhdes de pessoas em todo o mundo, no Brasil, estimaestagdeenca atinge
quase 12 milhdes de individuos. Tanto paises desenvolvidos quanto os em desemolvim
sao atingidos semelhantemente por esta doenca, como os Estados Unjplossqug% da
populacio atingida e a india, 1,9%. Estima-se que até 2025, 5,4% da populadé# seja
afetada pela doenca (KIM et al., 2006; ALONSO, 2008; SOCIEDADRBREIRA DE
DIABETES, 2009). E um transtorno metabodlico dos carboidratos, lipideo®teiras,
caracterizado por apresentar altas concentracdes de gliceaague e na urina. I1sso decorre
de um mau funcionamento do tecido pancreético responsavel pela produgdide du da
incapacidade da insulina exercer adequadamente seus efeitosecitiss tperiféricos
(ALONSO, 2008; SBD, 2009).
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De acordo com Cade (2008), o diabetes causa uma vasta gamgptieagdims para a
saude, afetando quase todos os 6rgdos do corpo. Pode levar a complicap@lasesas
oftalmoldgicas, renais, hepaticas e neuroldégicas. Nos individuosidishétleva-se em trés
vezes o indice de mortalidade, bem como as possibilidades de infaniocddio, e em dez
vezes de contrair cegueira ou gangrena, referentemente a popuotagdal (ALONSO,
2008). Essas complicacbes sdo consequéncias de varios mecanisomuetoligjicos,
incluindo sindrome metabolica e estresse oxidativo. As caraic&sigrimarias da sindrome
metabolica incluem perda de peso, hipertensdo, anormalidade n@roblestesisténcia a
insulina (JOHNSON et al. 2009). O estresse oxidativo é atualmefatrounificador no
desenvolvimento das complicacdes do diabetes.

A OMS e a Associacdo Americana de Diabetes incluiram quaasses
clinicas na classificacdo do Diabetes: DM tipo 1, DM tipo 2, desbmnellitus gestacional e

outros tipos especificos (SBD, 2009).

. Diabetes tipo | ou insulino-dependente: trata-se dos casos em que 0O

pancreas nao fabrica a quantidade de insulina adequada, resultadaudeddedas
célulasp por fatores genéticos, pancreatite aguda, auto-imunidade, tetg.cBsos sdo

comumente diagnosticados na infancia e juventude, constituindo 5 a 10%sdssie

diabetes. Requer aos pacientes a incorporacéo de insulina externa (ALONSO, 2008).

. Diabetes tipo Il ou ndo insulino-dependente: caracteriza-se patodefe
na acao e na secrecao da insulina. Em geral, ambos os defitopresentes quando
a hiperglicemia se manifesta, porém pode haver predominio de um El@derma
mais comum da doenca atingindo cerca de 90 a 95% dos casos. @erpsrti

diabetes tipo Il caracterizam-se como um grupo geneticamergeod@ieo que

abrange predominantemente adultos acima dos 40 anos, mas ocasionalmente

adolescentes e criancas. Sabe-se que o diabetes do tipo Il posatorunereditério

maior que aquele do tipo I. Além disso, ha uma estreita relacd@ airasidade e o

sedentarismo. Estima-se que 60 a 90% dos portadores da doenca sajasn Obe

farmacos usados sédo a insulina e os hipoglicemiantes orais. ASRO02; SBD,

2006; NETO et al., 2009).

A Sociedade Brasileira de Diabetes (2009) define os agemtieéabéticos orais como
substancias que tém a finalidade de baixar a glicemia e taant&mal. De acordo com o
mecanismo de acéo principal, podem ser divididos em agentes que aunzesecrecao
pancrética de insulina (sulfonilureias e glinidas); os que reduzesineidade de absorcdo

dos glicidios (inibidores da alfaglicosidases); diminuidores da produg@g@tica de glicose
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(biguanidas); e os que aumentam a utilizacdo periférica dasgli@litazonas). Entretanto,
estas drogas sintéticas possuem eficicia limitada e poolesenatar efeitos secundarios, e
nem sempre sao satisfatérias para manter ou evitar as cayfpicdo estagio avancado do
diabetes (MOLLER, 2001). Atualmente ha um crescente interesiotrapicos devido aos
efeitos adversos associados aos agentes hipoglicemiantegasntBspera-se que plantas
medicinais tenham um grau de eficdcia similar aos tratameategncionais, porém sem 0s
efeitos adversos (KIM, 2006).

Plantas medicinais tém sido longamente usadas para tratentpacdiabéticos e
continuam sendo aceitas como terapias alternativas. Ha maisl géantas antidiabéticas
descridas na literatura cientifica (MARLES; FARNSWORTH, 1998)maioria das plantas
que sdo utilizadas no tratamento do diabetes, ao serem farnicaimlegte avaliadas,
apresentam atividade hipoglicemiante e possuem constituintes quiqueopodem ser
utilizados como modelos para novos agentes no tratamento desta distngéande
diversidade de classes quimicas encontradas nos fitoterapicredaslipara o tratamento do
diabetes, entre elas os triterpenoides, alcaloides, cumarinagadides, indicam que uma
variedade de mecanismos de acdo deve estar envolvida na redud&el dte rglicose no
sangue. Tais mecanismos podem ter acdo pancredtica, estimalprattucdo e a liberacdo
de insulina, mantendo a integridade ou restaurando as célulassf&naai aos hormonios
gue aumentam a taxa de glicose; aumento do numero e da sensildtidsitie receptor de
insulina; diminuicdo da perda de glicogénio; aumento do consumo de glcegecidos e
orgaos; eliminacdo de radicais livres; resisténcia a peroxiddealipideos; correcdo da
desordem metabdlica causada em lipideos e proteinas e estimulamamtca da
microcirculacdo do sangue no organismo. Podem atuar a nivel intestinaindo a absor¢éo
de glicose por acéo principalmente das mucilagens. O que demédato € que em alguns
casos a hipoglicemia é um efeito colateral devido a sua tod&idespecialmente a
hepatotoxicidade (MARLES; FARNSWORTH,1995; SAID et al., 2002; VOLPA&t al.,
2002 ; HOU et al., 2003; NEGRI, 2005; ALONSO, 2008).

A Catharanthus roseus;onhecida como vinca, substituiu a insulina durante a 22
Guerra Mundial na Indochina e nas Filipinas. Outros paises coma AfocSul, Vietn3,
Australia e Inglaterra também sofreram com a falta ddingse recorreram a importacao de
chas elaborados com esta espécie. Quando o abastecimento de insulorenélizado, os
meédicos observaram que ndo houve maior morbidade durante o periodo daicidost
Sendo assim, existem hoje nos mercados asiatico e europeu dois pratettsados,

recomendados como alternativa a insulina (ALONSO, 2008).
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Alonso (2008) destaca outras espécies que por mecanismos indiretadiragarmdo
a glicose como &€ynara scolymugalcachofra), que acelera a oxidagéo dos glicideos devido a
grande presenca de oxidas@sctium lappa(bardana), rica em vitamina B, um co-fator
enzimatico, colabora na correcdo do metabolismo glicidico. Muitpécies da familia
Malvaceae agem por acdo das fibras interferindo na absorcdo intestinal addiogli
destacando-s&belmoschus esculentus, Althaea rosea, Hibiscus moscheutos.

Grover e colaboradores (2001) demonstraram um efeito insulinomiméteto do
extrato deMormodica charantia por baixar a glicemia mesmo quando a maior parte das
célulasp foram destruidas.

Plantas comestiveis, tais comium cepalL. (cebola) eAllium sativumL. (alho),
ambos da familia Liliaceae, sdo usadas no tratamento do diadmetesuma atividade
semelhante a tolbutamida, aumentando a secrecao e liberacaalide ipslo pancreas. Séao
caracterizadas por possuir concentragdo baixa de carboidratdueag@lém de impedir as
complicagbes cardiovasculares diabéticas (BALUCHNEJADMOJARAD al., 2003,
ALONSO, 2008).

O extrato aquoso da folha déoe veramostrou atividade hipoglicémica em ratos com
diabetes tipo | e I, apresentando maior atividade no diabetes tjooglie a glibenclamida.
Aloe veramelhorou a cicatrizagéo de ferimentos nos ratos que tiveranbetekainduzido
por STZ (OKYAR et al., 2001).

O extrato metandlico das raizes &da cordifolia L. (Malvaceae) apresentou
atividade hipoglicémica e o mecanismo de acdo pode ser atribdiloeracdo da insulina
através do estimulo das célulagio pancreas, como no caso das sulfoniluréias (KANTH;
DIWAN, 1999).

2.7 Citotoxicidade

O cancer trata-se de um processo comum a um grupo heterogéneoches dpes
diferem em etiologia, frequéncia e manifestacbes clinicasunta doenca cronica
degenerativa, caracterizada pela perda de funcédo e alteracamtrmecda proliferacéo,
diferenciagdo e morte celular, com multiplicacdo desordenadacdalss, pode invadir
orgéaos e tecidos. A origem dessas células é resultado deGteganéticas, independente de
ocorrer de forma esporadica ou hereditaria, e mutacdes produzidageptesaquimicos,
fisicos e bioldgicos. (BRENTANI et al., 1998; SIMPSON et al., 1998IBTERIO DA
SAUDE, 2002; TEIXEIRA; NOGUEIRA, 2003).
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As neoplasias configuram-se como um grande problema de salde partiecaos
paises desenvolvidos quanto subdesenvolvidos. As estatisticas mundiais, seggédoia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer e a OMS (2008), mostramréncia de 12,4
milhdes de casos novos e 7,6 milhdes de Obitos por cancer no mundo. E cdasidera
segunda maior causa de morte na populacdo, superada apenas pelas dinenstama
vascular, e existem iniUmeras dificuldades encontradas no seneméta como a resisténcia
medicamentosa, toxicidade, baixa especificidade (MESQUITA, 2009).

O aumento da incidéncia de cancer €, principalmente, consequéncia dooadanent
expectativa de vida da populagéo, pois 0 aparecimento dessa patofag@egido pelo
envelhecimento do organismo (CAIRNS, 1981). Mais de 90% dos tumores podenia
prevenidos e 0os maiores agravantes desta alta incidéncia s&@oro, Gtgool, poluicdo, raios
UV (OMS, 2008). Apesar do desenvolvimento tecnoldgico e cientifico enuigas com
farmacos antitumorais, ainda sdo encontrados varios tumores que®ssaem tratamento
adequado, bem como a grande maioria dos quimioterapicos utilizados pmovmca
imunossupressao, deixando o paciente exposto a quadros infecciosos (HENTY et al., 2001).

A busca por agentes antitumorais torna-se incessante, e 0os produtigemenatural
sdo uma das principais fontes de recurso para aquisicdo e deseautdvde novas drogas,
uma vez que mais da metade das drogas atualmente cometambZa produtos naturais ou
relacionados a eles. Considerando os agentes antitumorais, nos @ltiouosnta anos, a
pesquisa de novas drogas introduziu na terapéutica cerca de 70 methsasendo cerca de
60% produtos naturais ou seus derivados. Atualmente, mais de 30 compostagemie or
natural estdo em diferentes fases de estudo clinico paraissdiversos tipos de cancer
(CRAGG; NEWMAN, 2007; GORDALIZA, 2007).

Com a cultura de células € possivel o desenvolvimento de diversas tislcayjdares
oriundas de tumores humanos, possibilitando o desenvolvimento de metodologias para
triagensin vitro. O Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos desenvolveu um painel
de células cancerigenas com cerca de 60 linhagens oriundas dests@tidas e do sistema
hematopiético, permitindo a avaliacdo em diversos tipos de célulpksieas, possibilitando
a descoberta de drogas com maior especificidade, além dggkr e eficaz. A metodologia
in vitro para avaliacdo de espécies vegetais tem permitido a afélisentenas de extratos,
principios ativos e substancias obtidas por sintese (MONKS et al., TI9BJNSTEIN et
al., 1990; SKEHAN et al., 1991).

Pesquisas indicam que mais de 1000 espécies de plantas aprestwidanes

antitumorais significantes. Esses produtos de origem vegetal @arasaima grande
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variedade de classes de compostos e estruturas que incluended;dlavonoides, terpenos,
entre outros (FERRAZ et al., 2005).

Dentre os farmacos anticancerigenos derivados de plantas utiliadmsnente tém-
se os alcaloides vincristina e vinblastina, isolado€atharanthus roseugjue sdo utilizados
para o tratamento de linfomas e leucemia infantil (CRAGG; NEWMAN, 2007).

O diterpeno taxol ou paclitaxel (Taxol ®) é extraido das cadoaginheiroTaxus
brevifolia e das folhas de varias espéciesTdguse € empregado terapeuticamente para o
tratamento de cancer ovariano, mamario e pulmonar (GANESAN, 2008; MESQUITA, 2009).

A partir da camptotecina, isolada da arvGempotheca acuminata Decrigrivaram-
se uma classe de agentes clinicamente ativos utilizadostaimérdo de cancer de ovario e
cervical (BUTLER, 2004).

Os agentes conhecidos com acéo sobre o cancer podem sercatissiiem dois
grupos. O primeiro que é constituido por drogas que inibem a iniciaggarodesso
carcinogénico e o segundo, por drogas que inibem a proliferacdo des cébdates
(DUVOIX et al., 2005).

2.8 Lipideos e dislipidemias

Os lipideos sao substancias de origem bioldgica insollveis eanedgoliveis em
solventes apolares. Estdo presentes em todos os tecidos e apreganide importancia em
varios aspectos da vida. Dos pontos de vista fisioldgico e clinicpidsds biologicamente
mais relevantes sdo os fosfolipideos, o colesterol, os trigkmerie os acidos graxos. Os
fosfolipideos formam a estrutura basica das membranas celularesl@sgiaxos podem ser
classificados como saturados, mono ou polinsaturados de acordo com o0 nuhgaQOEs
duplas na sua cadeia. O colesterol € precursor dos horméniosdestedais acidos biliares,
da vitamina D e atua na fluidez e ativagao das enzimas stnadanembranas celulares. Os
triglicerideos sao formados a partir de trés acidos gragadds a uma molécula de glicerol e
constituem uma das formas de armazenamento energético maisamgaro organismo,
depositados nos tecidos adiposos e musculares (MOTTA, 2003; SOCIEDRRASIEEIRA
DE CARDIOLOGIA, 2007).

O transporte dos lipideos no sangue é realizado pelas lipoproteinagpqempostas
por lipideos e proteinas denominadas apolipoproteinas. As lipoproteingsamaos lipideos
em seus nucleos e séo solaveis no plasma devido a natureza hidrof¢dzice gaotéica. Sao

classificadas de acordo com a densidade em as ricas eicetiifglos, maiores e menos
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densas, que sao os quilomicrons e lipoproteinas de densidade muito b&i3; (84 ricas
em colesterol, lipoproteinas de densidade baixa (LDL), que possuentrigimsrideos que
proteinas; e lipoproteinas de densidade alta (HDL), que possuem rotefngs que
triglicerideos, consideradas “colesterol bom”. (MOTTA, 2003; S@AIBE BRASILEIRA
DE CARDIOLOGIA, 2007).

As desordens do metabolismo lipidico sdo denominadas de dislipidemiasre gavde
associadas a incidéncia de doencas cardiovasculares, obesidadesdiaipetrtensdo e
esteatose hepatica. Nas ultimas décadas relacionou-se o @amaenorbidade e mortalidade
por doencgas vasculares com desordens dos lipideos no sangue. Deagooddocumento
IV Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemias e Diretde Prevencdo da Aterosclerose do
Departamento de Aterosclerose da Sociedade Brasileira ddioldgia (2007) as
dislipidemias podem ser submetidas a dois tipos de classificacao: laboeasdiiddgica.

Classificacao laboratorial:

* Hipercolesterolemia isolada: elevacédo isolada do colestetal, tm geral
representada por aumento do LDL-colesterol.

» Hipertrigliceridemia isolada: elevacdo isolada dos trigli=os, em geral
representada por aumento das VLDL, ou dos quilomicrons, ou de ambos.

* Hiperlipidemia mista: Valores aumentados do colesterol total e dos
triglicerideos.

* HDL-Colesterol baixo: Isolado ou em associacdo com aumento de LDL-
colesterol e/ou de triglicerideos.

Classificacao etioldgica:

* Primarias: as dislipidemias primarias sdo consequentes ascgesaticas.
Algumas delas manifestam-se apenas em funcédo da influénciatates
ambientais, devido dieta inadequada e/ou ao sedentarismo. As dislipidemias
primérias englobam as hiperlipidemias e as hipolipidemias ridigies nos
niveis plasmaticos de lipidios).

» Secundarias

o Devido a doencas como diabetes tipo Il, hipotireoidismo, sindrome
nefrética, hepatopatias, entre outras;

o0 Medicamentos como anti-hipertensivos, corticosteroides, estrégenos,
entre outros;

o Habitos de vida inadequados (dieta, tabagismo e etilismo).
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AlteracBes lipidicas como a hipercolesterolemia e a hipeaiglemia estdo
associadas com a formag&o da placa esclerotica. A ateossckeuma doencga inflamatoria
cronica de origem multifatorial que ocorre em resposta dss@peendotelial, acometendo
principalmente a camada intima de artérias de médio e gralilsle.cA formacéo da placa
aterosclerdtica inicia-se com a agressao ao endotélio vadeuido a fatores de risco como
elevacdo de lipoproteinas aterogénicas (LDL, VLDL, remanesceatgesjuilomicrons),
diminuicdo do HDL (< 40 mg/dL), hipertenséo arterial, tabagismo, diabdite nmadade (>45
anos para homens e >55 anos para mulheres) e historico famibéerdsclerose (SANTOS
et al.,2001; LISKOV, 2005).

A disfuncdo endotelial aumenta a permeabilidade as lipoproteinas aptsn
favorecendo a retencdo das mesmas no espaco subendotelial. Algdiasiores da
inflamacédo estimulam a migracao e proliferacdo de célulapmaiizirdo citocinas, fatores
de crescimento, e matriz extracelular que formara parte da €hpsa da placa
ateroscleroética. A ruptura desta capa expde material lipddtexmente trombogénico, levando
a formacéao de um trombo sobrejacente. Este processo, também domuecterotrombose,
€ um dos principais determinantes das manifestacdes clinicagerdaclerose (MOTTA,
2003; SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007).

Vérios farmacos sintéticos sdo empregados no tratamento patthgjias, como por
exemplo, substancias da classe das estatinas, fibratos, acidnicocetcolestiramina, mas
estes produzem importantes reacdes adversas e toxicas, o dae adirmua utilizacédo
terapéutica (RANG et al., 2007).

Associados ao tratamento farmacoldgico, para prevenir e combal@lipidemias é
indicado que se diminua a ingestédo de alimentos ricos em coleétiédols graxos saturados
e insaturados presentes nas gorduras animais e gorduras vbgktaienada. Os acidos
graxos insaturados como acido linoléico, 6mega-3, sdo encontrados namsoig, lnhaca,
azeitona, abacate e peixes, diminuem o colesterol total, oserigéos e aumentam o HDL.
As fibras sollveis representadas pela pectina e gomas reduzemmpo de transito
gastrointestinal, diminuindo a absorcéo do colesterol. Os fitosemémtrados somente nos
vegetais desempenham funcdo analoga ao colesterol e reduzenesteral@mia por
competirem com a absorcdo do colesterol no intestino (MOTTA, 2003; ERADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007).

A utilizacdo de substancias antioxidantes, como flavonoides, vitamirea& Ce 0s
carotenoides, com o objetivo de prevenir ou reduzir o desenvolvimento da doenca

aterosclerética, vem sendo amplamente pesquisada e estudadaQ@ERMT al., 1993).
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Estudos demonstraram relagao inversa entre o consumo de alimevda=nmiflavonoides e a
mortalidade por doenca arterial coronariana em fungéo de sua agémugd® da oxidacédo da
LDL e na reducdo da agregacao plaquetaria (STEINBERG, 2000). Com ratagi@ho tinto
e suco de uva, algumas pesquisas demonstraram a acéo antiakedamieosn vitro, sendo
gue in vivo apenas o vinho tinto foi eficaz. Portanto, os estudos apenas sugerem que 0S
flavonoides presentes na dieta podem estar envolvidos na prevenctodalerose por
inibirem a oxidac&o das LDL, diminuindo sua aterogenicidade e, qgosse&emente, o risco
de doenca arterial coronariana. Alimentacao rica em frutagetais diversificados fornece
doses apropriadas de substancias antioxidantes, que certamentéuicdotripara a
manutencdo da saude (HERTOG et al., 1993; DA LUZ; LAURINDO, 199€ISDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007).

Uma dieta controlada, a pratica de exercicios fisicos e o hagigeno contribuem
para o tratamento e combate de doencas vasculares. Se essas n&xidaem suficientes,
serd necessario o uso de terapia medicamentosa condicionadao ate tidislipidemia

presente.

2.9 Marcadores de danos hepaticos, renais e pancreaticos

A utilizacdo de extratos vegetais com fins terapéuticos tdmsescente, tanto em
paises desenvolvidos como em paises em desenvolvimento, através iaensa ascensao
da industria farmacéutica. MilhGes de pessoas utilizam ummsistie medicina tradicional,
onde o conhecimento a respeito da maioria das plantas medicinaisasstlo no uso
popular, sem qualquer investigacdo a respeito de seus constituintésoguémefeitos
biol6gicos (SHARAPIN, 1996; HEINRICH, 2004; CARVALHO, 2005). As evidésc
cientificas de ocorréncias de intoxicacdo e efeitos calateelacionados com o uso de
plantas medicinais dificilmente chegam ao alcance dos usuarmedfa com que estes
desacreditem na existéncia de efeitos adversos. Mesmo & dregetais com toxicidade
baixa conhecida, podem levar a problemas graves caso existags fdé risco associados
(COELHO, 1998; CORDEIRO et al., 2005; SILVA et al., 2006; AMORIMaét 2007;
ALEXANDRE et al., 2008).

O diagndstico de varias enfermidades é auxiliado com variawaigiibiicas como
enzimas, proteinas, hormoénios e minerais. As enzimas aminotraesfeliaglem-se em
aspartato aminotranferase (AST) e alanina aminotransferade, (¥6o intracelulares e estao

amplamente distribuidas nos tecidos humanos, principalmente nos hepafcXosA,



44

2003). O aumento da atividade da ALT e da AST no soro é geralnoersiederado como um
sensivel indicio de dano hepatico, causado por lesdes estruturais gaenresutuptura dos
hepatocitos (MEYER et al., 1995). A ALT encontra-se principalmente itaplasma
enquanto 80% da AST esta na mitocondria das células hepatictant®oem danos
hepatocelulares leves, a forma predominante no soro € ALT, e em les6eshgravéeracao
de enzima mitocondrial, elevando a relacdo ALT/AST (MOTTA, 2003).

A dosagem de creatinina sérica € considerada rotina paracaardos protocolos
experimentais de toxicidade por ser um excelente avaliador daofuegal. A creatinina é
resultado da desidratagcdo da creatina, esta que age como msenyética nas células
musculares e cerebrais. A creatinina livre que difunde do muscwdoopplasma funciona
somente como residuo da degradacédo da creatina e é removidajugiastiramente por
filtracdo glomerular. A producao de creatinina nao € influenciadgenpefabolismo protéico e
outros fatores externos, a velocidade de excrecdo é constante mtidageade creatinina
excretada diariamente é proporcional. Entdo, alteracdes nas cag@estséricas indicam
algum tipo de disfuncao renal (MOTTA, 2003).

Os aminoacidos provenientes do catabolismo protéico sdo desaminados com
consequente producdo de ambnia, que como é potencialmente toxica ao orgénismo,
convertida em uréia no figado. Apés a sua sintese, € transportada pelo plasmastérate
é filtrada pelos glomérulos e 30-60% é excretada na urina. Camon$eeis séricos sao
afetados por diversos fatores como o contetdo protéico da dieta e dsthivatacdo do
organismo, a sua dosagem para estabelecer danos renais € merifisaegpe@ creatinina,
mas ainda assim muito util na distincdo de varias causas ufecigrzcia renal (MOTTA,
2003).

A amilase sérica é secretada pelas glandulas salivaresa(fS) e pelas células do
pancreas (forma P), estas que sédo secretadas no intestineipodanducto pancreatico.
Niveis séricos aumentados de amilase sdo marcadores de pamoeaticos, como
pancreatite, lesfes trauméticas e carcinomas. Nao € uma elnagsagecifica de dano
pancreatico sofrendo alteracfes na insuficiéncia renal, em ldadeglandulas salivares, e
muitas outras desordens como uso de certos medicamentos e abusold®@TA, 2003).
Ja a lipase é uma enzima altamente especifica que aatadlisirolise dos ésteres de glicerol
dos triglicerideos em presenca de sais biliares. E sintetizada palas eéinares do pancreas
e também pode ser encontrada na mucosa intestinal, leucécitdas @@ tecido adiposo,

lingua e leite e sua dosagem no soro ou plasma é exclusivamadte peya detectar
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desordens pancredticas. Na pancreatite aguda, o aumento d@dipdsente acompanha a
amilase (MOTTA, 2003).
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3 METODOLOGIA

3.1 Obtencéo da droga vegetal

Sida rhombifoliafoi coletada em todas as estagbes do ano na cidade de Sarta Mari
Rio Grande do Sul. Uma amostra foi identificada e depositada nortdedoaDepartamento
de Biologia da Universidade de Santa Maria (UFSM) sob exsifai®871 . O material
vegetal foi separado em partes aéreas e raizes e sectutantes ar circulante a 40°C. As
diferentes partes foram trituradas em moinho e armazenadaadsepante, totalizando oito

amostras.

3.2 Preparacéo do extrato vegetal

Os extratos hidroetandlicos 70% foram obtidos por maceragéo a finigerwvacao

do solvente até esgotamento total da planta, e entéo, liofilizados.

3.3 Andlises fisico-quimicas

Foram realizadas as analises fisico-quimicas das oito amdst& rhombifoliade
acordo com a Famacopeia Brasileira, 5% edicdo (2010). As anfidre@s realizadas em
triplicata.

3.3.1 Determinacdo de matéria estranha

Tomou-se 25g da droga em po por quarteamento e espalhou-se em damada f
uma superficie plana. Foram separados manualmente os matsti@sh@ a droga,
inicialmente a olho nu, e em seguida com uma lente de aumento. &stéahfoi pesado e
sua porcentagem foi determinada.

3.3.2 Determinagdo de agua pelo método gravimeétrico

Foram pesados 3g e transferidos para cadinhos previamente dessguesasos. Os

cadinhos com a droga foram levados a estufa a 105°C por 5 horas, e @éapeso
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constante. O peso perdido durante a dessecacao foi calculado e detsememdéo, a
porcentagem de agua em relacdo a droga seca.

3.3.3 Determinacao de cinzas totais

Foram pesados 3g das drogas pulverizadas em cadinhos previametbds ®&ra
incinerados em mufla a até 600°, e pesados até peso constante. Aageroede cinzas

totais foi calculada em relacéo a droga seca.

3.3.4 Determinacéo de cinzas insolaveis em &cido cloridrico

O residuo obtido no teste de cinzas totais foi fervido com 25mL de déaddrico
7% coberto com vidro de reldgio. O residuo insoluvel foi recolhido com agateaera filtro
de papel isento de cinzas e entdo incinerado a até 500°C. A porcedtagarpas insoluveis

foi calculada em relagéo as cinzas totais e a droga seca.

3.3.5 Determinagéo de cinzas sulfatadas

Para a determinagdo de cinzas sulfatadas foram pesados lggas due foram
umedecidas com &cido sulfarico em cadinho previamente tarado, e cadmoain bico de
Bunsen. As amostras foram novamente umedecidas, carbonizadas, levertds a mufla a
até 800°C. As amostras foram pesadas até peso constante e aageradni calculada em
relacdo a droga seca.

3.3.6 Determinacao do indice de intumescéncia

Foram pesados 1g das drogas, transferidos para uma proveta de 2barda@os 0s
volumes que ocuparam. Foram adicionados 25 mL de agua, e as provetaadibealas a
cada 10 minutos, durante 60 minutos. Apos 3 horas em repouso, foi medido o volume

ocupado pela droga. Foi calculada a diferenca de volume, e relacionada a Iade dro
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3.4 Doseamentos

Os doseamentos foram realizados em triplicata para os oittosxbrutos (EB) d8.

rhombifoliae para as curvas-padréao.

3.4.1 Determinacao do teor de polifendis totais

A determinacdo do teor de polifendis foi feita pelo método Folin-Gesal
modificado (CHANDRA; MEJIA, 2004).

Os extratos d&. rhombifoliaforam diluidos em agua a 0,04%. A 1 mL desta diluigdo
adicionou-se 1 mL de Folin-Ciocalteau, e, apés 5 minutos no escuro, fonadic 2 mL de
NaCOs; 20 %. As amostras permaneceram 20 minutos no escuro, e entadiZadeeleitura
a 730 nm espectrofotometro UV/Visivel obtendo-se a concentracdo dengisliftotais
presentes nas amostras. As concentracfes de polifendis totaimmusdras foram
determinadas a partir da curva-padrdo de acido galico nas cagéesst de 1 pg/mL, 3
pg/mL, 10 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pug/mL, 80 ug/mL e 100 pug/mL, prelpareas mesmas

condi¢cbes das amostras.

3.4.2 Determinagéo do teor de flavonoides

O teor de flavonoides foi determinado de acordo com Rio (1996) modifioade,
utilizou-se curva de rutina como padrao, nas concentragbes de 10 pg/mbg/n20, 50
png/mL, 80 pg/mL, 100 pg/mL, 130 pg/mL e 150 pg/mL.

Os extratos d&. rhombifoliaforam diluidos em metanol 70 %, na concentracdo de
0,4%. Foi adicionado a 1,1 mL destes extratos 75 uL de cloreto de allanthigo em
metanol, e 3,9 mL de metanol a 70 %. As amostras foram mantidas pam&0s no escuro,

e entdo foram realizadas as leituras a 425 nm em espectrofotometro UV/Visive

3.4.3 Determinacao do teor de taninos condensados

A concentracdo de taninos condensados foi determinada pelo método the veail
acordo com Agostini-Costa (1999). Os extratos Sderhombifoliaforam preparados na
concentracdo de 0,4% em metanol. Foi adicionado 5 mL da solucédo redgerdailina

(vanilina-HCl-metanol 4-10-86) a 1 mL destes extratos. Apos repousb denutos foram
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realizadas as leituras em 490 nm em espectrofotbmetro UV/Vigiveurva foi preparada
com o padréo catequina nas concentragdes 25 pg/mL, 50 pg/mL, 150 pg/mL, 300 p@/mL, 45
pg/mL, 600 pg/mL, 800 pg/mL, 900 pg/mL e 950 pg/mL, nas mesmas caondigdSe

amostras.

3.5 Atividade antioxidante

Para determinar a atividade antioxidante dos extrat& dembifolia foi utilizado o
método fotocolorimétrico do DPPH proposto por Choi e colaboradores (2002). Foram
preparadas solugdes dos extratos e do padrdo acido ascorbico emagamricentracdes de
200pg/mL, 100pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 6,25 pg/mL, 3,125 pg/mL, 1,5625
pg/mL. Foram tomados 2,5mL de cada diluicdo e adicionados 1 mL de DBRiM em
etanol. Apés 30 minutos foi realizada a leitura em 518nm em espe@tnetod UV/Visivel.

Foi usado como controle negativo solugao 0,3 mM de DPPH em etanol, e cotralec
positivo, cada diluicdo das plantas e o do padrdao sem adicdo de DR¥elcedtagem de

inibicéo foi calculada de acordo com a férmula:

%inibicdo = [(Abs amostra — Abs branco)] x 100

Abs controle negativo

3.6 Atividade antimicrobiana

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratdS. dbombifolia foi
utilizado o método de microdiluicdo em caldo, de acordo com o CliaiwhlLaboratory
Standards CLSI MO0O7-A8 (2009) para bactérias e CLSI M38-A2 (2008) pargos
filamentosos, a fim de determinar a CIM. Foram utilizadas pldeamicrodiluicdo estéreis,

contendo 96 pocgos e os testes foram realizados em duplicata.

3.6.1 Preparacédo dos extratos

Os extratos dé&. rhombifoliaforam diluidos nas concentragdes de 512 pg/mL, 256
png/mL, 128 pg/mL, 64 pg/mL, 32 pg/mL, 16 pg/mL, 8 ug/mL e 4 pug/mL
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3.6.2 Micro-organismo

Foram testadas cepas &aphylococcus aureuBTCC (American Type Culture
Collection) 25923 Pseudomonas aeruginogal CC 27853 Klebisiella pneumoniadd TCC
35318,Salmonella pullorumATCC 9140,Enterococcus faecalidaTCC 1299,Micrococcus
sp., Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus intermedRreyvidencia
rettgeri, Streptococcus agalactie, Proteus mirabilis, Aspergillus funsg&tandida albicans,

Cryptococcus neoformanA&s cepas que nao sao ATCC sao provenientes de isolados clinicos.

3.6.3 Preparacéo dos inéculos

A preparacao do inoculo das espécies bacterianas foi realizadadseg protocolo
do CLSI M07-A8 (2009). Os indculos foram preparados a partir de lzctiivadas através
de cultivos em &gar Mueller Hinton, durante 24 h a 35 °C. A segjuiréparado o inoculo
em solucdo em salina 0,85 % estéril, ajustando-se a turvacéspeetrofotometro até obter
transmitancia equivalente de uma solucdo-padrdo da escala dé&aNand 0,5 em
comprimento de onda de 630 nm. A suspensdo de trabalho foi produzida fazema®-se
diluicdo 1:10 com meio liquido caldo Mueller-Hinton, sendo que 10 ul foi inoculado
placas de microdiluicdo.

Os in6culos das leveduras foram preparados a partir de cultivog@nBSAbouraud
durante 48 horas a 30 °C. A seguir foi preparada uma solucdo em G8mbn&o esteéril,
ajustando-se a turvacdo em espectrofotdmetro até obter t@msmiequivalente de uma
solucdo-padrao da escala de Mc Farland 0,5 em comprimento de onda de 330ndculo
foi produzido fazendo-se uma diluicdo 1:100 em solucéo salina estésteriprmente uma
diluicdo 1:50, no meio RPMI- 1640. Posteriormente, 100 ul desse indculo fdreionados
a placa.

A metodologia para o fungo filamentoso testado seguiu o documento dd3BSI
A2 (2008). O fungo filamentoso foi inicialmente incubado em tubo com Adatiabdextrose
a 30°C por sete dias. Decorrido esse periodo, as colbnias foram cobenas
aproximadamente 1 mL de salina 0,85 % estéril. A seguir esdaranide conidios foi
transferida para um tubo estéril, onde a densidade foi ajustagespectrofotometro a 530
nm, até atingir 80 a 82 % de transmitancia (0.009 a 0,11 de absorbAnsigpensao foi
diluida a 1:50 no meio de cultura, finalizando a etapa de preparacédo do.i#dsabuir uma

quantidade de 100 ul foi inoculada nas placas de microdilui¢ao.
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3.6.4 Realizacéo do teste

Foram distribuidos 200 pL de cada diluicdo dos extrat& deombifoliana placa de
microdiluicdo e 100 pl de suspenséo de levedura ou 10ul de suspenséartzad controle
positivo continha 0,1 ml do in6culo e 0,1 ml do meio, sem o extra®. deombifoliae o
controle negativo continha 0,2 mL do extrato e 0,1 mL do meio para cegdoighos micro-

organismos. O ensaio foi realizado em duplicata.

3.6.5 Incubacéo e leitura do teste

As microplacas inoculadas com bactérias foram incubadas a 35-37 2@ poras, e
as inoculadas com fungos foram incubadas a 25-27 °C por 48 horas. As |&hama
realizadas apods periodo de incubacdo, mediante comparagdo visual comtrote cde
crescimento positivo. Os resultados foram expressos CIM.

3.7 Atividade hipoglicemiante e hipolipidemiante

A atividade bioldgica dos extratos das partes aéreas e ddBida rhombifoliafoi
analisada em ratos Wistar machos pesando entre 180 e 220 g e Gadarsmais foram
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santafbtam mantidos sob
um periodo de adaptacdo, com fotoperiodo de 12 horas de claro e escuroratueampe
ambiente de 25 °C e umidade mantida por ar condicionado. Os animaisraeteacao e
aguaad libitum

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica da UrdeeisiFederal
de Santa Maria, sob numero 009/2012.

3.7.1 Selegéo, distribuicao e tratamento dos animais

Os animais foram separados em 3 grupos, sendo | o grupo contrelélled$ grupos
tratados, estes foram pesados e tiveram suas glicemiadasiguilo glicosimetro Accu-
Check®- Roche. Os grupos tratados com extratdS. aeombifolia receberam por gavagem
1,5 mL dos extratos das partes aéreas coletadas no verdooelesdlas no inverno na

concentracdo de 500 mg/kg por peso de animal. Esta dose foi dieidideés doses de
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0,5mL, que foram administradas ao longo do dia. O grupo controle recehatfo
fisiologica nas mesmas condicoes.

O tratamento durou vinte e um dias e as glicemias foram meskdznalmente. Ao
final do tratamento, os animais foram anestesiados e o sangtaogder puncao cardiaca
para a dosagem de colesterol total, triglicerideos e marsaderdanos hepaticos, renais e
pancreaticos. Todas as dosagens foram realizadas no sistema aution@Giilzas Mira ®, por

metodologias cinéticas e enzimaticas colorimétricas.

3.8 Atividade citotdxica

Os ensaios foram realizados vitro utilizando a cultura de linhagem de células do
tecido conectivo de camundongo (NCTC) clone 929 por incorporacdo do coranegheerm
neutro (NOGUEIRA et al., 2008). As células foram mantidas no méwmo essencial de
Eagle com 0,1 mM de 146 amino&cidos ndo essenciais, 1 mM de sédio reesuipleom
10% de soro bovino fetal. As células de aderéncia foram tratadagipsima e suspensao
celular ajustada para 2 x °l6lulas/mL. O volume de 0,2 mL da suspenséo celular foi
adicionado em cada poco de placa de 96 pocos e colocado em incubadGsa®¥ °C por
24 horas. Em seguida as células foram expostas as diluicdes kddssedts partes aéreas
coletadas no verdo e das raizes coletadas no inverno. Como corilizide-s¢ meio de
cultura. Cada concentracéo foi testada em triplicata e o vermeliie extraido com solucao
de acido acético 1 % em etanol 50 %. A absorbancia foi determena&40 nm em leitor de

microplacas.
3.9 Analise estatistica
Os dados foram analisados por andlise de variancia (ANO\&glido do teste de

Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados como indicativos de ciguifa. O ensaio de

citotoxicidade foi avaliado pelo método de Probitos.
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4 RESULTADOS
4.1 Determinacdo de matéria estranha

Ndo ha uma monografia especifica paga rhombifolia padronizando suas
determinacgdes fisico-quimicas, mas a Farmacopeia Brasileira (20dl0¢lece para a maioria

das drogas vegetais um limite maximo de até 2% de materiais estranhoa {Jabel

Tabela 1- Porcentagem de material estranho das partes aéreas e Rizherdbifolia

S. rhombifolia % Matéria estranha
Primavera Veréo Outono Inverno
Partes aéreas 0 0 0 0
Raizes 0,12 + 0,015 0,08 + 0,004 0 0

Médias + desvios padrdes.

As partes aéreas & rhombifoliando apresentaram contaminagdo em nenhuma das
guatro coletas, enquanto que as coletas da raiz da primaveraoeapeedentaram uma

pequena presenca de materiais estranhos.
4.2 Determinacgdo de agua

Segundo a Farmacopeia Brasileira (2010) as drogas vegetais naoaeenmaior
quantidade de umidade que as preconizadas que variam entre 5 e 6%a3amostras das
partes aéreas e raizesSlerhombifoliaapds a secagem a temperatura de + 40°, mantiveram-

se entre estes limites (Tabela 2).

Tabela 2- Porcentagem de agua das partes aéreas e rézelsaiebifolia

S. rhombifolia % Agua
Primavera Veréo Outono Inverno
Partes aéreag 2,47 +0,00045,89 + 0,0005 6,26 + 00,0005 3,78+ 0,0001
Raizes 1,68 £ 0,0001 4,34 +0,0009 3,72+ 0,0008 3,71 +0,0009

Letras comparam as médias entre os grupos em aadael (horizontal). As médias seguidas pela mdsina
nao diferem estatisticamente entre si. Foi aplicadeste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.

Médiat desvio padréo.
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Nas partes aéreas houve diferenca significativa na quantidaédpidesntre as quatro
coletas, tendo o outono maior indice de 4gua e a primavera o menoaiéasar coleta do
verdo obteve indice de agua significantemente maior, seguida ets a inverno e outono
que nao apresentaram diferenca significativa entre si, e @& daeprimavera apresentou o
menor indice de agua. Comparando os diferentes 6rgaos, a coleta do ineeapoeséntou
diferenca significativa entre as partes aéreas e rafmpsganto que nas coletas da primavera,

verao e outono, as parte aéreas apresentaram indice de agua superes.as raiz

4.3 Determinagdo de cinzas totais, cinzas insoluveis em &cido dodo e cinzas

sulfatadas

Alonso (2006) ressalta a importancia na analise de diferentesdgpcszas para se
diferenciar as cinzas fisiolégicas, ou organicas, provenientegr@wio metabolismo da
planta, e as nao fisiolégicas originadas por matéria estranhammagterra e areia). Tanto
para as partes aéreas quanto para as raiZesrdembifoliahouve diferenca significativa no
teor de cinzas totais nas amostras coletadas no inverno (Babelp Os valores de 21,20%
nas partes aéreas e 17, 63% nas raizes foram consideraveim@res que os encontrados
nas demais estacdes do ano.

Tabela 3- Porcentagem de cinzas totais, insollUveis e sulfatadagarias aéreas de S

rhombifolia

EstacOes Cinzas totais (%) Cinzas insoluveis (%) Cinzas sulfatadds)(
Primavera 10,85+ 0,0123 1,30 + 00,0088 9,72 + 00,0028

Verao 11,34 + 0,005 0,48 + 0,0008 10,88 + 0,0061
Outono 10,99 +0,0094 0,32 +0,0013 9,44 + 0,0053

Inverno 21,20 + 0,02 1,22 + 0,0027 9,19 + 0,0019

Letras comparam as médias entre os grupos em eadael (vertical). As médias seguidas pela mestra |
nao diferem estatisticamente entre si. Foi aplicadeste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.
Média e desvio padréo.
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Tabela 4- Porcentagem de cinzas totais, insollUveis e sulfatadas nas r&izemdwifolia

EstacOes Cinzas totais (%)  Cinzas insoliveis (%) Cinzas sulfatadds)(
Primavera 8,37 + 0,0085 0,91 + 0,001 5,85 + 0,0009
Verao 6,16 + 0,000f2 0,30 + 0,002% 6,87 + 0,0074
Outono 9,55 + 0,0141 1,28 + 0,002% 8,50 + 0,001%
Inverno 17,63 £0,0148 1,46 + 0,0008 7,38 £0,0018

Letras comparam as médias entre os grupos em aadael (vertical). As médias seguidas pela mesma |
nao diferem estatisticamente entre si. Foi aplicadeste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.
Média e desvio padréo.

Observou-se que apenas na primavera ocorreu diferenca sig@finas teores de
cinzas totais entre as partes aéreas e raizes. As aispsveis em acido cloridrico, ndo
apresentaram diferenca significativa entre partes aéregiges em nenhuma das coletas. Na
determinacdo de cinzas sulfatadas, as partes aéreas apaesetgares mais elevados
significativamente que as raizes nas quatro estacfes. Enéstagfes do ano, a droga
coletada no inverno apresentou maior teor de cinzas totais tarpartes aéreas quanto nas
raizes. As cinzas insolGveis ndo variaram nas partes aérepganto que nas raizes houve
variacao entre as quatro coletas. Nas cinzas sulfatadas,essg@das do verao e as raizes do

inverno apresentaram teores mais elevados que as demais estacoes.

4.4 indice de intumescéncia

Os indices de intumescénciaSlerhombifoliaestdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5- indice de intumescéncia das partes aéreas e raehdmbifolia

S. rhombifolia indice de Intumescéncia (%)

Primavera Verao Outono Inverno

Partes aéreas 33,33+ 2,8 3547 +0,486 29,60+0,8 23,33 +1,28

Raizes 8,80+0,8 17,60+228 18,40+20% 7,73+2,:89

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferaatistisamente entre si (horizontal). Foi aplicadbeste de
Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.
Média e desvio padréao.
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As partes aéreas da primavera e verdo obtiveram indice$icasiyamente mais
elevados que as amostras coletadas no outono e inverno. J& nassaressteas coletadas
no verao e outono nao obtiveram diferenca entre si, mas apresediferamca da primavera
e inverno, que também nédo se diferenciaram significativamente.duande diferenca foi
observada entre as partes analisadas, sendo que as partesdaérepstro estacdes
apresentaram indices de intumescéncia consideravelmente ngaieres obtidos pelas raizes

da guanxuma.

4.5 Doseamentos

Os doseamentos de polifendis totais, flavonoides e taninos condensadus fora
realizados nos extratos brutos das partes aéreas e das daszegiatro coletas dS.
rhombifolia Os resultados dos doseamentos nos extratos das partes aévaramrge na
tabela 6 e os resultados das raizes na tabela 7.

Tabela 6- Conteudo de polifendis totais, flavonoides e taninos condensados nas pages aére
deS. rhombifolia

Partes aéreas mg/g de EB
Primavera Verao Outono Inverno
Polifenois 5,36° 6,92 4,31¢ 4,94°
Flavonoides 1,23°¢ 1,442 1,35° 1,28°
Taninos 0,91° 1,952 1,332 2,242

As médias seguidas pela mesma letra ndo difereatistisamente entre si (horizontal). Foi aplicadbeste de
Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.
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Tabela 7- Conteudo de polifendis totais, flavonoides e taninos condensados nas fizes de

rhombifolia
Raizes mg/g de EB
Primavera Verao Outono Inverno
Polifenois 3,40° 4,02 3,39° 3,41°
Flavonoides 0,81°¢ 0,90° 0,94° 1,022
Taninos 0,28% 1,092 1,212 1,832

As médias seguidas pela mesma letra ndo difereatistisamente entre si (horizontal). Foi aplicadbeste de
Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.

Tanto os polifendis totais quanto os flavonoides variaram significa¢inee entre os
extratos das partes aéreas e das raizes, sendo que as aodesninais elevadas
encontraram-se nas partes aéreas. As partes aéreas afaesdifeaencas significativas nas
concentracdes de polifendis totais nas quatro coletas, sendo o vestagdo eeom maior
quantidade de polifendis e 0 outono com a menor. Ja nas raizes, houvealgayerficativa
na amostra coletada no verdo, em relacdo as outras estiac@®® que tiveram valores
menores. As partes aéreas coletadas no verdo também obtiveragmnais elevados de
flavonoides, enquanto que as amostras da primavera e inverno apagseosamenores
teores sem diferenciar-se significativamente entre si.rhi@ages, a maior concentracado de
flavonoides foi encontrada no inverno e a menor na primavera. A concerteaigaonos nao
sofreu diferenca significativa nos dois diferentes 6rgdos analisdms.foi constatada
diferenca significativa na concentracédo de taninos nas quaaigbestdo ano. A figura 11
mostra as dosagens de polifendis totais, flavonoides e tanin®srdembifolianas quatro

estacoes.
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Figura 12- Conteudo de polifendis totais, flavonoides e taninos nos extratos brutossas part
aéreas e raizes & rhombifolianas quatro estacdes do ano.

4.6 Atividade antioxidante

As ICso dos extratos das partes aéreas e raiz8s id@mbifolianas quatro estacdes
estdo na tabela 8.

Tabela 8- Iy dos EB das partes aéreas e raizes. dbombifoliafrente ao radical DPPH.

S. rhombifolia ICs0 (Mg /mL)
Primavera Veréo Outono Inverno
Partes aéreas 208,47 188,03 208,41 172,51
Raizes 705,83 376,0 636,40 374,08

Os extratos das amostras coletadas no inverno obtiveram a menor concentragao
inibitéria do radical DPPH. As partes aéreas necessitam de 172,5 pg/mLato lesidto para
inibir 50% do radical DPPH, enquanto que as raizes precisam estar na concentgdgao de
png/mL. Na primavera, os extratos das partes aéreas e das raizegdaamesaenor atividade
antioxidante, sendo que para as raizes a atividade foi consideravelmente menada@
padrédo acido ascérbico e dos extratos que apresentaram melhor atividade atdiesida
ilustradas na figura 13.
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Figura 13- Grafico da inibicdo do DPPH pelo acido ascorbico e EB das paeas @ér
raizes des. rhombifolia

4.7 Atividade antimicrobiana

As tabelas 9 e 10 apresentam os resultados da atividade antinmarpbla CIM das

partes aéreas e raizes da guanxuma nas quatro estacdes do ano.

Tabela 9- CIM dos EB das partes aéreaS.ddbombifolia

Micro-organismos CIM (ug/mL)
Primavera Verao Outono Inverno
Staphylococcus aureus 256 256 256 128
Pseudomonas aeruginosa 128 256 128 64
Micrococcussp. 128 256 128 64
Listeria monocytogenes 64 128 64 32
Escherichia coli 256 128 32 64
Staphylococcus intermedius 256 128 128 128
Klebisiella pneumoniae 256 64 256 64
Salmonella pullorum 256 128 256 128
Enterococcus faecalis 64 64 128 128
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Providencia rettgeri 128 128 256 128
Streptococcus agalactie 256 256 128 128
Proteus mirabilis 256 256 256 128
Tabela 10- CIM dos EB das raizesSlehombifolia
Micro-organismos CIM (ug/mL)
Primavera Verao Outono Inverno

Staphylococcus aureus 128 128 64 64
Pseudomonas aeruginosa 128 64 32 32
Micrococcussp. 128 64 32 32
Listeria monocytogenes 64 32 16 32
Escherichia coli 64 64 128 16
Staphylococcus intermediu 128 128 256 128
Klebisiella pneumoniae 64 64 256 8
Salmonella pullorum 128 128 512 128
Enterococcus faecalis 128 128 128 128
Providencia rettgeri 128 128 128 128
Streptococcus agalactie 128 128 256 128
Proteus mirabilis 128 128 256 256

Pelos parametros de Hoetzel et al. (2082)aureusapresentou boa sensibilidade aos

extratos das raizes do inverno e do outono, e sensibilidade moderadanacs eld@ratos

testados. O extrato das partes aéreas do verdo apresentoudatividderada contrh.

monocytogengsenquanto que o0s demais extratos apresentaram uma alta sensibilidade

destacando-se a raiz do outono que apresentou CIM de 16 pB/maeruginosae

Micrococcussp mostraram-se sensiveis as partes aéreas do invernoizeasicaverao, do

outono e do inverno. O extrato da raiz do inverno destacou-se frénteodi apresentando
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CIM de 16 pg/mL e frente K. pneumoniagom CIM de 8 pg/mL, a menor CIM observada
neste exprimentoE. faecalisfoi sensivel as partes aéreas da primavera e do verdo, e
moderadamente sensivel aos demais extratos. Exceto o extragzddo outono que
apresentou fraca atividade antimicrobiana freng pullorum os demais micro-organismos
testados §. intermedius, P. rettgeri, S. agalactie, P. mirabiagpresentaram sensibilidade
moderada a todos os extratos testados. Frente aos fAspgesgillus fumigatus, Candida
albicanse Cryptococcus neoformanas CIM foram maiores que 512 pg/mL, considerando

entdo uma fraca atividade antimicrobianas dos extrat8s dwmbifolia

4.8 Atividade hipoglicemiante e hipolipidémica

4.8.1 Peso dos animais

As médias e os desvios padrdes dos pesos dos animais no inicio e final do tratamento

encontram-se na tabela 11.

Tabela 11- Variagcdo dos pesos corporais dos animais durante o tratamento.

Grupos Peso (g)

1° dia 21° dia
Grupo | 212,74 + 11,7 280,35+ 18,4
Grupo Il 190,92 + 18,93 248,35 + 18,93
Grupo Il 187,31+ 1,65 258,55 + 1,65

Grupo I: animais tratados com solucéo fisiologman(role)

Grupo Il: animais tratados com EB 500 mg/kg dasegaméreas coletadas no verdo
Grupo llI: animais tratados com EB 500 mg/kg ddzes coletadas no inverno

Os valores estao expressos em média + desvio padréao

N&o foi observada diferenca significativa no aumento dos pesos dos animais entre 0s
grupos, isso significa que os ganhos de peso dos animais foram proporcionais aos pesos

iniciais, sem sofrer influéncia do tratamento recebido.

4.8.2 Glicemia dos animais

As glicemias dos animais antes do inicio do tratamento e ao final do tratan&ato es

apresentadas na tabela 12.
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Tabela 12- Glicemias obtidas no sangue total dos animais durante o tratamento.

Grupos Glicemia (mg/dL)

1° dia 7° dia 14° dia
Grupo | 93,33 + 2,52 87 + 6,56 96 + 6,08
Grupo I 76 + 4,38 110 + 15,87 94,33 + 11,5¢
Grupo I 83,33 +2,87 88,33 + 11,5% 94,33+58

Grupo I: animais tratados com solucéo fisiologman(role)

Grupo Il: animais tratados com EB 500 mg/kg dasegaméreas coletadas no verdo

Grupo lll: animais tratados com EB 500 mg/kg ddsescoletadas no inverno

Letras comparam as médias entre os grupos em aadael (horizontal). As médias seguidas pela mdsina
nao diferem estatisticamente entre si. Foi aplicadeste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.
Média e desvio padréo.

Os grupos | e Il ndo tiveram as suas glicemias alteradas no detmtratamento.
No grupo Il houve um aumento da glicose sanguinea ap6s uma semana de tratamento, porém,
na terceira dosagem a glicemia ja estava estatisticamenta igiiadeira, ndo havendo entao,
diferenca estatistica entre o inicio e final do tratamento. Nao foi obsehacdanca

significativa nas glicemias entre os trés grupos no 7° e 14°.

4.8.3 Lipideos plasmaticos

As dosagens de colesterol total e triglicerideos no finalalaniento estdo apresentadas na
tabela 13.

Tabela 13- Colesterol total e triglicerideos obtidos no dos animais apds o ttatamen

Dosagens (mg/dL) Grupos tratados
Grupo | Grupo I Grupo I
Colesterol total (mg/dL 101,7 + 26,52 67,3 +13,872 76 £ 20,072
Triglicerideos (mg/dL) 109,2 £ 55,452 78,87 £ 59,932 57,6 = 25,062

Grupo I: animais tratados com solucao fisiol6gman(role)

Grupo II: animais tratados com EB 500 mg/kg dasegaaéreas coletadas no verdo

Grupo lll: animais tratados com EB 500 mg/kg ddzes coletadas no inverno

Letras comparam as médias entre os grupos em aadael (horizontal). As médias seguidas pela mdsina
nao diferem estatisticamente entre si. Foi apliaadeste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.
Média e desvio padréao.
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A andlise estatistica n&do identificou diferenca signifieaéintre os grupos tratados e

controle, mas ao final do tratamento os grupos tratadosSorhnombifoliaapresentaram

diminuicdo nos niveis séricos de colesterol total e trigliceriggasdo comparados ao grupo

controle.

4.8.4 Marcadores de danos hepaticos, renais e pancreaticos

A tabela 14 apresenta as dosagens dos marcadores que sao relaciordatos ao

funcionamento hepatico, renal e pancreético.

Tabela 14- Marcadores de danos renais, hepaticos e pancreaticos obtidos do soradons anim

apos o tratamento.

Grupos tratados

Dosagens Grupo | Grupo I Grupo Il
Uréia (mg/dL) 40,8 £ 5,102 75,93 + 12,542 80,35 + 24,672
Creatinina (mg/dL) 0,68 £0,132 0,8+ 0733 0,71 £ 0,252
AST (U/L) 179 + 33,952 165 + 23,472 113,5+ 27,932
ALT (U/L) 10+1,732 17 + 62 7,7 +3,5a
Lipase (U /L) 14,9 + 3,372 23,2 + 5,22 21,1+ 9,622
Amilase (U/ L) 1084 + 113,582 938,7 £ 257,942 1241,7 + 398,022

Grupo I: animais tratados com solucéo fisiologman(role)

Grupo Il: animais tratados com EB 500 mg/kg dasegaméreas coletadas no verdo

Grupo lll: animais tratados com EB 500 mg/kg ddsescoletadas no inverno

Letras comparam as médias entre os grupos em aadael (horizontal). As médias seguidas pela mdsina
ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicadeste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.

Média e desvio padréao.

Apés o tratamento, os animais tratados com os extratoS. d&vombifolia ndo

apresentaram diferencas significativas nas dosagens bioquiqueasio comparados ao

grupo controle.
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4.9 Citotoxicidade

As atividades citotoxicas em células NCTC clone 929 apresentaamguintes I
(Tabela 15).

Tabela 15- I1Gy dos EB de&s. rhombifoliafrente as células NCTC.

Amostras IC 50 (Mg/mL)
ICs0 ICs01 ICsos
Partes aéreas verdo 8,88 11,58 6,12
Raizes inverno 12,70 15,74 8,25

ICso- Indice de citotoxicidade que causa a morte cetlga50%
ICg0 Limite inferior

ICs0s Limite superior

Andlise estatistica- Probitos

As ICso indicam que nestas doses os extratos sdo capazes de inibir 5@&tuties

cancerigenas testadas.



65

5 DISCUSSAO

O estudo desSida rhombifolianas quatro estacdes do ano permite um controle fisico-
quimico dando suporte importante no controle de qualidade da droga vegeatahsamo
farmacéutico. A variacado sazonal influencia os metabdlitos secosdéanto na producao,
concentracdo e distribuicdo de substancias como polifendis, flavonoitéesnes, entre
outros.

Como as drogas vegetais sdo consideradas insumos farmacéuticos, aiktae
inteiramente livres de sinais visiveis de contaminagédo por miatestranhos (OMS, 1998).
No geral, a Farmacopeia Brasileira (2010) preconiza um makn286 de matérias estranhos
nas drogas vegetais, salvo algumas excecdes. Para as igficrasaa camomildJatricaria
recutita méximo de 5%, nas raizes de ruibafRbeum officinalisosl% e para as folhas do
boldo, Peumus boldusaté 3% de material estranho. Os valores encontrados de materia
estranho nas amostras $lerhombifoliamantiveram-se abaixo destes valores preconizados.

Os cuidados na secagem, separa¢do, moagem e armazenamentoeddesddegaos
favorecem que as drogas fiquem livres de contaminantes. O contéboddin®iz com a terra
favorece a aderéncia destes, portanto os cuidados no manejo derp&titasais devem ser
rigorosos.

Alonso (2008) ressalta a importancia na analise de diferentesdgpcszas para se
diferenciar as cinzas fisioldgicas, ou orgéanicas, originadasauipmetabolismo da planta,

e as nao fisiolégicas provenientes de matéria estranha inagdaira e areia). Os valores
encontrados pard. rhombifoliade cinzas totais nas partes aéreas (10,85%; 11,34%; 10,99%)
e raizes (8,37%; 6,16%; 9,55%) das coletas de primavera, verdo e ocespectivamente,
encontram-se dentro da normalidade da maioria das plantas farncasogmno as folhas do
capim limao,Cymbopogon citrarusque podem chegar a 9% de cinzas totais, as raizes do
ruibarbo, 13%, e as folhas da malvialva sylvestrisque podem apresentar até 16% de
cinzas totais. Houve um aumento significativo de cinzas totaisnastpartes aéreas quanto
nas raizes na coleta do inverno. Este aumento ndo foi constatado aasirtsoiiveis em
acido cloridrico, o que indica que a maior parte destas cinzas éigaen disioldgica,
relacionadas aos minerais presentes no conteudo celular. O codideraento de cinzas
totais nas amostras coletadas no inverno nao foi observado nas cdifedaslas, estas que
oferecem um resultado mais preciso que os obtidos por calcinagélessit uniformidade
guanto as cinzas fisioldégicas ajudam a garantir a legitimidadioga, indicando que ndo ha

variacdo no conteudo de minerais da droga.
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Segundo Evans (1996), as cinzas insoliveis medem a quantidade deesirde na
amostra, normalmente proveniente de impurezas. Sendo assim, os temneaglesoluveis
preconizados sao baixos, salvo algumas plantas que sdo conhecidarasnéenrimaterial
organico, como o meimendro negrelypscyamus niget..), cuja Farmacopeia Europeia
(2002) permite um maximo de até 12% de cinzas insollveis em acido cloridrico.

Os valores de cinzas insolUveis tanto nas partes aéreas, quantaizeasdeS.
rhombifolia foram bastante inferiores aos obtidos nas cinzas totais emdsdmletas. Estes
valores também estdo de acordo com valores ja preconizadosapelacépeia Brasileira
(2010), tais como as raizes de Ratadiameria triandra,que podem apresentar até 2%, ou
as folhas de bold&?eumus boldu£% de cinzas insoluveis.

Como as cinzas insoluveis sdo, na maior parte, provenientes de o@g&mie
provavel que ndo haja interferéncia da sazonalidade. Relacionandaltlossobtidos pela
determinacdo de matéria estranha e cinzas insoltveis em aridoicb, pode-se afirmar que
a droga vegetal estudada e os seus extratos estdo dentro des pireconizados para
contaminacao externa.

Simdes (2004) relaciona a agua residual encontrada na droga vegetdiretamente
ao seu correto armazenamento. Na Farmacopeia Brasileiraomdgrafias estabelecendo
limites de teor de umidade para diferentes plantas, os valor8s d®wmbifoliaestdao de
acordo com os encontrados para folhas de milabja sylvestrispodem conter até 16% de
umidade, os caules da carqu@agccharis trimeraaté 8% e as raizes da gencigBantiana
lutea, tem indice maximo de agua de 5% (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 201®).
diferenca significativa encontrada nos indices de umidade nadesstig ano e nos 06rgaos
analisados provavelmente se deva a fatores ambientais egiisisi@a propria planta ja que
todas as amostras passaram pelo mesmo processo de secagemeaamento. No verdo,
quando o indice pluviométrico € maior, as raizes concentram maior daggniie agua.
Devido ao calor excessivo, as folhas ndao mantém essa umidade, syaesessidades sao
supridas pelas raizes. A maior quantidade de mucilagens presentafzaa durante o verao
pode favorecer uma maior capacidade de armazenamento de aguerabla indice de
intumescéncia foi maior tanto para as raizes (17,6%) quanto paeatas aéreas (35,47%).
Pereira (2012) relatou para as folhasMerus alba, maior indice de intumescéncia nas
amostras coletadas em setembro e em dezembro, coincidindo comonBaglns pars.
rhombifolia Casoti (2012) encontrou para as sementeRitfecoctenium echinatumma
média de 40,13 % no indice de intumescéncia nas amostras anadisZdastti (2002),

29,6% para as folhas deopaeolum majus.
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As concentracbes de polifendis e flavonoides #e rhombifolia variaram
significativamente entre as partes aéreas e raizesquatie estacoes do ano, sendo que 0s
extratos das partes aéreas apresentaram maiores tearisasigps destes metabolitos que
0s extratos das raizes em todas as coletas. As concenttagdesos nao sofreram variacao
entre os Orgdos analisados e sazonalmente, provavelmente devidoigalpfuncdo destes
ser a protecdo do vegetal contra a acdo de micro-organismos e lostbiisses dados estao
de acordo com os encontrados por Pereira (2012) nas folhlk diba que encontrou
maiores concentracdbes de polifendis totais e flavonoides nas anasietadas em
dezembro. Os metabdlitos secundérios, polifendis e flavonoides, témosoanttacdo
influenciada pela radia¢do solar, explicando a maior presenca destes no verao.

Os extratos de guanxuma demonstram atividade antioxidante frerddiead DPPH
sendo as amostras do inverno as que apresentaram maior eficiégcianyma apresenta
compostos antioxidantes, tanto nas partes aéreas quanto nas ragesn rooncentracdes
diferentes, j& que para se obter a mesma inibicdo do radical ,0f3Péktratos das raizes
devem estar significativamente mais concentrados. Comparandocastcagdes inibitorias
minimas obtidas com os extratos 8erhombifolia(partes aéreas, 172,508 pg/mL e raiz,
374,083 pg/mL) e o padréo, o acido ascorbico (6,9 pg/mL), os extrateapresstar vinte e
cinco a cinquenta e quatro vezes mais concentrados que o acido as€@obideso podemos
inferir que a atividade antioxidante dos extratos brutos é baixasteasge acordo com outros
dados encontrados na literatura. Os extratos brutos dos caulessedeMaabilis jalapa
apresentaram kg trinta e seis a vinte e duas vezes maiores que 0 padrao aadoicasc
(WALKER, 2007). Casoti (2012) encontrousipara as sementes Beechinatunguarenta e
cinco vezes superior ao acido ascérbico.

O aumento da resisténcia bacteriana frente aos agentesutie@péadicionais vem
aumentando o interesse em produtos naturais a fim de se desowbsrantimicrobianos.
Bylka e colaboradores (2004) atribuem aos flavonoides e taninosdadé antimicrobiana.
Com excecao do extrato das raizessdehombifoliaprovenientes do outono, que apresentou
CIM de 512 pg/mL para &almonella pullorumtodas as outras cepas de bactérias Gram
positivas e Gram negativas foram sensiveis aos oito extratoS. d&ombifolia em
concentracgdes inferiores a 500 pg/mL. A menor CIM foi do extratoadzss do inverno (8
ug/mL) frente K. pneumoniae seguido das raizes do outono (16 pg/mL) frebhte
monocytogenes partes aéreas outono e inverno (32 pg/mL) frenteonocytogenes E.
coli, respectivamente. No geral, as menores CIM’s foram obsemasiatratos das raizes,

portanto estes apresentam uma melhor atividade. Como ja constatadanimss t
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apresentaram distribuicdo semelhantes entre as partes @aéadass durante todo o ano, o
gue nos permite atribuir a estes compostos a atividade antimicrabiognextratos dé.
rhombifolia

Os extratos de5. rhombifolia apresentaram significativa atividade antimicrobiana
frente aS. aureus, E. cole P. aeruginosaguando comparados aos resultados obtidos pelas
fracOes dévlorus alba(PEREIRA et al., 2012).

S. rhombifoliando altera os niveis de glicose em animais sadios com miglidentro
da normalidade, pois ndo foram observadas variacfes significdtivaste o tratamento e
entre 0os grupos tratados e o nado tratado. Os niveis de colestaiglicerideos nao
apresentaram diferenca significativa, embora os animais tratemlbs os extratos de
guanxuma tenham apresentado niveis inferiores aos animais contvol@vielmente a estes
dados, ndo foram observados aumentos significativos nos marcadores déeatEines,
renais e pancreaticos nos grupos tratados quando comparados ao,caugeriedo que o
uso de extratos d&. rhombifoliana concentragcdo de 500 mg/kg ndo causa comprometimento
a estas funcoes.

Silva e colaboradores (2005) avaliaram os efeitoSalandula officinalisapos trinta
dias de tratamento nas doses de 250 a 1000 mg/Kg. Ao final dodrdta os niveis séricos
de glicose, triglicerideos, colesterol total, creatinina e ,ASH0 se mostraram alterados
enquanto que a ALT de todos os grupos tratados elevaram-se sigaifieatte no grupo
controle e a uréia do grupo tratado com extrato 1000 mg/mL tambéseaiore aumento
significativo. A infusdo de raizes dghiococca albafoi administrada durante sete dias em
animais normais. Ao fim do tratamento, as dosagens de glicose,cueditnina, AST, ALT
dos animais tratados nao apresentaram diferenca significatival@cdo ao grupo controle,
enquanto que colesterol total, triglicerideos encontraram-se dimingdas amilase
aumentada, caracterizando dano pancreatico (RODRIGUES, et al., 2@36) (2012)
também ndo observou danos hepaticos e renais apos a administracaoatio dexdP.
echinatumpor 6 dias. Extratos deugenia uniflora(500 mg/kg) apresentaram aumento
significativo da AST, colesterol total e triglicerideos, enquape a glicemia manteve-se
estavel em relacdo ao grupo controle apos dois dias de uso continuo (RORA, As
analises das enzimas ALT e AST sédo importantes indicadoresdksinas células hepaticas
(MARTIN et al.,, 1981).A elevacdo nos niveis plasmaticos de uréia e creatinina fornece
indicios de sobrecarga renal, insuficiéncia renal aguda ou, aindajato no catabolismo

protéico, e 0 aumento da lipase especifica desordens pancreatitaistoRama substancia
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ndo provoca dano renal ou hepatico sem interferir na atividade desseadones
(VIJAYALAKSHMI et al., 2000).

Os extratos d&. rhombifoliapossuem acéo citotoxioa vitro frente as células NCTC
clone 929, sendo um indicativo para modelos experimentais de cancar.mesia
metodologia, Pereira (2012) avaliou a atividade citotoxica das folhes Akba obtendo 1G
de 3,24 mg/mL. O extrato d&ynadenium umbellatuapresentou atividade citotoxica por um
periodo de 12, 24 e 48 horas comsol@e 7,9 mg/mL, 52 mg/mL e 3,6 mg/mL
(VALADARES et al., 2007). Os resultados encontrados @rahombifoliasdo uteis na

estimativa de doses iniciais para tegtegvo.
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6 CONCLUSOES

« A sazonalidade e a o 6rgdo da planta analisado tém influéncia sudréosetros
fisico-quimicos;

+ Os contetudos de polifendis totais e flavonoides variam durante o arnteseses
distribuem diferentemente entre as partes aéreas e raizes;

+ O conteudo de taninos ndo varia durante o ano e a sua distribuicdo ee@itre as
partes aéreas e raizes;

« Os extratos das partes aéreasSata rhombifoliaapresentam atividade antioxidante
em concentracfes mais baixas que os extratos das raizes;

« Os extratos das partes aéreas e raizeS. daombifoliademonstram boa atividade
antibacteriana e nao apresentam atividade antifungica eficiente;

« A CIM variou entre os extratos das partes aéreas e raizes e enteg@ses

« Os extratos deS. rhombifolia na dose e no periodo avaliado nédo diminuem
significativamente os niveis de glicose, colesterol totalghicerideos em animais
sadios;

« Os extratos d&. rhombifoliando comprometem as funcfes hepaticas, renais e
pancreaticas na dose e periodo avaliado;

+ Os extratos d8. rhombifoliaapresentam atividade citotoxica frente as células NCTC
clone 929.
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