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RESUMO

O uso de produtos naturais na medicina popular como agente terapéutico é conhecido por
praticamente todas as civilizagGes antigas. O género Senna Mill, é uma importante fonte de
substancias com grande diversidade estrutural, sendo atualmente utilizada como laxantes e
purgativas. Diante disso, este trabalho teve como objetivo caracterizacdo quimica e atividades
bioldgicas do extrato bruto metanolico das folhas de Senna alata L. Roxb e Senna siamea
(Lam.). O perfil fitoquimico foi realizado em cromatografia de camada delgada, com
diferentes fases moveis e reveladores. A extracdo do Oleo essencial foi utilizada por
hidrodestilacdo e analizado em cromatografia gasosa acoplada ao espectro de massa
(CG/MS). A atividade larvicida do Oleo essencial foi avaliada segundo o método
recomendado pela Organizacdo Mundial de Salde, adaptado. A atividade antimicrobiana foi
realizada pelo método de difusdo em Agar, e identificacdo da concetragdo inibitéria minima.
Os métodos de Mosman (1983) e Costa-Lotufo et al. (2002) foram utilizados para analisar a
atividade hemolitica e citotoxica, respectivamente. O potencial de toxicidade aguda foi
avaliado segundo a OECD 423. A metodologia de Rao et al., 1997, modificada, foi utilizado
para andlise da atividade laxante. A caracterizacdo fitoquimica evidenciou os seguintes
metabolitos: acucares redutores; flavondides; antraquinonas, triterpenos, cumarinas,
monoterpenos e sesquiterpenos, proantocianidinas e leucoantocianidina. Apds analise em
CG/MS, 03 (trés) compostos foram identificados: acido n-hexadecandico, fitol e 9,12,15-
acido octadecatriendico (Z,Z,Z). O 6leo essencial da S. siamea ndo apresentou atividade
larvicida. Nao foi evidenciada atividade antimicrobiana do extrato bruto metanolico das
folhas (EBMF) de S. siamea. Entretanto o EBMF de S. alata apresentou atividade moderada
contra B. subitilis (AMO04), e baixa atividade contra S. aureus (AM103) e S. aureus
(AM1210). Ambos os extratos se mostraram inativos frente a atividade hemolitica e
citotoxica. Na toxicidade aguda ndo houve obito dos animais apds administracdo da dose
2000mg/kg, com isso, ambos 0s extratos sdo considerados atoxicos ou baixa toxicidade. O
Extrato metanolico bruto das folhas (EMBF) de S. siamea e S. alata, nas doses de 62,5mg/kg,
125mg/kg e 250mg/kg, ndo apresentaram atividade laxante. Estudos mais aprofundados dos

extratos sdo necessarios para garantir a seguranca e eficacia terapéutica dos mesmos.

Palavras chave: Fabaceae. Senna. Andlise quimica. Andlise bioldgica.



ABSTRACT

The use of natural products in folk medicine as a therapeutic agent is known by virtually all
ancient civilizations. The genus Senna Mill, is an important source of substances with great
structural diversity, being currently used as laxatives and purgatives. The objective of this
work was to characterize the chemical and biological activities of the crude methanolic extract
of the leaves of Senna alata L. Roxb and Senna siamea (Lam.). The phytochemical profile
was performed in thin layer chromatography, with different mobile phases and developers.
The extraction of the essential oil was used by hydrodistillation and analyzed by gas
chromatography coupled to the mass spectrum (CG / MS). The larvicidal activity of the
essential oil was evaluated according to the method recommended by the World Health
Organization, adapted. The antimicrobial activity was performed by the agar diffusion
method, and identification of minimal inhibitory concentration. The methods of Mosman
(1983) and Costa-Lotufo et al. (2002) were used to analyze the hemolytic and cytotoxic
activity, respectively. The acute toxicity potential was evaluated according to OECD 423. The
methodology of Rao et al., 1997, modified, was used to analyze the laxative activity. The
phytochemical characterization showed the following metabolites: reducing sugars;
Flavonoids; Anthraquinones, triterpenes, coumarins, monoterpenes and sesquiterpenes,
proanthocyanidins and leucoanthocyanidin. After analysis in CG / MS, 03 (three) compounds
were identified: n-hexadecanoic acid, phytol and 9,12,15-octadecatrienoic acid (Z, Z, Z). The
essential oil of S. siamea showed no larvicidal activity. There was no evidence of
antimicrobial activity of the crude methanolic leaf extract (EBMF) of S. siamea. However, S.
alata EBMF showed moderate activity against B. subitilis (AMO04), and low activity against S.
aureus (AM103) and S. aureus (AM1210). Both extracts were inactive against hemolytic and
cytotoxic activity. In acute toxicity, the animals did not die after administration of the 2000mg
/ kg dose, with both extracts being considered nontoxic or low toxicity. The crude methanolic
extract of the leaves (EMBF) of S. siamea and S. alata, at doses of 62.5mg / kg, 125mg / kg
and 250mg / kg, presented no laxative activity. Further studies of extracts are necessary to
ensure the therapeutic safety and efficacy of the extracts.

Keywords: Fabaceae. Senna. Chemical analysis. Biological analysis.
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Fotomicrografias do figado dos grupos S. siamea (FS), controle (FC) e
S. alata (FA) FS: Observa-se veia centrolobular congesta de sangue (V)
e finas vacuolizagdes citoplasmaticas nos hepatocitos (setas finas e
curvas). Presenca de ducto biliar (db) e capilares sinuséides preservados
(setas retas finas). FC: observa-se veia centrolobular (v), hepatocitos
(setas brancas curtas) e capilares sinuséides (setas finas) preservados,
respectivamente. FA: Identifica-se veia centrolobular (v), intensa
atividade mitdtica nos hepatécitos (cabecas de seta), discretas
vacuolizagdes no citoplasma dos hepatdcitos (setas finas e curvas) e

presenca de capilares sinusodides (setas finas retas). H.E.: 400X.............

Fotomicrografias do rim dos animais tratados com EMF de S. siamea
(RS), controle (RC) e tratado com EMF de S. alata (RA). RS: Observa-
se presenca de glomérulos renais e vaso sanguineo congestos de sangue,
espacos urinarios conservados (G) e tdbulos coletores também
conservados na regido medular do rim (estrelas). RC: nota-se
glomérulos renais na cortical (G) com espagos subcapsulares
preservados e tubulos coletores (estrelas) sem alteracBes na regido
medular. RA: observa-se tufos de capilares glomerulares congestos de
sangue (G), com espacos subcapsulares ainda conservados. B) Tubulos

coletores preservados (estrelas). H.E.: 400X.........cccccoveviveieniveneninsnennn.

Fotomicrografias do bago dos animais tratados com EBMF de S. siar
(BS), controle (BC) e tratado com EBMF de S. alata (BA). BS: Nota-se |
conglomerado de nodulos linfaticos mais centralizados (setas retas)
alguns irregulares dispersos na periferia. BC: Observa-se presenca
nodulos linfaticos preservados na periferia e de forma agrupada no inter
do orgdo linféide (setas longas). BA: Observa-se presenca de nédi
linfatico aumentado (ativado) proximo a periferia e outros com fori
variada no interior do orgdo linfoide (setas longas).
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1. INTRODUCAO

A terapéutica moderna, composta de um grande numero de medicamentos com agdes
especificas sobre receptores, enzimas e canais i6nicos, ndo teria sido possivel sem o suporte
dos produtos naturais, especialmente daqueles provenientes das plantas superiores, das
toxinas animais e dos micro-organismos. O uso de produtos naturais na medicina popular,
como agente terapéutico é conhecido a vérias geracBes. Muitas culturas utilizaram estes
produtos por serem a principal, ou mesmo a unica matéria prima, para a elaboracdo de
medicamentos, permitindo o avango na descoberta de agentes terapéuticos contra doencas
infecciosas, canceres, doencas crénicas, doencas parasitarias e outras. O valor dos produtos
naturais esta claramente reconhecido, e os desafios sdo identificar novos compostos bioativos
e elucidar seus mecanismos de a¢do (CALIXTO, 2001).

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Ainda hoje nas regiGes mais pobres do
pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em
feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais residénciais (MACIEL et al.,
2002).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), 80% da humanidade ndo tém acesso ao
atendimento priméario de salde, por estarem muito distantes dos centros de atendimento ou
por ndo possuirem recursos para adquirir os medicamentos prescritos (AKERELE, 1993).
Para essas populagdes, as terapias alternativas sdo as principais formas de tratamento, e as
plantas medicinais, os principais medicamentos (MENGUE et al., 2001; RITTER et al., 1985;
MENDONCA-FILHO e MENEZES, 2003; PEREIRA et al., 2004; VENDRUSCOLDO et al.,
2005; CARLINI et al., 2006; AGRA et al., 2007; BIAVATTI et al., 2007).

E reconhecida a importancia dos produtos naturais, incluindo aqueles derivados de
plantas, no desenvolvimento de modernas drogas terapéuticas (CALIXTO, 1997). As plantas
medicinais sdo importantes para a pesquisa farmacologica e o desenvolvimento de drogas, ndo
somente quando seus constituintes sdo usados diretamente como agentes terapéuticos, mas
também como matéria-prima para a sintese, ou modelos para compostos farmacologicamente
ativos (WHO, 1998).

No setor da medicina, as plantas tropicais fornecem material para a produgdo de
analgesicos, tranquilizantes, diuréticos, laxativos e antibioticos entre outros. A
comercializagdo mundial dos produtos secundarios soma, em média, 200 milhdes de dolares
por ano (MEYERS 1983; PRINCIPE 1985).
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No Brasil, encontra-se a maior diversidade bioldgica do mundo, contando com uma rica
flora, despertando interesses de comunidades cientificas internacionais para o estudo,
conservacdo e utilizacdo racional destes recursos (ALMEIDA et al. 1998). E o pais detentor
da maior parcela da biodiversidade, em torno de 15 a 20% do total mundial, com destaque
para as plantas superiores. Além de seu uso como substrato para a fabricacdo de
medicamentos, é também utilizado em praticas populares e tradicionais como remédios
caseiros e comunitarios, processo conhecido como medicina tradicional. Além desse acervo
genético, o Brasil detém uma rica diversidade cultural e étnica que resultou em um acumulo
consideravel de conhecimentos e tecnologias tradicionais, passados de geracdo a geracdo,
entre 0s quais se destaca 0 vasto acervo de conhecimentos sobre manejo e uso de plantas
medicinais (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Neste sentido, compreende-se que o Brasil, com seu amplo patriménio genético e sua
diversidade cultural, ttm em mé&os a oportunidade para estabelecer um modelo de
desenvolvimento préprio e soberano na area de salde utilizando plantas e fitoterapicos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Embora o0 nosso pais possua a maior diversidade vegetal do mundo, com cerca de 60.000
espécies vegetais superiores catalogadas (PRANCE, 1977), apenas 8% foram estudadas para
pesquisa de compostos bioativos e 1.100 espécies foram avaliadas em suas propriedades
medicinais (GUERRA et al., 2001). Sendo assim, as pesquisas realizadas para avaliagdo do
uso seguro de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil ainda sdo incipientes, assim como o
controle da comercializacdo pelos 6rgédos oficiais em feiras livres, mercados publicos ou lojas
de produtos naturais (JUNIOR e PINTO; 2005).

O género Senna Mill. pertence & tribo Cassieae Bronn, subtribo Cassinae Irwin &
Barneby, juntamente com o género Cassia, sdo fontes importantes de substancias quimicas
com grande diversidade estrutural na familia Fabaceae. Espécies do género Senna sdo
utilizadas tradicionalmente como laxantes e purgativas (Senna alexandrina Mill, syn. Cassia
angustifolia Vahl, Senna acutifolia Delile) e como corantes (Senna cernua (Balbis) I. & B.,
Senna multijuga (L. C. Rich.) I. & B (SA, et al 2007). Atividade laxativa comparavel ao
padrdo bisacodil (principio ativo do Lacto-purga®) e anti-inflamatéria similar ao diclofenaco
de sodio foi observada para o extrato das folhas de Senna macranthera (NOGUEIRA, 2009).
Outras atividades relevantes como antimicrobiana, analgésica, antiparasitaria, inseticida,
antitumoral e hepatoprotetora sdo comprovadas para varias espécies do referido género.
(VIEGAS, et al. 2006; TAKKIS, et al. 2009; MACEDO, et al. 2009)
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H& uma excasses de artigos cientificos que avaliem eficiéncia, potencial terapéutico e a
seguranca de medicamentos a base de produtos naturais (CALIXTO, 2000). Minuciosos
estudos ainda se fazem necessario para se investigar a atividade bioldgica de extratos brutos

das plantas e sua relacdo com os diferentes constituintes quimicos. (ELVIN-LEWIS. 2001).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Realizar estudos de caracterizacdo quimica e atividade bioldgica da Senna alata L. ROXB e
Senna siamea (LAM.).

2.2. Objetivos Especificos
» Coleta do material botanico e preparacdo do extrato metandlico bruto das folhas de Senna
alata L. ROXB e Senna siamea (LAM.);

» Caracterizacdo fitoquimica do extrato metandlico bruto das folhas da Senna alata L.
ROXB e Senna siamea (LAM.);

» Extracdo e caracterizacdo quimica do 6leo essencial de Senna siamea (LAM.), bem como,

a avaliacdo da atividade larvicida;

» Investigar a toxicidade aguda e determinar o valor da DLsy em camundongos por via oral,

assim como o potencial citotdxico e hemolitico;

> Avaliar a atividade laxante do extrato metandlico das folhas de Senna alata L. ROXB e

Senna siamea (LAM.);

» Avaliar a atividade antimicrobiana de Senna alata L. ROXB e Senna siamea (LAM.).
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Aspecto Botanico

3.1.1. Familia Leguminoseae (ou Fabaceae)

A Familia Leguminoseae Juss. ou Fabaceae Lindl. (Sensu APGII) é a terceira maior
familia de angiospermas, compreendendo cerca de 727 géneros e 19.325 espécies, ficando
atras apenas Orchidaceae e Asteraceae (LEWIS et. al, 2005). Sdo encontradas em florestas
tropicais e matas temperadas com um clima sazonalmente seco ou &rido. Porém, muitas
espécies podem colonizar as terras aridas e marginal por causa de sua capacidade de
"transformar™ o nitrogénio atmosférico por meio de uma associacao simbidtica com bactérias,
conhecidas como rizobios. Sendo essa apenas uma das varias maneiras em que as
leguminosas obtem altos niveis de nitrogénio para atender a exigéncias do seu metabolismo
(MCKEY, 1994; SPRENT, 2001)

Trata-se de uma familia cosmopolita, ocorrendo desde os picos das serras
montanhosas até o litoral arenoso, da floresta tropical Umida até desertos, inclusive em
ambientes aquéaticos, mas os centros de diversidade diminuem a partir do distanciamento da
linha do Equador (LEWIS 1987).

Apresenta habito variado, desde ervas perenes até arvores de grande porte, folhas, em
geral compostas, inflorescéncia racemosa, flores com corola dialipétala e zigomorfa, com
excecdo das Mimosoideae, que possuem corola gamopétala, de simetria radiada, frutos do tipo
legume e suas variacBes, como legume bacoide, nucdide e samardide, lomento, foliculo,
samara e drupa (BARROSO et al. 1991; BARROSO et al. 1999). O monofiletismo da familia
foi confirmado por CHAPPILL (1995) e DOYLE et al. (2000), pela presenca de folhas
compostas, com pulvinos e de uma pétala adaxial diferenciada, ovario monocarpelar e frutos
do tipo legume.

No Brasil ocorrem 200 géneros e 1.500 espécies da familia Fabaceae. Presente na
maioria dos ecossistemas brasileiros, é relatada como a familia botanica mais bem
representada na caatinga, com 293 espécies em 77 géneros, constituindo aproximadamente
um terco de todos os vegetais deste bioma. (CORDULA, 2008; MELO-PINA, et al 1999)

Segundo Souza e Bortoluzzi, 2013, encontram-se distribuidas nas regies: Norte
(Acre, Amazonas, Amapa, Para, Rond6nia, Roraima, Tocantins); Nordeste (Alagoas, Bahia,
Ceard, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe); Centro-oeste
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(Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso); Sudeste (Espirito Santo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo); Sul (Parana, Rio Grande do Sol, Santa Catarina).

3.1.1.2. Importancia Agricola e econdmica

Demonstraram importancia agricola por milhares de anos, comecando com a
domesticagdo de lentilhas (Lens esculenta) no Ird datando de 9.500 a 8.000 anos atras, 0 seu
uso como fonte de alimento durante a pré-historia da América do Sul e seu uso pelo Império
Romano como fonte de alimento e para a melhoria do solo (GRAHAM e VANCE,
2003). Hoje os legumes séo uma fonte cada vez mais valiosa de alimentos ndo apenas para 0s
seres humanos, sendo responsavel por 27% da producdo agricola primaria do mundo, mas
também para animais de criacdo (GRAHAM e VANCE, 2003). As leguminosas foram
cultivadas em mais de 13% da terra aravel total cultivada no mundo em 2004 (GEPTS et al.,
2005). Leguminosas para grdo s contribuem 33% das necessidades dietéticas de proteina
para seres humanos, enquanto a soja ( Glycine max) e amendoim ( Arachis hypogeae )
fornecem mais de 35% de 0Oleo vegetal processado do mundo e uma rica fonte de proteina
(GRAHAM e VANCE, 2003).

O potencial econémico dessa familia é incontestavel, pois fornece madeira, 6leo e
resina de boa qualidade, seus frutos e sementes sdo consumidos como alimentos, produzem
matéria prima para perfumes, tinturas e farmacos, sendo muitas espécies utilizadas como
ornamental (LEWIS e OWEN 1989; LEWIS 1987). Segundo Lima et al. (1994), diversas
espécies de Leguminosae vém sendo empregadas como adubo natural gracas ao seu potencial

de associacdo com bactérias capazes de fixar o nitrogénio.

3.1.2 Subfamilia: Caesalpinioideae

Compreende 171 géneros e 2.250 espécies (LEWIS et al. 2005), abundantes na
América do Sul, Africa tropical e sudeste da Asia (COWAN 1981). Segundo BARROSO et
al. (1991), as espécies nativas correspondem a 64 géneros e 790 especies. Nos Campos
Rupestres a subfamilia esta representada por sete géneros e 94 espécies (GARCIA e DUTRA
2004). Distingue-se pelas folhas pinadas ou bipinadas, raramente simples ou 1-folioladas;
flores geralmente zigomorfas, 4-5-meras, com sepalas livres (exceto em Cercideae), sendo a
pétala adaxial sobreposta pelas pétalas laterais adjacentes, quando estas estdo presentes; o
legume é o tipo de fruto mais freqiente e as sementes ndo apresentam ranhura hilar e
geralmente possuem o eixo da radicula reto (COWAN 1981; BARROSO et al. 1999).
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3.1.3 Senna Mill.

E 0 segundo maior género da tribo Cassieae subtribo Cassiinae com aproximadamente
300 espécies de distribuicdo pantropical. Nas Américas, esta representado por cerca de 200
especies (IRWIN e BARNEBY 1982, LEWIS 2005), 80 das quais registradas para o Brasil
(SOUZA e BORTOLUZZI 2012).

O género pode ser diagnosticado pelas flores amarelas, usualmente assimétricas,
enantiostilicas, sem bractéolas no pedicelo, com androceu heteromdrfico e anteras basifixas,
bem como folhas comumente com nectarios entre os pares de foliolos e frutos
predominantemente indeiscentes (IRWIN e BARNEBY 1982).

A subtribo Cassinae compreende trés géneros: Cassia L., Senna e Chamaecrista
Moench (IRWIN e BARNEBY 1982). As espécies de Chamaecrista e Senna eram incluidas
em Cassia s.l. até o tratamento taxonémico de Irwin e Barneby (1981), quando estes géneros
foram separados. Senna distingue-se de Cassia principalmente pelos filetes retos, mais curtos
ou até duas vezes o comprimento das anteras, pelas anteras basifixas e pela presenca de
nectarios extraflorais na maioria das espécies. Por outro lado, Senna difere de Chamaecrista
principalmente pela auséncia de bractéolas (excepcionalmente presentes), pelo androceu
zigomorfo e pelos legumes que podem ser indeiscentes (IRWIN e BARNEBY 1982).

Senna possui taxonomia relativamente estudada, sendo o trabalho de Irwin e Barneby
(1982) o mais abrangente para 0 género por reconhecer 260 espécies agrupadas em seis
secdes e 35 séries. No entanto, a maioria das secOes e séries reconhecidas para Senna nao é
monofilética conforme MARAZZI et al. (2006).

Apobs o estudo de Irwin e Barneby (1982), contribuicdes a taxonomia das espécies
brasileiras de Senna séo escassas e 0 género teve sua taxonomia tratada apenas para a flora do
estado da Bahia (LEWIS 1987), de Santa Catarina (BORTOLUZZI 2004), do Rio Grande do
Sul (RODRIGUES et al. 2005) e de Pernambuco (LIMA 1999). Além desses estudos,
referéncias taxonémicas, biogeograficas e ecoldgicas sobre espécies de Senna sdo encontradas
nos estudos floristicos pontuais de FERNANDES (1962), ANGELY (1965), LEWIS e
OWEN (1989), ALVES e SARTORI (2009), QUEIROZ (2009), SILVA e TOZZI (2010),
entre outros.

Segundo Gupta e Singh (1991), espécies do género Senna séo ricas em flavonoides,
antraquinonas e polissacarideos. Também ja foram relatados para esse género esteroides,
alcaloides piperidinicos, isoquinolinas, cromonas, lactonas, estilbenos e triterpenos
(ALEMAYEHU e ABEGAZ, 1996; ALEMAYEHU et al., 1998; VALENCIA et al., 2000).
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Espécies do género Senna sdo conhecidas pela sua utilizacdo popular em algumas
regides da India, Asia e Africa, como laxativos e purgativos. Estudos farmacoldgicos de
algumas espécies comprovaram sua propriedade antibacteriana (SAMY et al, 2000),
antifangica (PALAMICHAMY e NAGARAGAN, 1990), anti-inflamatoria (CUELLAR et al,
2001), hepatoprotetora (JAFRI et al, 1999) e antimalarica (TONA et al, 1999), comprovando

assim o potencial farmacol6gido desse género.

3.1.4 Espécies

3.1.4.1. Senna alata L. Roxb.

Tabela 1: Classificacdo Botancia (Senna alata L. Roxb.)

Familia Fabaceae Lindl (Leguminosae)
Subfamilia Caesalpinieae

Género Senna Mill

Espécie Cassia alata L. Roxb

Fonte: Tropicos.org.Jardim Botanico de Missouri. 09 de julho de 2013
<http://www.tropicos.org/Name/13032838>

Senna alata (L.) Roxb. (= Cassia alata L.). E nativo da América Central e encontrado
principalmente nas Areas das Caraibas, mas também foi introduzida em muitos paises
tropicais e ilhas, independentemente do continente. E um arbusto anual ou bianual, 1-4 m de
altura, preferindo areas ensolaradas e umidas. As folhas sdo verde-amareladas, largas, com 5-
14 pares de foliolos (5 - 21 x 2-13 cm). Flores zigomorfas amarelo brilhante, em forma de
cacho ereto, geralmente simples. Frutos, medindo cerca de 10-16 x 1,5 centimetros, marrom
guando maduro e contendo numerosas (até 60) sementes em forma de diamante (FOURNET,
2002).

Espécie considerada daninha, de crescimento rapido, conhecida popularmente como
mata-pasto na regido Norte do Brasil. E frequente em areas de pastagens, arredores de
estradas e terrenos baldios, em quase todo o Brasil, principalmente em lugares imidos, como
a regido de Belém (LORENZI, 2000; PLANTAMED, 2013).

Em Cuba, Camardes, no Brasil, na india e outros paises, suas folhas, cascas, flores e

raizes podem ser utilizadas na medicina popular, por suas propriedades anti-herpética,


http://florabrasiliensis.cria.org.br/search?taxon_id=21
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febrifuga, antianémica, antiblenorragica, antinefritica, antidota, antimicética, diurética,
parasiticida, laxante, e contra doencas de pele (BARRESE PEREZ & HERNANDEZ

JIMENEZ, 2002; AWAL et al., 2004; BARRESE PEREZ et al., 2005; PIEME et al., 2006;
PLANTAMED, 2013).

Figura 1: Flor, Folha e Fruto (Senna alata L. Roxb.)
(Foto de: photograph by H. Joseph)

Figura 2: Flor (Senna alata L. Roxb.)
Fotografo Tariq stevart, MBG; Fonte Projeto Mina Mabounié
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3.1.4.2 Senna siamea (Lam.) H.S. Irwin & Barneby

Tabela 2: Classificacdo Botancia (Senna siamea Lam.)

Familia Fabaceae Lindl (Leguminosae)
Subfamilia Caesalpinieae

Género Senna Mill

Espécie Senna siamea (Lam.)

Fonte: Tropicos.org. Jardim Botanico de Missouri. 09 de julho de 2013
<http://www.tropicos.org/Name/13048426>

E uma espécie arborea originaria da Tailandia, sudeste da Asia, aclimatada a regido
nordeste sendo normalmente empregada na arborizacao urbana. E uma Poaceae pertencente a
subfamilia Caesalpinoideae, conhecida popularmente como Cassia-de-sido. Planta de tamanho
médio que atinge 5m de altura em condi¢des aridas sendo que raramente excede 20m de altura
e 50cm de diametro a altura do peito (JENSEN, 1995). Tem sido cultivada em paises do
sudeste asiatico para controle de erosdo, como quebra-ventos, abrigos vivos, lenha e madeira
para poste (DUTRA, et al 2007).

Flores com coloracdo amarela, em paniculas piramidais axilares grandes, de 20 a 30
centimetros de comprimento e 13 ¢cm de largura (LITTLE e WADSWORTH, 1964). Séo
compostas por cinco sépalas cdncavas, cor amarelo-esverdeada, coberto de pélos finos e 8
mm de comprimento, e cinco pétalas amarelas, dispersos e arredondadas sobre o mesmo
tamanho, de 15 a 20 mm de comprimento. Tem sete estames de comprimento variavel, trés de
tamanho menor e estéril, e um pistilo com um ovaério, verde palido, finamente macio, e estilo
curvado (LITTLE, 1983).

Os frutos, geralmente produzidos em abundéncia, consistindo de vargens finas, de cor
marrom escuro quando maduro, de 5 a 25 centimetros de comprimento e 12-20 mm de
largura. A bainha contém até 25 sementes (LITTLE, 1983; WORTHINGTON, 1959)

As sementes sdo pequenas, achatadas, em forma de feijdo (8 mm de comprimento), na
cor marrom escuro, brilhante, com uma testa fina, mas resistente. (KNUDSON, CHANEY,
REYNOSO, 1988; LITTLE, 1983). S&o liberadas das vagens deiscentes, quando eles ainda
estdo na arvore (LITTLE, 1964). Quando maduras, as vargens se abrem, mas podem ser
coletadas dos ramos, e, em seguida, seco ao ar para separar as sementes (WEBER e
STONEY, 1986).


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0101-31222007000100022&script=sci_arttext&tlng=es/
http://florabrasiliensis.cria.org.br/search?taxon_id=21
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As folhas séo alternas, compostas pinadas, 23-33 cm de comprimento, com eixo verde
fino com tons avermelhados. As &rvores maduras sdo caracterizadas por um tronco reto de até
30 cm de diametro, casca lisa e cinza, irregular, arredondada, com folhagem densa (LITTLE,
1983).

Cassia siamea (Lam.) é utilizada na medicina popular no tratamento de prisdo de
ventre, maléria e doengas associadas a febre e ictericia (AHN et al, 1978.; NSONDE-
NTANDOU et al, 2005;. KAUR et al, 2006). As partes aéreas sdo Uteis em micose e doencas
relacionadas com a pele por causa da presenca de derivados de antraquinona (AHN et al.,
1978). Levantamentos etno botanicos sugerem também atividades antinociceptivo e antivirais,
das partes aéreas (GBEASSOR et al, 1989., MBATCHI et al, 2006), antioxidante e anti-
hipertensivo (KAUR et al., 2006). A atividade laxante (ELUJOBA et al, 1989), sedativa
(THONGSAARD et al., 2001, Sukma et al., 2002) e anti-inflamatoria do extrato de casca do
tronco (ABATAN, 1990, NSONDE NTANDOU et al., 2010) foram também relatadas.

Figura 3: Floracdo e frutificacdo (Senna siamea Lam)

Fotdgrafo: Cirilo Nelson TEFH
Fonte: http://www.tropicos.org/Image/79053


http://www.tropicos.org/Image/79053
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Figura 4: Flor - Senna siamea Lam Figura 5: Inflorescéncia - Senna siamea Lam
Fotografo:Indiana Coronado Fotdgrafo: Indiana Coronado
Fonte: Fonte: http://www.tropicos.org/Image/100169373

http://www.tropicos.org/Image/100169372

3.2. Metabolitos Secundarios

Metabolismo é o conjunto de reagdes bioquimicas que ocorrem continuamente em
cada céelula. Com isso, os compostos quimicos formados, degradados, ou transformados sdo
denominados metabélitos (MACHADO, 2007). Em células vegetais os metabdlitos costumam
ser dividido em priméarios e secundarios. Os metabdlitos primarios, por definicdo, sdo
moléculas que se encontram em todas as células vegetais e sdo necessarios para a vida da
planta. S&o os acucares, aminoacidos, proteinas e os acidos nucléicos. Em contrapartida, 0s
secundarios, sdo restritos em sua distribuicdo, tanto dentro da planta quanto entre diferentes
espécies de plantas. Sdo importantes para a sobrevivéncia e a propagacdo das plantas que 0s
produzem, sdo eles: compostos fenolicos, terpendides, 6leos essenciais e alcal6ides entre
outros. Sdo esses compostos 0s responsaveis pelos efeitos medicinais, ou tdxicos, das plantas,
e eles apresentam grande importancia ecoldgica, uma vez que podem atuar na atragdo de
polinizadores, ou representar uma defesa quimica contra estresse ambiental (LOPEZ, 2006;
RAVEN et al., 2007).

A origem de todos os metabdlitos secundarios pode ser resumida a partir do
metabolismo da glicose, via dois intermediarios principais, o acido chiquimico e o acetato
(MACHADO, 2007). Nas figuras 6, 7 e 8, esta esquematizado a rota biossintéticas para
producdo de Compostos fenolicos, isoprenoides e alcaldides; Derivados do acido cindmico e

Biossintese mista: origem dos flavondides e derivados, respectivamente.
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Figura 6. Esquema simplificado das rotas biossintéticas para producéo de

Compostos fendlicos, isoprendides e alcaldides. Fonte: CASTRO et al. (2001a).
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Gragas a atividade metabolica secundaria dos vegetais superiores, estes produzem
substancias, como mecanismo de defesa, como exemplo pode-se citar a producdo de
antibidticos, contra microorganismos, insetos e herbivoros (JUNIOR E PINTO, 2005). Assim
como, 0s Oleos essenciais e 0s extratos de diversas espécies de plantas podem controlar o
crescimento dos microrganismos relacionados a pele, a carie dental, incluindo as bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas (SARTORATTO et al., 2004).

As plantas que contém compostos aromaticos sdo usadas tradicionalmente na medicina
popular, na indastria farmacéutica, na industria alimenticia aumentando a vida util dos
alimentos, mostrando inibi¢cdo de bactérias, fungos filamentosos e leveduras, na medicina
alternativa e na de terapias naturais (SARTORATTO et al., 2004).

Nem sempre 0s principios ativos de uma planta sdo conhecidos, mas mesmo assim ela

pode apresentar atividade medicinal satisfatoria e ser usada desde que ndo apresente efeito
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toxico. Existem varios grupos de metabolicos secundéarios, alguns de maior importancia sao

abordados na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas de alguns metabdlitos secundarios de plantas medicinais.

PRINCIPIO ATIVO PROPRIEDADES MEDICINAIS OU TOXICAS
Alcaléides  Atuam no sistema nervoso central (calmante, sedativo,

estimulante, anestésico, analgésico). Alguns podem
ser cancerigenos e outros antitumorais.

Mucilagens Cicatrizante, antiinflamatério, laxativo, expectorante e
antiespasmadico.

Flavondides Antiinflamatério, fortalece os vasos capilares,
antiesclerdtico, antidematoso, dilatador de coronérias,
espasmolitico, antihepatotoxico, colerético e
antimicrobiano.

Taninos Adstringentes e antimicrobianos (antidiarréico).
Precipitam proteinas.
Bactericida, antivirético, cicatrizante, analgésico,
Oleos essenciais  relaxante, expectorante e antiespasmaédico.

Adaptada de Lorenzi & Matos (2002).

3.2.1. Antraquinonas

Segundo (SIMOES, et al., 2000) quinonas sd0 compostos organicos que podem ser
considerados como produtos de oxidagdo de fenois. As antronas e antrandis sao 0s primeiros
derivados antrondides que se formam nas plantas, possui funcdo oxigenada apenas no C-9 e a
maioria ocorre na natureza na forma de glicosideos. As antraquinonas propriamente ditas séo
mais estaveis e sdo geralmente formadas a partir de antronas livres por auto-oxidagdo ou pela

acdo de enzimas proéprias das plantas.

Figura 9. Estrutura quimica do nucleo fundamental das antraquinonas.

Fonte:http://www.saber.ac.mz/bitstream/10857/3828/1/Estudo%20Fitoqui
mic0%20de%20Aloe%20marlothii.%20Antonio%20A.%20Tchambule.pdf
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Os derivados antraquindnicos sdo geralmente compostos alaranjados e sollveis em
agua quente ou alcool diluido. Podem estar presentes nos farmacos na forma livre ou na forma
de glicosideos. As antraquinonas e antronas sao caracterizadas farmacologicamente por sua
acao laxativa (em pequenas doses) e purgativa (em maiores doses), propriedades atribuidas a
presenca de dois grupos hidroxilas nas posicbes C-1 e C-8 e um grupo substituinte
diferenciado em C-3 (Da Fonte, 2005).
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Figura 10. Estrututra quimica dos antraquindnicos:
Relacdo estrutura — atividade laxativa/purgativa.

Fonte:http://www.saber.ac.mz/bitstream/10857/3828/1/
Estudo%20Fitoquimico%20de%20Aloe%20marlothii.%
20Antonio%20A.%20Tchambule.pdf

Laxantes deste tipo bloqueiam a reabsorcdo de sodio através do bloqueio da enzima
ATPase dependente de Na+ /K+ (efeito anti-reabsortivo). Ao mesmo tempo promove, em
diferentes condicBGes, a passagem de eletrélitos e agua na luz intestinal. Sdo também
empregados terapeuticamente como catarticos, por irritar o intestino grosso, aumentando a

mobilidade intestinal e, conseqlientemente, diminuindo a reabsorcéo de agua (12Z0, 1999).

3.2.2. Metabdlitos Secundarios do género Senna

O género Senna tem sido amplamente estudado do ponto de vista quimico, e sua
descricdo fitoquimica permite verificar as potencialidades de estudo de outras de suas
espécies como fontes de novas substancias quimicas (DI STASI E HIRUMA-LIMA, 2002).

Foram isolados da Senna alexandrina, polissacarideos (ALAM E GUPTA, 1986),
flavonoides (WASSEL E BAGHDADI, 1979) e sennosideos A e B (Fig 11) em diferentes
partes da planta (YASMIN et al., 1986; ISHIDA et al., 1989). O perfil fitoquimico dessa
espécie ndo difere muito da Senna acutifolia quanto a presenca de aminoacidos, glicosideos,
agliconas de antraquinonas e flavondides (UPADHYAYA & SINGH, 1989). A fracdo
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polissacaridica foi testada quanto a sua atividade antitumoral contra Sarcoma-180 de
camundongos, exibindo uma taxa de 51% de inibicdo (MUELLER et al., 1989).

S. alata é uma das espécies mais importantes do género Senna, que € rico em
antraquinonas e polifenois (PALANICHAMY E NAGARAJAN, 1990; YAGI, et al, 1998).
As folhas foram analisadas qualitativamente a presencga de antraquinonas (FERNAND, et al,
2008), flavondides e glicosideos flavondides (MORIYAM, et al, 2002).

Segundo Barrese e Hernandez, 2002; Ordofiez et al., 2004; Barrese pérez et al., 2005;
Plantamed, 2013, entre 0s componentes até entdo identificados em S. alata, por diferentes
métodos fitoquimicos de prospeccao, encontram-se taninos, triterpenos, esteroides, alcaloides,
carboidratos redutores, flavonoides, saponinas, cumarinas, antocianidinas, emodina,
antraquinona, chrysarabina, ribarina, acido malico, tartarico, crisofanico e 6leo essencial.

Foram isolados da S. siamea, alcaloides e triterpendides (BISWAS E MALLIK, 1986),
polissacarideos (KHARE et al., 1980) e os &acidos palmitico, estearico, oleico, linoléico,
malvalico, esterctlico e verndlico (DAULATABAD et al., 1988). B-Sitosterol, lupeol,
luteolina, d-pinitol, alcaldides, glicosideos, flavonoides e uma série de antraquinonas e
biantraquinonas (AHN et al, 1978;. SHAFIULLAH et al, 1995.)
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3.3 Toxicologia

A toxicidade de uma substancia pode ser definida como a capacidade de causar dano
grave ou morte a um dado organismo (DRAIZE; WOODARD; CALVERY, 1944). Para que 0
dano ocorra é necessario, em primeiro lugar, que 0 organismo seja exposto, em segundo, que
este interaja com o agente intoxicante (PENA; CARTER; AYALA-FIERRO, 2001). De fato,
toda substancia pode ser considerada um agente tdxico, esta condicdo ira depender das
condicgdes nas quais ocorrera a interagdo do agente quimico com o0 organismo, como tempo e
frequéncia de exposicdo, dose administrada ou absorvida, e via pela qual se deu a
administracdo (CASTRO, 1993).

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca ou
nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmacoldgicas, propagadas por usuarios ou
comerciantes. Comparada com a dos medicamentos usados nos tratamentos convencionais, a
toxicidade de plantas medicinais e fitoterapicas pode parecer trivial. Isto, entretanto, ndo é
verdade. A toxicidade de plantas medicinais € um problema sério de salde publica. Os efeitos
adversos dos fitomedicamentos, possiveis adulteracfes e toxidez, bem como a agéo sinérgica
(interacdo com outras drogas) ocorrem comumente (JUNIOR E PINTO, 2005).

O uso milenar de plantas medicinais mostrou, ao longo dos anos, que determinadas
plantas apresentam substancias potencialmente perigosas. Do ponto de vista cientifico,
pesquisas mostraram que muitas delas possuem substancias potencialmente agressivas e, por
esta razdo, devem ser utilizadas com cuidado, respeitando seus riscos toxicoldgicos. Como
exemplo de efeito tdxico de substancias presentes em plantas, pode ser citado o efeito
hepatotoxico de apiol e safrol (Fig. 12) (CAPASSO; 1ZZO; PINTO; BIFULCO;
VITOBELLO; MASCOLO; 2000).
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Figura 12: Estrutura Quimica do apiol e safrol.
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Diversas substancias isoladas de vegetais, consideradas medicinais possuem atividades
citotoxicas ou genotoxicas e mostram relacdo com a incidéncia de tumores (AMES; 1983). O
intenso apelo comercial, advindo do forte movimento cultural dos naturalistas, aqueceu em
todo 0 mundo o consumo de plantas medicinais. Entretanto, ndo ha respeito aos limites de uso
dos fitoterdpicos, ndao se fornecem informacgdes sobre efeitos colaterais, e o consumo de
plantas, do modo como vem sendo feito, representa cada vez mais um risco para a salude
humana. Estudos multidisciplinares, associando fitoquimica e farmacoélogia, tornam-se cada
vez mais importantes para a definicdo dos potenciais terapéuticos e toxicos de extratos
vegetais (MACIEL, et all; 2002).

De acordo com dados do Sistema Nacional de Informacdes Toxicologicas (SINITOX), no
ano de 2010, no Brasil foram registrados 1132 casos de intoxicagdo humana por uso de plantas,
sendo que desses, 05 foram a 6bito (SINITOX, 2010).

Os testes toxicoldgicos sdo realizados para se ter dados sobre as condi¢des em que as
entidades quimicas produzem efeitos tdxicos, qual a natureza desses efeitos e quais os niveis
seguros de exposi¢do (LOOMIS; HAYES, 1996).

3.3.1 Toxicidade aguda

Toxicidade aguda é definida como os efeitos adversos que ocorrem dentro de um
periodo curto apds a administracdo de uma dose Unica ou doses mdltiplas administradas
dentro de um periodo de 24 horas, tendo como objetivo determinar a sintomatologia em curto
prazo apds a administracdo de um composto, bem como o binémio dose-efeito letal, que é
estimada por um parametro denominado dose letal 50%, mais conhecida como DLso
(BARROS ; DAVINO, 2003). Serve de base ainda para o estabelecimento de um regime de
doses para pesquisas sobre a toxicidade subaguda e cronica, além de fornecer subsidios sobre
0 modo de acédo toxica da substancia-teste (BRITO, 1994).

Os ensaios de toxicidade aguda s&o comumente realizados em camundongos e ratos,
embora em certos casos também sejam utilizados animais maiores, como coelhos e caes.
Recomenda-se a mesma via de administracdo utilizada no homem, sendo a via oral a mais
comum (KLAASSEN; AMDUR; DOULL, 1996).

3.3.2. Estudos da toxicidade do género Senna
Senosideos sdo os principais metabdlitos ativos de Senna e exibem uma toxicidade

muito baixa em ratos (HIETALA et al., 1987). Tem-se observado baixa genotoxicidade, tanto
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em linhagens de bactérias, como em células de mamiferos (SANDNES et al, 1992,.
MUKHOPADHYAY et al, 1998; HEIDEMANN et al, 1993,. MERETO et al, 1996).

Estado toxicoldgico e genotdxico do extrato bruto de Senna sdo considerados
diferentes, mediante o0 grau de pureza do mesmo, no qual em 98% de pureza, a DL 50 &
4100mg/kg, enquanto 5,5% de pureza correspondem a uma DL50 de 384mg/kg (HIETALA et
al., 1987). Outros derivados de antraquinonas como hidroxiantraquinonas (emodina, aloe-
emodina, Rhein), que estdo presentes em menor quantidade em Senna, tém efeitos
toxicoldgicos e mutagénico, diferenciado, levando a muitas controversas. Emodina e aloe-
emodina apresentaram resultados positivos em ensaios genotdxicos em Salmonella
typhimurium, e em células V79-HGPRT, hepatdcitos e fibroblastos de ratos (WESTENDORF
et al., 1990), enquanto que resultou negativa no estudo de Heidemann et al. (1993). Mori et al.
(1990) observaram formacdo de neoplasias no estbmago, no intestino e no figado de ratos
antes de 48 dias de exposicdo a 1% hidroxiantraquinonas na dieta. Além disso, segundo
Siegers et al. (1993), especula-se que uso cronico de laxantes antrandides € um fator de risco
para desenvolvimento do cancer coloretal. Outros investigadores estdo em desacordo com
estas observacfes (SANDNES et al., 1992; HEIDEMANN et al, 1993,. MASCOLO et al,
1999.; MENGS et al., 1999).

O extrato das folhas de S. alata apresentou varias atividades farmacoldgicas, tais como
anti-inflamatorio, analgésico (PALANICHAMY E NAGARAJAN, 1990), laxantes (OGUNTI
E ELUJOBA, 1993), antiplaquetario de agregacdo (MORIYAMA, et al, 2003), antifingica
(DAMODARAN E VENKATARAMAN, 1994) e antimicrobiana (IBRAHIM E OSMAN,
1995). Apesar das propriedades terapéuticas, deve ser administrada com cuidado, pois €
suspeita de ser tdxica aos rins e, ainda, considerada abortiva (LORENZI, 2000;
PLANTAMED, 2013).

3.4. Trato Gastrointestinal, Constipacéo Intestinal e Agentes Laxativos.

O trato gastrointestinal (TGI) é um dos sistemas do organismo de importancia
fundamental, considerando sua funcdo de prover, 0 necessario para 0 organismo; agua,
eletrolitos e nutrientes (GUYTON e HALL, 2006). As suas funcdes dependem de
propriedades inerentes a musculatura lisa intestinal, reflexos de neurdnios intrinsecos no
intestino e no sistema nervoso central (SNC) (Fig. 13), efeitos paracrinos de mediadores
quimicos e hormdnios gastrointestinais (GANOG, 2003). Porém, a maioria de suas funcgdes é
autbnoma e controlada predominantemente pelo sistema nervoso entérico (SNE)
(Fig.14)(HOOGERWERF & PASRICHA, 2003).
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Fonte:http://s988.photobucket.com/user/meddics/slideshow/apuntes%20y
%20resumenes/?albumview=slideshow.
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Figura 14: Controle neural da parede intestinal, mostrando (1) os plexos
mioentérico e submucoso (fibras pretas); (2) o controle extrinseco desses plexos pelo
sistemas nervosos simpético e parassimpatico (fibras vermelhas); e (3) fibras
sensoriais passando do epitélio luminal e da parede intestinal para os plexos

entéricos, depois para os glanglios pré-vertebrais da medula espinhal e diretamente
para a medula espinhal e o tronco cerebral (fibras pontilhadas).

Fonte:http://s988.photobucket.com/user/meddics/slideshow/apuntes%20y%20resum
enes/?albumview=slideshow.
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A propulsdo dos alimentos ao longo do TGI consiste no processo de defecagdo. De
modo geral, através dos movimentos peristalticos, o bolo fecal chega ao reto provocando uma
dilatacdo das paredes intestinais que por sua vez, estimula as terminagdes nervosas e
conseqiientemente, relaxa o esfincter anal interno (BABB, 1975). Se nesse momento, 0
esfincter externo do anus estiver relaxado, as fezes serdo eliminadas. Caso contrério, as fezes
ficam retidas no interior do reto e o reflexo desaparece, retornando apds minutos ou horas
(MELO et. al., 2003). Sendo o esfincter externo formado por musculo, 0 mesmo pode ser
controlado voluntariamente (GLASS, 1973; GUYTON e HALL, 2006).

Durante o processo de formacdo das fezes, cerca de 1.500 mililitros de quimo, passam
normalmente para o intestino grosso, por dia. Na metade proximal do c6lon se d& a maior
parte da absorcdo de agua e eletrélitos do quimo, sobrando menos de 100 mililitros de
liquidos para serem excretados nas fezes. Nessa regido ocorre praticamente absor¢édo de todos
os ions, sendo apenas eliminados pelas fezes, 1-5mEq de ions de sddio e de cloreto. Devido a
maior parte da absorcdo ocorrer nessa regido, da-se 0 nome de célon absortivo. Enquanto o
colon distal tem como funcdo principal o armazenamento das fezes, até 0 momento propicio
para excrecao, recebendo o nome de célon de armazenamento (GUYTON e HALL, 2006).

Os mecanismos de absorcao da agua e dos ions ocorrem de maneiras distintas. A &gua é
absorvida por osmose, conforme osmolaridade do contetdo intestinal. No entanto, a absorcéao
de sddio é o fator determinante dos niveis de agua absorvidas (PIVA et al., 1999; CHARNEY
et al., 2002). O sodio é absorvido na forma de cloreto de s6dio removido por transporte ativo
das células epiteliais, pela Na+ - K+ - ATPase e cloreto absorvido por um mecanismo
eletricamente neutro, que consiste na sua troca pelo acido carbdnico (TSAI et al. 2004;
LIBORIO et al., 2006). Esse mecanismo de absor¢do & importante, pois a secrecdo de
bicarbonato combate a acidez provocada pelo metabolismo das bactérias intestinais, mantendo
assim as condic¢Bes normais para a flora intestinal. As bactérias intestinais desempenham um
papel importante na digestdo. Com isso, qualquer alteracdo nas mesmas pode provocar
diarréia (PRASAD et al., 1995; FIELD, 2003).

Qualquer problema no processo fisioldgico descrito acima podera acarretar distdrbios na
absorcdo de agua pelo colo. Em quadro clinico que ocorre entrada de &gua no ceco, superior
ao volume normal absorvido pelo colon (5 litros por dia), acarretard em diarréia. Entretanto,
quando ocorre excessiva absorcdo de agua, promoverd formacdo de fezes ressecadas,
viabilizando uma situacdo que se denomina de constipacdo (PIVA et al., 1999; SANTOS,
2003).
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3.4.1 Constipagéo Intestinal

Segundo Guyton e Hall (2006), constipacdo intestinal significa movimento lento das
fezes através do intestino grosso. Estando muitas vezes associado a grandes quantidades de
fezes ressecadas e endurecidas no colon descendente, que se acumulam devido a absorcéo
excessiva de liquidos. Diversos fatores podem propiciar a constipacdo intestinal, dentre elas
pode-se citar: Qualquer patologia do intestino que obstrua o movimento do contetdo
intestinal, como tumores; aderéncias que causem constricdo ou Ulceras; habitos intestinais
irregulares desenvolvidos durante a vida, de inibicdo dos reflexos normais de defecacéo;
espasmos em pequenos segmentos do célon sigmaide.

Apesar de numerosos casos de constipacdo, ainda ha dificuldades de estabelecer o
diagnostico correto. Com isso, sd@o necessarios multiplos exames a fim de determinar as
possiveis causas, bem como os padrdes fisiopatoldgicos e o grau de evolugdo da constipacao
(BABB, 1975; SANTOS, 2005). Normalmente os casos de constipa¢do sdo classificados na
forma aguda ou cronica. A primeira deve-se a mudancas no habito alimentar, uso de drogas,
reducdo da atividade fisica, presenca de estado mdrbido ou mesmo viagens (MELO et. al.,
2003). A constipacdo cronica € proveniente de problemas funcionais ou organicos, tais como,
0 uso de alimentos constipantes ou anormalidades estruturais do trato gastrointestinal
(JOHANSON, 2007; MELO et. al., 2003).

O esforco evacuatorio do constipado, seja adulto ou crianca, pode causar doengas como
hemorroidas e fissuras anais. Ambas exigem a correcdo do habito intestinal inadequado, para
a sua cura. Além disso, na grande maioria necessitam também intervencao cirdrgica para
corrigir a doenca instalada, retirando os individuos de suas atividades durante o periodo
cirurgico e da convalescenca (CRUZ, 1999; SLEISENGER et. al., 1998).

O estudo da prevaléncia da constipacdo e de fatores associados tem grande importancia
para a qualidade de vida da populacdo, podendo auxiliar na elucidagcdo e prevencdo de
multiplos estados patoldgicos causados por este agravo. A constipacdo €, portanto, uma
doengca ou um conjunto de sintomas que consomem grande quantidade de recursos
econdmicos, puablicos ou privados, com implicagbes sociais dramaticas que atingem
principalmente a crianca na idade escolar, prejudicando sua inser¢ao social (MORAIS, et. al.,

1999), a qual pode ser evitada com atitudes educacionais e preventivas.

3.4.2. Agentes Laxantes
Os farmacos que atuam como laxativos, incluem os purgativos, que aceleram a

passagem do alimento através do intestino, e 0s agentes que aumentam a motilidade no
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masculo liso, sem causar purgacdo. De maneira geral, eles podem atuar pelo aumento da
retencdo de &gua devido aos efeitos osmdticos (fibras alimentares, etc), estimulando a
secrecdo intestinal ou até mesmo, atuando diretamente na motilidade intestinal (VAN
GORKOM, et al., 1999; RANG et al., 2001). Os agentes laxantes foram classificados em
quatro diferentes classes: laxativos osméticos, formadores de bolo fecal, emolientes fecais e
estimulantes. Dentre elas, a mais utilizada é laxante osmdticos, onde estdo incluidos os
purgativos salinos (sulfato de magnésio e o hidréxido de magnésio), bem como a lactulose
(MELO et al., 2003; MACCARA, 1982). Em contrapartida, essa classe pode causar eventos
adversos como colicas, diarréias, flatuléncia e disturbios eletroliticos. Em casos de super-
dosagens medicamentosas, pode gerar efeitos graves como, bloqueio cardiaco, bloqueio
neuromuscular ou depressdo do SNC em criancas e em pacientes com deficiéncia renal,
devido ao enorme desequilibrio eletrolitico (RANG et al., 2001).

Os formadores do bolo fecal sdo substancias capazes de reter &gua na sua estrutura,
aumentando o volume fecal, diminuindo sua consisténcia e facilitando a evacuacao
(SCHAEFER E CHESKIN, 1998). Além de amolecerem as fezes pela captacdo de agua,
estimulam a motilidade pela distensdo que provocam na parede do colon, com o aumento de
volume do seu contetdo. Como se trata de um estimulo fisioldgico, podem ser usados mesmo
na presenca de uma mucosa intestinal inflamada. Sdo prdprias para suplementacdo da dieta
pobre em fibras como tratamento coadjuvante da constipacdo crénica e podem ser usadas por
tempo indeterminado (SCHAEFER E CHESKIN, 1998; MARQUEZ, 1998). Atuam nas
porcdes distais por serem pouco digeridas no coélon, mantendo o volume liquido até a
evacuacdo. No intestino grosso as fibras sdo responsaveis pelo aumento do bolo fecal e
diminuicdo da sua consisténcia; diminuem o tempo de transito intestinal e diminuem a
pressdo no interior do colon (SCHAEFER e CHESKIN, 1998; MARQUEZ, 1998). O inicio
de acdo é de 12 a 24 horas. Contraindicagdes para o uso de agentes incrementadores do bolo
fecal séo a suspeita de oclusdo intestinal, impactacdo, mudancas de habito intestinal subitas de
causa desconhecida, dificuldade de degluticdo e abdome agudo (SWEENEY, 1997).

As substancias oleosas, também conhecidas como emolientes fecais, ndo sdo digeridas
pelas enzimas humanas, com isso, facilitam o deslizamento das fezes. Tem como objetivo a
lubrificacédo das fezes desde que esses agentes sdo pobremente absorvidos. Entretanto, existe
o risco de refluxo do 6leo para a arvore respiratéria em idosos, e diminuicdo da absorcéo de
vitaminas lipossoluveis (SWEENEY, 1997). Nao sdo recomendados para uso prolongado. O

mais comum é o 6leo mineral. O inicio de ag&o é de seis a oito horas.
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Os compostos laxantes sdo substancia que atuam aumentando a secre¢do de agua e
eletrolitos pela mucosa e o peristaltismo, possivelmente através da estimulacdo dos nervos
entéricos (RANG et al. 2001). Sdo recomendados quando os demais grupos de laxantes ndo
solucionam o quadro de constipacdo (JOHANSON, 2007). Fazem parte desse grupo, 0S
derivados de difenilmetano (fenoftaleina e o bisacodil) e os derivados antraquindnicos (sene,
cascara sagrada, aloe vera e ruibarbo) (SANTOS, 2003).

3.4.3. Atividade Laxante do género Senna

Espécies do género Senna sdo muito utilizadas na medicina popular como um potente
agente laxativo (VALVERDE, et al, 1999 & AREZZO, 2000). O componente
antraquindnico mais conhecido é o sene, que contém basicamente senosideos, sendo 0s
senosideos A, B, C e D, os principais compostos responsaveis pelo efeito laxativo. Estes sdo
pré-drogas, ndo absorvidas pelo intestino delgado, que sdo degradadas pelas enzimas
bacterianas do colon. O resultado dessa degradacdo é a producdo da substancia ativa, as
monoantraquinonas (SCHAEFER & CHESKIN, 1998). A renantrona é o métabolito ativo
responsavel pelo efeito laxante (YAGI et al., 1991) do sene e é liberado no intestino grosso
pela flora bacteriana ap6s hidrolise dos glicosideos. As antronas e diantronas sdo dez vezes
mais ativas que as antraquinonas e constituem as formas realmente ativas das substancias
antracénicas (LEMLI, 1988). Apesar de estimularem a secrecdo de fluidos das paredes do
célon para o lmen, ndo alteram a permeabilidade nem lesam a mucosa. Sdo geralmente
usados em tratamento de curta duracdo ou na abordagem inicial de um paciente com
constipacdo cronica de mais dificil controle (SCHAEFER e CHESKIN, 1998). Vérios
mecanismos de acdo tém sido propostos para explicar o efeito laxativo de antraquinonas,
entretanto 0 mecanismo de acdo preciso, ainda ndo foi claramente elucidado (NOGUEIRA,
2009).

As folhas de dez espéecies de Cassia da Nigéria foram estudadas quanto as suas
propriedades laxantes em ratos albinos machos, utilizando as folhas de C. alexandrina como
controle positivo. As folhas de C. podocarpa apresentaram atividade laxante tdo potente como
a C. alexandrina. Os resultados finais indicaram que tanto C. alata quanto C. podocarpa
apresentaram resultados significativos quanto a atividade laxante (ELUJOBA et al., 1989). O
extrato a 10% das folhas de Senna fastuosa também apresentou atividade (KRAMBECK et
al., 1985).
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3.5.  Antimicrobianos

O termo quimioterapia antimicrobiana pode ser entendido como a utilizagdo de compostos
quimicos sintéticos capazes de destruir agentes infecciosos ou inibir o seu crescimento
(RANG; DALE; TITTER, 2001). Enquanto a terminologia antibidtico se refere a substancias
produzidas por diversas espécies de micro-organismo (bactérias, fungos, actinocetos) para
suprimir o crescimento de outros micro-organismos (NEU, 1997).

O sucesso obtido com o desenvolvimento dos antimicrobianos levou a um periodo de
euforia na medicina, representado pela fase de maior desenvolvimento da indudstria
farmacéutica (1950-1970). Acreditava-se que a ciéncia seria capaz de extinguir todas as
doencas através do combate aos micro-organismos. Entretanto, essa realidade proporcionou o
uso inadequado dos antimicrobianos e conseqlilentemente o aparecimento de cepas de
bactérias patogénicas resistentes a acdo dos mesmos (NASCIMENTO, 2003).

Existem dois tipos de resisténcia, a natural e a adquirida. Na natural, qualquer individuo
isolado da espécie, independente de onde foi isolado, apresenta a resisténcia, isto é, por se
tratar de resisténcia nata, o perfil de resisténcia é encontrado em espécies isoladas em
qualquer local do mundo. Enquanto a resisténcia adquirida, apenas algumas cepas apresentam
ao longo do tempo (TRABULSI; ALTERTHU, 2005).

Embora as industrias quimicas e farmacéuticas tenham produzido uma imensa variedade
de diferentes antibidticos nos dltimos tempos, cada vez mais tem sido observado o aumento
de micro-organismos resistentes aos antimicrobianos disponiveis no mercado, incentivando a
busca de novas fontes de substancias com atividades antimicrobianas. Além disso, a alta
incidéncia de infecgBes, principalmente em individuos imunocomprometidos, aumenta a
importancia da procura e da descoberta de compostos terapéuticos alternativos (PRASHAR et
al., 2003).

As doencas infecciosas representam uma importante causa de morbidade e mortalidade
entre humanos, especialmente nos paises em desenvolvimento. Assim, as inddstrias
farmacéuticas tém sido motivadas para o desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas
nos Ultimos anos, especialmente em fungdo da ocorréncia de resisténcia microbiana a tais
medicamentos (NASCIMENTO et al., 2000), nesses paises, o tratamento de tais doencas €
dificil ndo so devido a resisténcia, mas também por causa da baixa renda da populacao, que
reduz drasticamente a acessibilidade a medicamentos adequados (KUETE et al., 2011).

Uma alternativa terapéutica para o tratamento de micro-organismos resistentes a
antibiodticos é a utilizagdo de extratos vegetais. H4 muitas vantagens no uso de compostos

antimicrobianos de plantas medicinais, como menos efeitos colaterais, melhor tolerancia do
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paciente, mais econdmico, melhor aceitacdo devido a longa historia de uso e ser renovavel por
estar disponivel na natureza (GUR et al., 2006; PAREKH & CHANDA, 2007). A
investigacdo quanto a acdo antimicrobiana de plantas produz resultados uteis e elas
constituem de um potencial terapéutico com acéo significativa frente a patégenos humanos,
incluindo bactérias, fungos e virus (SCHUCK et al., 2001).

Na figura 15 estdo ilustrados os locais, ou estruturas, da célula bacteriana que sdo
considerados sitios de acdo para os componentes de produtos naturais. Geralmente os
mecanismos de acdo de compostos naturais sdo desintegracdo da membrana citoplasmatica,
desestabilizacdo da forca préton motriz (FPM), fluxo de elétrons, transporte ativo e
coagulacdo do contetdo da célula. Nem todos os mecanismos de acdo agem em alvos
especificos, podendo alguns sitios serem afetados em consequiéncia de outros mecanismos
(BURT, 2004).
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Figura 15: Locais e mecanismos de acdo que podem ser sitios para acdo de compostos
naturais na célula bacteriana (Adaptado de Burt, 2004)

3.5.1. Atividade Antimicrobiana do género Senna.

Atividade antimicrobiana foi verificada com a utilizagdo de Senna obtusifolia
(KITANAKA & TAKIDO, 1986), Senna pudibunda (CAVALCANTI et al., 1988), Senna
Garrettiana (INAMORI et al.,, 1984), S. alata, S. fistula, S. frandis, S. holosericea, S.
multijuga, S. occidentalis, S. purpurea, S. roxburghii, S. putibunda, S. tora (VEIGAS et al,
2006).

Para avaliar a atividade antibacteriana de Senna alata, Ordofiez et al. (2004) oito
micro-organismos foram testados: S. aureus, S. epidermidis, Bacillus subtilis (B. subtilis), P.
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aeruginosa, E. coli, Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae), Serratia sp., Salmonella
typhimurium e C. albicans. O extrato de mata pasto apresentou atividade apenas sobre S.
aureus. Trabalhos recentes revelaram o potencial dos extratos de S. alata na inibicdo de
diversos microrganismos, tanto de bactérias quanto fungos (CHOMNAWANG et al., 2005;
OWOYALE et al., 2005). Estudo realizados por Makinde et al., (2007), demonstraram a
eficiéncia de extratos metandlicos de S. alatacontra fungos de diversas espécies,
como: Microsporum canis; Blastomyces dermatitidis; Trichophyton mentagrophytes;

Candida albicanse e Aspergillus flavus.



4. Capitulo |

CARACTERIZAQAO FITOQUIMICA DO EXTRATO
BRUTO METANOLICO DAS FOLHAS DE Senna alata (L.) Roxb e Senna
siamea LAM. (FABACEAE)
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1. INTRODUCAO

As préticas da medicina tradicional expandiram-se mundialmente no decorrer da dltima
década do século XX e ganharam popularidade. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) tem
estimulado o desenvolvimento de politicas publicas, a fim de inserir os medicamentos
fitoterapicos no sistema oficial de saude de 191 Estados membros. A inclusdo do Brasil na
discussdo dessa politica sobre fitoterapicos deve-se ao fato do pais possuir ndo s6 a maior
diversidade genética do mundo, mas também ampla tradicdo no uso de plantas medicinais,
que estd intrinseca ao conhecimento popular dos brasileiros (RODRIGUES; SANTOS;
AMARAL, 2006).

De acordo com a OMS, plantas medicinais sdo todas as plantas que conttm em um ou
mais de seus 6rgdos substancias que podem ser utilizadas com propdsitos terapéuticos ou que
sejam precursoras de semi-sintese quimica farmacéutica (BADKE, 2008). Ainda nesse
sentido, Morgan (1994), afirma que toda planta que contém um ou mais principios ativos em
sua composicdo e que sdo Uteis a salde dos seres humanos, sdo consideradas plantas
medicinais.

Os compostos secundarios tém sido alvo de inimeras investigacGes, buscando conhecer
sua origem, funcdes e, especialmente, as maneiras como podem ser empregados pelo homem
(WALLER; NOWACKI, 1978; WERKER et al. 1994; BRUNETON, 1995; HARBORNE,
1995; SAROYA, 2006; GOBBO-NETO e LOPES, 2007). Uma vez que diversos povos ao
longo da evolucdo humana na Terra tém utilizado plantas com propositos medicinais, varios
estudos foram conduzidos e correlacionaram a atividade farmacolégica aos compostos
secundarios que produzem (BARBOSA FILHO et al. 2006; BARREIRO et al. 2007
CORREA et al. 2008; ARECHE et al. 2009).

A composi¢do quimica da familia Fabaceae é muito peculiar, apresentando o0s
isoflavonoides como os metabolitos caracteristicos e em grande variedade (BRANDI, 1997).
As atividades bioldgicas desses compostos tém sido estudadas, como exemplo tem-se a
genisteina, que possui atividade inibitoria contra a topoisomerase Il e tirosina quinase que
inibe a proliferacdo do cancer (AKIYAMA et al., 1987; WANG et al., 2001). Os
isoflavonoides sdo considerados fitoestrogénios, cujo mecanismo de agdo é baseado na
inibicdo dos receptores de estrogénios por acdo competitiva com o hormonio. Eles podem
reduzir os riscos de alguns canceres hormonio dependentes, incluindo os de prostata e mama
(MERKEN; BEECHER, 2000; VEITCH, 2007).

Espécies do género Senna revelaram uma grande diversidade de substancias inéditas e

bioativas, com padrdes moleculares variados. Foram isolados cerca de 350 metabolitos
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secundarios em espécies desse género, que se encontram amplamente distribuidas em varias
partes do mundo. Estudos evidenciaram a ocorréncia de substancias de diversas classes, sendo
as antraquinonas, flavonoides e outros compostos fendlicos como os constituintes mais
frequientes na maioria das espécies (VIEGAS et al., 2006).

Uma vez que esse taxon inclui espécies produtoras de metabolitos secundérios de
interesse, investigacdes tém sido realizadas. Viegas et al. (2004b), por meio de analises
fitoquimicas, verificaram a presenca de alcaldides em S. spectabilis (DC) H.S. Irwin &
Barneby, identificaram a espectalina, um alcaléide piperidinico com preliminar acéo
anticolinesterasica; e Serrano et al. (2009), foram isolados dois alcal6ides piridinicos com
essa mesma atividade e um flavonoide (quercetina) em S. multijuga subsp. lindleyana.

Diante da variedade de compostos bioativos identificados em espécies do género Senna, 0
presente trabalho tem como objetivo a caracterizacdo fitoquimica do extrato bruto metandlico
(EBM) das folhas de S. siamea e S. alata.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Local de Trabalho
O estudo fitoquimico foi realizado no Laboratério de Sintese Quimica e Produtos
Naturais, do Departamento de Antibidtico — Centro de Ciéncias Bioldgicas, na Universidade

Federal de Pernambuco.

2.2. Material botanico

As folhas de S. alata (L) Roxb. e S. siamea (Lam.), foram coletadas nos arredores do
campus da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e no Campus da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), respectivamente, em marco de 2012. As
exsicatas foram depositadas no Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), sob numeros de
tombamento 87.186 e 87.187, respectivamente.

2.3. Preparacao dos extratos

O material boténico (folhas) foi seco em estufa a 45°C por 72h, e em seguida
pulverizadas. A extracdo foi realizada por maceracdo durante sete dias, usando metanol
(100g/L). A solucdo obtida foi concentrada a pressdo reduzida em evaporador rotativo
(BUCHII-RE) a 40°C.
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2.4 Perfil fitoquimico

Utilizando-se placas de Silica Gel (ALUGRAM® SIL G/UV254, Ref: 818133),
aliquotas de 10uL foram submetidas a cromatografia em camada delgada (CCD) para a
analise da presenca dos principais metabolitos secundarios: Polifenois (flavonoides, derivados
cindmicos, fenilpropanoglicosideos, proantocianidinas condensadas, leucoantocianidinas e
taninos gélicos), Terpendides (monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e
esterdides), Alcaldides e AcguUcares Redutores, empregando-se diversas fases mdveis e
reveladores especificos como descritos na Tabela 01. Para a andlise da presenca de

Saponosideos foi realizado o teste de afrogenicidade.

2.4.1 Pesquisa de Flavonoides

Cromatografia em camada delgada, usando-se como fase mével o sistema acetato de
etila: &cido formico: acido acético: agua (100:11:11:27 v:v), sendo a presenca destas classes
de metabdlitos evidenciada por bandas com fluorescéncia tenuente azulada (derivados
cinamicos) ou de laranja a vermelho (flavonoéides) quando revelado com o reagente de NEU e

analisada em U.V. O padréo utilizado foi o extrato bruto metandlico de alcachofra.

2.4.2 Pesquisa de Antraquinonas
Bandas de cor amarelo-vermelho, aparecem apos a revelacdo com KOH (hidroxido de

potassio), aplicado sobre a cromatoplaca. A Cascara sagrada foi utilizada como padréo.

2.4.3 Pesquisa de Proantocianidinas condensadas e Leucoantocianidinas

A presenca de bandas de coloracdo vermelha, apos revelacdo com vanilina cloridrica e
visualizagdo no visivel, foi utilizada como resultado positivo para a presenca de taninos. Se a
coloracdo vermelha apresentar-se no ponto de aplicacdo, é detectada a presenca de
proantocianidinas condensadas; se houver migracdo, € evidenciada a presenca de

leucoantocianidinas.

2.4.4 Pesquisa de Monoterpendides, Sesquiterpendides e Diterpendides
E detectada a presenca desses metabélitos quando o cromatograma é revelado com vanilina
sulfurica e posterior aquecimento em estufa a 100 °C por 5 min e surgem bandas de coloracao

azul escuro, confirmando a presenca destes.
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2.4.5 Pesquisa de Triterpenoides e Esteroides

Para detectar a presenca desses metabodlitos, o cromatograma é revelado com o
reagente de Liebermann-Burchard com posterior aquecimento em estufa a 100°C por 5 min.
O aparecimento de bandas de coloracdo avermelhada, quando observadas no UV 365 nm,
indica a presenca de triterpenos e esterdides. S&o utilizados o padrdo de beta-sitosterol, beta-

amirina e &cido ursolico.

2.4.6 Pesquisa de Alcaldides
O cromatograma foi revelado com o reagente de Dragendorff, utilizando como padréo
a pilocarpina. A presenca de bandas de coloracéo laranja foi usada como critério para acusar a

existéncia de alcaldides.

2.4.7 Pesquisa de Acucares Redutores

Os padroes xilose, arabinose, rhamnose, glicose e maltose foram empregados para a
identificacdo de acucares redutores no extrato. O cromatograma é revelado com o cloreto de
2,3,5 trifeniltetrazdlio (TTZ), com posterior aquecimento em estufa a 100°C por 5 min. O
surgimento de bandas com Rf igual aos padrdes, bem como coloracdes idénticas, é

interpretado como resultado positivo a presenca desses metabolitos.

2.4.8 Pesquisa de Saponosideos

O teste consistiu no aquecimento, em placas de Petri, de 12 mL do extrato bruto seco
em metanol, para a eliminacdo do solvente. O produto resultante foi diluido em agua destilada
e colocado em tubo de ensaio, com posterior agitacdo manual (30 s) e repouso por
aproximadamente duas horas (COSTA, 2001). A observacao da consisténcia e persisténcia da
espuma resultante por mais de 2h foi utilizada como critério para avaliar a presenca de

saponosideos.



Tabela 1. Sistemas cromatograficos empregados na prospeccéo fitoquimica do EBMF de
Senna alata e Senna siamea.

o1

METABOLITOS

FASE MOVEL

REVELADOR REFERENCIA

Acucares
Redutores

Alcaloides
Antraquinonas

Cumarinas

Monoterpendides e
Sesquiterpendides

Triterpendides e
Esteroides

Flavonoides

Proantocianidinas
condensadas e
Leucoantocianidinas

Saponinas

n-BuOH-Me2CO-
TPPO4 (40:50:10, v/v)

AcOEt-AF-AcOH-H,0
(100:11:11:26 v/v)
AcOEt-MeOH - H,O
(100:13,5:10)
Tolueno- AcOEt -AF
(6:4:1 viv)
Benzeno-AcOEt
(97:03)

AcOEt-AF-AcOH-H,0
(100:0,5:0,5:0,5)

AcOEt-AF-AcOH-H,0
(100:11:11:26)

AcOEt-AF-AcOH-H,0
(100:11:11:26)

Cloreto de

trifeniltetrazélio

Dragendorff

Bornstragen

u.v.
365nm
Vanilina
Sulfurica

Lieberman/
Burchard

NEU

Vanilina
cloridrica

Afrogenicidade

METZ, 1961

WAGNER, 1996
WAGNER, 1986
WAGNER, 1996

WAGNER, 1996

HARBONE, 1998

XAVIER, 1988

ROBERTSON,
1957

SCHENKEL,
GOSMANN,
ATHAYDE (2000)

n-BuOH = n-butanol; Me2CO = acetona; TPPO4 = tampéao fosfato; ACOEt = Acetato de etila; AcOH = acido
acético; H20 = 4gua; AF = acido férmico; MeOH = metanol; ; NEU = acido etilborilaminoéster a 1% em etanol;
UV = ultravioleta; Et20-Tolueno; AcOH = Etdxi etano.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os compostos quimicos do extrato bruto metandlico das folhas (EBMF) S. alata e S.

siamea, estdo demonstrados na tabela 2. Foi identificado em ambos os extratos a presenca de:

Acucares redutores, Antraquinonas, Cumarinas, Monoterpenos e Sesquiterpenos, Triterpenos

e Esterdides e Flavonadides.
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Tabela 02: Resultado da Avaliacéo Fitoquimica do EBMF de
Senna alata e Senna siamea.

Metabdlitos EBMF EBMF
Secundarios (S. alata) (S. siamea)
Acucares Redutores + +
Alcaldides - -
Antraquinonas + +
Cumarinas + +
Monoterpendides e

Sesquiterpendides * *
Triterpendides e + +
Esterdides

Flavondides + +

Proantocianidinas
condensadas e - -
Leucoantocianidinas

Saponinas - -

Legenda: (+) presenga do metabdlito secundario
(-) auséncia do metabdlito secundario

Na investigacdo de saponinas, conforme demonstrado na figura 1, apds o segundo e
terceiro minuto de analise (S. siamea e S. alata, respectivamente), ndo havia formagdo de

espuma persistente e abundante, indicando auséncia desse metabdlito nos referidos extratos.

S. siamea
Apo6s 2mi

Figural: Teste de afrogenicidade indicando auséncia
de saponinas no extrato de Senna siamea e Senna
alata. Setas apontam auséncia de espumas abundantes
e persistentes.
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A figura 2 mostra o aparecimento de bandas de coloracdo alaranjado e esverdeado
indicando presenca de flavondides. As bandas azuis fluorescentes podem ser indicativas de
derivados cindmicos. Como se pode observar a incidéncia de derivados cinamicos foi maior

no EBMF S siamea, quando comparado com EBMF Senna alata e EBMF Senna alexandrina.

Figura 02: Cromatograma para a identificacdo de flavonoides. 1- EBMF Senna alata; 2- EBMF Senna
alexandrina; 3- EBMF S aiamea. A- Alcachofra (padrdo); Q — Quercetina (padrdo).

Na figura 3, as bandas azuis escuras, evidenciam a presenca de compostos
monoterpendides, sesquiterpendides e diterpendides. Estando as bandas praticamente na
mesma altura, sugere-se que sejam compostos em comum nas trés espécies. Na figura 4, foi

comprovada a presenca de agucares redutores.



Figura 3: Cromatograma para a
identificacio de monoterpendides,
sesquiterpenoides e diterpendides. 1-
EBMF Senna alata; 2- EBMF Senna
alexandrina; 3- EBMF Senna siamea.
P- Padrdo (Timol)

Figura 04: Cromatograma para a
identificacdo de acUcares redutores. 1-
EBMF Senna alata; 2- EBMF S.
alexandrina; 3- EBMF Senna siamea;
padrao X: xilose; F: frutose; G:
glicose.
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Os resultados da prospeccao fitoquimica das espécies S. siamea e S. alata estudadas
corroboram com os descritos por Gupta e Singh (1991) e Alemayehu e Abegaz (1996);
Alemayehu et al., 1998; Valencia et al., 2000, os quais relatam que espécies do género Senna
sdo ricas em flavonoides, antraquinonas, polissacarideos, esteroides, isoquinolinas, cromonas,
lactonas, estilbenos e triterpenos.

Atualmente, cerca de 30 espécies, do género Senna, vém sendo estudadas e relatadas
como fontes ricas em derivados fendlicos, antracénicos e antraquinénicos, como Cassia
fistula (AGARKAR; JADGE, 1999; GUPTA et al., 1984; KUO et al., 2002) e Senna sophera
(KITANAKA et al., 1989; MALHOTRA; MISRA, 1982).

As propriedades farmacolégicas dos flavonoides sdo amplas. Segundo Marin et. al.,
(2002), a atividade antioxidante desperta interesse crescente devido a presenca desses
metabdlitos nos alimentos vegetais, 0 que possibilitaria 0 uso de dietas ricas com fins
terapéuticos ou preventivos.

Destacam-se, dentre outros, os seguintes efeitos dos flavondides sobre os sistemas
bioldgicos: atividade anticancerigena, atividades antiinflamatéria e de efeito vasodilatador;
acdo antialérgica; atividade contra o desenvolvimento de tumores, anti - hepatotoxica,

antiulcerogénica; atuacdo antiplaquetaria, bem como agdes antimicrobianas e antivirais (LIN
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et al. 1997). Trabalhos realizados por varios autores relatam a presenca de flavondides em
espécies do género Senna. Dentre outros metabdlitos, como taninos, triterpenos, esterdides,
alcaldides, acucares redutores, flavondides, saponinas, cumarinas, antocianidinas, emodina,
antraquinona, ribarina, acido malico, tartarico, crisofanico e 6leo essencial (BARRESE
PEREZ; HERNANDEZ JIMENEZ, 2002; ORDONEZ et al., 2004; BARRESE PEREZ et al.,
2005).

Rodrigues et al., 2009, investigaram os metabolitos da S. alata, reforcando os
resultados obtidos pelo presente estudo, no qual verificaram que cumarinas, flavonoides e
acidos graxos podem ser encontrados em todas as partes da planta. Entretanto antraquinonas
s6 foram detectadas nas folhas.

Compostos quimicos identificados em S. siamea estdo sendo associados a atividades
bioldgicas, tais como Barakol - propriedades ansioliticas (THONGSAARD et al., 1996);
Flavonoides, compostos fendlicos totais, triterpenos e fitosterois - antioxidantes, Anti-
inflamatorio, analgésico (MEHTA et al., 2013; THONGSAARD et al., 2001; FIORINO et al.,
1998; INGKANINAN et al., 2000; KOYAMA et al., 2001; SUKMA et al., 2002;
DEACHAPUNYA et al., 2005; AJAIYEOBA et al., 2008). Saponinas, antraquinonas e
alcalGides foram evidenciados por SMITH, 20009.

Verifica-se, outros compostos secundarios, além dos encontrados no presente estudo
como: alcaldides, saponinas e taninos, na literatura. Esses resultados podem estar relacionados
aos diferentes solventes utilizados na extracdo e/ou reagentes reveladores distintos, entre
outros fatores como, local e més da coleta.

Quando comparamos 0s compostos identificados nas duas espécies, nota-se a
semelhanga fitoquimica entre os mesmos, corroborando assim com os identificados no

presente trabalho.

3. CONCLUSAO

Pelo método de cromatografia em camada delgada (CCD), foi possivel identificar
compostos fitoquimicos em S. alata e S. siamea, tais como agucares redutores, antraquinonas,
cumarinas, monoterpenos e sesquiterpenos, triterpenos e esterdides e flavonoides. Atividades
bioldgicas e farmacologicas estdo associadas aos metabdlitos secundarios das mesmas. Com
iSs0, SA0 necessarios novos estudos para ampliar o conhecimento quimico dessas espécies,

garantindo assim uso seguro e eficaz das mesmas, na terapia.



5. Capitulo 11

CARACTERIZAQAO QUI'I\/IICA E ATIVIDADE LARVICIDA
(Aedes aegypti) DO OLEO ESSENCIAL DE Senna siamea
LAM. (FABACEAE)
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1. INTRODUCAO

Senna siamea € uma espécie de planta medicinal e alimentar muito difundida e cultivada
no sudeste da Asia e na Africa sub-samariana. E bastante utilizada na terapia popular, no qual
a casca do caule é tradicionalmente utilizado como analgésico, anti-inflamacéo e associados
doencas como a febre e ictericia (NSONDE NTANDOU et al., 2010). As folhas foram
utilizadas como um laxante suave (SAKULPANICH E GRITSANAPAN, 2009), anti-
hipertensivos, antibacteriano ( BUKAR et al., 2009) e antifungico (KUPITAYANANT et al.,
2001), as quais sdo atribuidas a presenca de diversas antraquinonas e barakol
(THONGSAARD et al., 2001). As flores tém atividade antioxidante (KAUR et al., 2006).

Plantas do género Senna, S. kleinii (BABU et al., 2003), S. auriculata (PARI E LATHA,
2002) e S. glauca (SALAHUDDIN E JALAPURE, 2010) tém sido relatados por atividade
antidiabética. Um nimero de compostos incluindo barakol, emodina, e-p y-sitosterol, lupeol,
luteolina, d-pinitol, alcaldides chromone, glicosideos flavondides, antraquinonas e
bianthraquinones ja foram isolados S. siamea (THONGSAARD et al, 2001; LU et al, 2001;
ALLI-SMITH, 2009).

Historicamente, os Oleos essenciais tém desempenhado papel importante nas mais
variadas atividades da humanidade. A utilizacdo de espécies de plantas produtoras de 6leos
essenciais envolve desde a industria de perfumes e de alimentos até a medicina popular
(SONOWA E KONIG, 2001). Informacdes referentes a possibilidade de utilizagdo de 6leos
essenciais, de diferentes plantas, como alternativa viavel para o controle de insetos estdo
disponiveis na literatura. Recentes investigacdes apontam que alguns 6leos essenciais nao
apenas repelem insetos, como também apresentam acao inseticida e fumigante (MIYAZAWA
etal., 1997; NGOH et al., 1998; ISMAN, 2000).

Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) é o principal vetor da febre amarela na América
Central e do Sul América e na Africa Ocidental. E também o vetor da dengue hemorragica,
que é endémica no Sudeste da Asia, Africa e América (CICCIA E COUSSIO, 2000) A
dengue é considerada uma das maiores preocupacdes mundiais de saude publica e estima-se
que 1,3 bilhGes de pessoas estejam em risco de serem infectadas (WHO, 2004). O
desenvolvimento de resisténcia a inseticidas tem sido relatado em um ndmero de vetores do
mosquito em todos os continentes do mundo (SATHANTRIPHORP et al., 2006).

Tendo em vista a grande diversidade de vegetais existentes no Brasil, de um total
estimado entre 350 e 550 mil espécies (SANDES E BLASI 2000), estudos a partir de extratos
vegetais surgem com a expectativa de se encontrar substancias com propriedades inseticidas e

simultaneamente seletivas para serem usadas em futuras formulacbes de um produto
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comercial. Diversos estudos comprovam a atividade de extratos vegetais contra diferentes
espécies de mosquitos (DAHARAM SHAKTU E MENON 1983, CONSOLI et al. 1989,
GUIMARAES et al. 2001) incluindo A. aegypti (ANGERILLI 1980, SILVA et al. 2004).
Segundo Govindarajan (2010), Substancias de extratos de plantas podem ser fontes
alternativas de controle de mosquitos vetores. A atividade larvicida contra A. aegypti foram
identificadas em extratos de plantas das familias Myrtaceae (CHENG et al., 2009), Piperaceae
(MORAIS et al., 2007), Poaceae (FURTADO et al., 2005), Lamiaceae (ARAUJO et al.,
2003), Rutaceae (KIRAN et al., 2006) Verbanaceae (CAVALCANTI et al., 2004), Apiaceae e
Zingiberaceae (PITASAWAT et al., 2007), e Meliaceae (MAGALHAES et al., 2010).
Conforme demonstrado, extratos de S. siamea tém sido utilizados para diversas
finalidades terapéuticas, entretanto ndo foi encontrado na literatura relatos sobre o 6leo
essencial da mesma. Diante disso, tem-se como objetivo a caracterizacdo quimica desses

terpenoides, assim como a avaliagdo da atividade larvicida contra mosquito A. aegyptio.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Local de Trabalho
O presente estudo foi realizado no Laboratério de Ecologia Quimica, no Centro de Ciéncias
Exatas e da Natureza (CCEN) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

2.2. Material botanico
As folhas de S. siamea (Lam.), foram coletadas no Campus da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), em mar¢o de 2012. A exsicata foi depositada no Instituto Agronémico

de Pernambuco (IPA), sob nimeros de tombamento 87.187.

2.3. Extracao do oleo essencial

Para obtencdo do Oleo essencial (OE) foram utilizados cerca de 500 g de folhas
frescas, as quais foram trituradas juntamente com 1750mL de agua destilada. Posteriormente
0 material vegetal foi transferido para um bal&@o de fundo redondo de 5L, adicionando-se mais
agua destilada, perfazendo um volume final de 2500mL. O baldo volumétrico foi transferido
para uma manta aquecedora (160 °C — 170 °C), acoplada a um aparato de Clevenger
modificado e um condensador durante um periodo de 3h. Em seguida, o 6leo foi coletado e
tratado com sulfato de sédio anidro para retirada da agua remanescente. O 6leo obtido foi
mantido sob refrigeragdo (-24 °C) até o uso nos experimentos (AUTRAN et al., 2009).
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2.4. Analise por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometro de Massa

Os compostos volateis foram analisados através de cromatografia gasosa/
espectrometria de massa (CG/EM) em um sistema quadrupolo Agilent 5975C Series CG/EM
(Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), equipado com uma coluna apolar DB-5 (Agilent
J&W; 60 m x 0.25 mm d.i., 0.25 pm espessura da pelicula). Para a andlise, 1pul. de uma
solucdo hexanica, foi injetado em modo splitless. Posteriormente injetou-se 1ul em split
(1:20) da mistura de padrdes de hidrocarbonetos (C9-C34). E finalmente, injetou-se a mistura
do 6leo essencial ¢ a mistura de padrdes de hidrocarbonetos, 1uL (0.2uL de alcanos e 0.8uL
de 6leo) em splitless. A solugdo hexanica de hidrocarboneto foi preparada com padrbes
comerciais Sigma-Aldrich®. A temperatura do CG foi ajustada em 60 °C por 3 min,
aumentada em 2,5 °C min™, até 240 °C e mantida por 10 min. O fluxo de hélio foi mantido
em pressdo constante de 100 kPa. A interface do EM foi definida em 200 °C e os espectros de
massa registrados em 70eV(em modo IE) com uma velocidade de escaneamento de 0.5 scan-s
de m/z 20-350. Os compostos foram identificados a partir de comparacdo de seus espectros de
massa e tempos de retencdo com aqueles de padrdes auténticos disponiveis na biblioteca de
referéncia MassFinfer 4, NIST 08 e WileyRegistry™9th Edition, integradas ao software
Agilet MSD Productivity do Chemstation(Agilent Technologies, Palo Alto, EUA). As areas
dos picos nos cromatogramas foram integradas para obtencdo do sinal ionico total e seus
valores utilizados para determinar as proporcdes relativas de cada campo.

A partir da analise dos tempos de retencdo dos compostos na amostra do 6leo
essencial, dos padrdes de hidrocarboneto e a combinacdo do 6leo essencial com a mistura de
padrdes foi calculado o indice de retencdo para cada componente do Oleo, segundo as
equacOes de VAN DENDOOLANDKRATZ (1963) e E. KOVATS (1965), e comparado com
dados da literatura (ADAMS, 2009).

» Formula usada para determinacdo do indice de retencdo de Kratz

(trx — trha)
IR =100 .{ . — 1+ 100.N
(trhd — trha)
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Onde:

IR: indice de retencéo de Kratz.

i: Diferenca do nimero de carbonos do hidrocarboneto que elui depois da amostra
com o hidrocarboneto que elui antes.

trx: Tempo de reten¢do do composto

trhA: Tempo de retencdo do hidrocarboneto que elui antes da amostra.

trhD: Tempo de retencdo do hidrocarboneto que elui depois da amostra.

N: Numero de carbonos do hidrocarboneto que elui antes da amostra.

» Formula usada para determinacdo do indice de retencdo Kovats

Kl = 100Z + 100[(logt’RX) - (logt'RZ)]

(logt’RZ +1) - (logt’RZ)

Onde:
KI: Indice de retencio Kovats
X: Composto de interesse

Z: Numero de atomos de carbono do hidrocarboneto com tempo de retencéo
imediatamente anterior ao tempo de retencdo de X

t’RX: Tempo de retencdo ajustado de X
t’RZ: Tempo de retencdo ajustado de Z

t’RZ +1: Tempo de retencdo ajustado do hidrocarboneto com tempo de retengéo
imediatamente posterior ao tempo de retencéo de X

2.5 Criagdes das larvas

A criacdo de larvas e mosquitos de A. aegypti foi mantida no insetario do Laboratério de
Ecologia Quimica da UFPE, sendo proveniente da cepa RockFeller. O ambiente foi mantido a
temperatura constante de 28 °C, umidade relativa de 58% e fotoperiodismo de 14D:10N
(dia/noite).
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2.6. Bioensaio Larvicida

A atividade larvicida do 6leo essencial foi avaliada utilizando-se uma adaptacdo do
método recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 1981) segundo Navarro et
al., (2003). Para a andlise da atividade larvicida, uma solucdo estoque de 100 ppm foi
preparada utilizando-se, 0,005 g do 6leo diluido em 0,7 mL de etanol, adicionando-se agua
destilada até um volume final de 50 mL. As demais concentracdes foram preparadas através
de diluicdes feitas a partir da solucéo estoque com agua destilada. Para o bioensaio preliminar
foram realizados testes com as concentracdes de 100, 50 e 10 ppm. Os testes foram realizados
utilizando-se 20 larvas de A. aegypti, no terceiro instar do desenvolvimento, separadas em um
recipiente contendo a solugdo do 6leo a ser testada. Para cada ensaio, foram realizadas trés
repeticdes e um controle negativo contendo apenas agua destilada e a mesma quantidade de
etanol utilizada no ensaio correspondente. A mortalidade das larvas foi determinada ap6s 48h
de incubagdo a 27+ 0,5 °C. As larvas foram consideradas mortas quando as mesmas nao
responderam a estimulos ou ndo subiram a superficie da solugdo. Os valores das
concentracdes letais para CL10 e CL50 foram calculados pela anélise de Probit usando o
StatusPlus 2006 software (AUTRAN ET AL., 2009).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.1 Analise do 6leo essencial extraido das folhas de Senna siamea LAM.
O cromatograma do Gleo essencial apresentado na Figura 1 mostra o efeito dos compostos
contidos no oleo essencial extraido das folhas de S. siamea. Apos anélise foram evidenciados

24 compostos dos quais, trés foram passiveis de identificacdo (tabela 1).
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Figura 1: Cromatograma (CG/MS) do 6leo essencial das folhas de S. siamea.

Para identificagdo dos compostos os espectros de massas obtidos foram comparados
com trés bancos de dados: ADAMS.L, ESSENTIALOILS -23P.L, NIST08.L, que retornaram, com
indice de similaridade, trés possibilidades de compostos para cada substancia. Considera-se a
base de dados que apresenta maior indice de similaridade.  Foram considerados apenas
aqueles que apresentam tempo de retencdo maior 5minutos e indice de similaridade igual ou

superior a 90.

Tabela 1: Identificacdo dos constituintes majoritarios do 6leo essencial obtido de folhas de
Senna siamea LAM.

Composto Tempo de Indice de Retencio Proporgéo no
Retencéo Calculado | Literatura  0leo (%)

Acido n-Hexadecanoico 41,441 1944,63*  1951* 40,90

Fitol 44,931 2113,60*  2114* 31,06

Acido 9,12,15- 45,478 2138,99"  2143" 4,25
octadecatrienoico

(Z,2,2)

*Indice de Retencdo Kratz * Indice de Retencio Kovats

Constituintes listados em ordem de eluigdo numa coluna apolar DB-5;indices de retencdo calculados
através dos tempos de retengdo em relagdo aos da série de n-alcanos (C9-C19), em 30 minutos, em
uma coluna DB-5; ° Valores obtidos da biblioteca do Nationallnstituteof Standards and Technology

(NIST).
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e Acido N-Hexadecan6ico (CiH3,05)

Foi sugerido pelos trés bancos de dados, no qual a NISTO8.L apresentou trés
possibilidades com indice de similaridade 93-99. Apresenta pico cromatografico com tempo
de retencdo 41,441 minutos, com area normalizada (%A) de 20.08., com indice de
similaridade 93 e 99. Os dados apresentados pelo CG/MS sdo compativeis com o espectro de
massas do Acido n-Hexadecanoico encontrado na literatura, assim como o indece de Kratz
(KONIG, et al., 2006).

DY\/\/\/\/\/\/\/
OH

Figura 2: Estrutura do Acido n-Hexadecan6ico (CysH3,0,)

Os principais fragmentos do composto acido n-Hexadecandico, substancia indicada
pelo banco de dados da NIST08.L, sdo observados no espectro de massas na Figura 3, O ion
molecular do acido n-Hexadecandico (C16H3,0, ) € identificado no pico (M/Z 256.1), e as
fragmentacdes majoritarias estio apresentadas a seguir: (M/Z 43) HsC — HC™ —CHgs, (M/Z 60)
HsC=CO,H e o pico base (M/Z73) H3C-HC*-CO,H. A presenca desses picos reforca a

possibilidade do composto identificado ser o &cido n-Hexadecanaoico.

Abundance Scan 17756 (41.441 min): OE_S_SEAMEA_GRACE D\data.ms (-17680) (-)
600 |
43.0
5000 129.0
97.0 213.1 256.1
115.0 157.0 1185
1430 ;1180499 | 2074
0

miz—> 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

Figura 3: Fragmentos observados no espectro de massas para o tempo de retencdo = 41,441 min no
cromatograma apresentado na fig. 1.


http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C57103&Mask=2000#ref-102
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O écido n-Hexadecanodico é conhecido comercialmente como &cido palmitico,
apresenta-se como solido branco, com dencidade 0,855g cm-3, ponto de fusdo de 62°C e
ponto de ebulicdo de 215°C. E insoltvel em agua e pouco sollvel em etanol e acetona gelada,
mas altamente solivel em alcool, acetona e cloroférmio aquecido (SALES, 2006).

Atividades como antioxidantes, anti-inflamatdtia, hipocolesterolémico, nematicida,
pesticida, lubrificante, inibidor 5-alfa redutase, tem sido assoaciado ao &cido n-
Hexadecandico (KALA, et al. 2011; RAJESWARI, et al 2012). Algumas dessas atividades
sdo relatadas em espécie, cujo metabolito foi encontrado, Celosia argentea, Celosia cristata,
Celosia plumosa e Celosia whilei (PRAKASH et al., 1992, Casuarina glauca (DIXIT E
TIWARI, 1990), assim como em espécies do género Senna, S. occidentalis (PLANTAMED,
2013), extrato de S. siamea (DAULATABAD et al., 1988),

e Fitol (CyH400)
Para o composto com tempo de retencdo 44.931minutos, com area normalizada (%A)
de 47.04, trés possibilidades foram apresentadas pelo banco de dados da NIST, indicando que o
composto pode ser fitol Figura 4. O composto foi confirmado mediante comparacdo, com
dados da literatura do indice do Kratz e espectro de massa (KONIG, et al., 2006). Figura 5.

Figura 4: Estrutura do Fitol (CyH40)


http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C57103&Mask=2000#ref-102
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Figura 5: Fragmentos observados no espectro de massas para o tempo de retencdo = 44.931min no
cromatograma apresentado na fig. 1.

Nas fragmentacBes majoritarias tem-se o pico base (m/z 71), que corresponde ao ion
C4OH;", a formagc&o desse ion pode resultar da ruptura da ligagdo entre os carbonos C-3 e C-4
vizinho ao atomo de oxigénio. O pico (M/Z 43) corresponde ao ion CsH;" .

O fitol, (3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-ol), € um diterpeno pertencente ao grupo
dos &lcoois aciclicos insaturados de cadeia longa e ramificada. E um componente da molécula
da clorofila, presente em folhas verdes de vérias plantas medicinais (COSTA, et al 2012).
Encontra-se no estado liquido a temperatura ambiente, com densidade de 0.8533 g/cm3 e
ponto de ebulicdo de 202 °C. A solubilidade aquosa do fitol foi determinada em
aproximadamente de 0.00327 mg/l . E usado na indstria como componente de cosméticos,
shampoo, sabonetes, detergentes, entre outros (MCGINTY et al., 2010).

Sob o ponto de vista terapéutico, o fitol e seus analogos demonstraram atividade
contra micobactérias e no tratamento da tuberculose. Outros estudos demonstram que o fitol é
capaz de induzir a expressao de genes-alvo envolvidos em anormalidades lipidicas em varias
doencas comuns, incluindo a obesidade, diabetes e as dislipidemias (GOTO et al., 2005;
SAIKIA et al., 2010). Apresentou atividade analgésica, anticonvulsivate e em doses agudas
ndo apresentou efeitos toxicos (COSTA, et al 2012). Mostrou-se eficaz em diferentes fases da
artrite, agindo como protetora da cartilagem articular, constituindo uma nova classe
promissora para o tratamento de artrite reumatica e possivelmente outras inflamagdes cronicas
(LEITE, 2010).

e Acido 9,12,15-Octadecatrien6ico (Ci1gH3005)

O terceiro composto a ser identificado apresentou tempo de retencdo 45.478 minutos,
com érea normalizada (%A) de 4.25. O banco de dados da NIST sugeriu o composto Acido
9,12,15-Octadecatrienoico (Figura 6), com indice de similaridade acima de 90. O composto
foi confirmado pelo indice de Kovats e comparacdo de espectro (ASUMING, et al 2000).
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Os principais fragmentos do composto &cido 9,12,15-Octadecatriendico, substancia
indicada pelo banco de dados da NIST08. L, s&o observados no espectro de massas na Figura 7,
O ion molecular do acido 9,12,15-Octadecatriendico (C1gH3002) € identificado no pico (M/Z

278.1).

oH

Figura 6: Estrutura do Acido 9,12,15-Octadecatrien6ico (CigHso02)
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Figura 7: Fragmentos observados no espectro de massas para o tempo de retengdo = 45.478 min no
cromatograma apresentado na fig. 1.

Acido 9,12,15-Octadecatriendico , também conhecido por acido alfa-linolénico (AAL,
18n-3) € um &cido graxo poli-insaturado, essencial, pertencente a familia -3, ocorrendo em
uma propor¢do elevada no oOleo de linhaga. O AAL é o precursor dos A&cidos
eicosapentaenoico (20:5n-3) e docosaexaendico (20:6n-3), que estdo associados a prevencéo
de doengas cardiovasculares sdo necessarios para manter sob condi¢des normais, as
membranas celulares, as fungfes cerebrais e a transmisséo de impulsos nervososl (MARTIN
et al, 2006).
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3.2 Bioensaio Larvicida

O controle do mosquito na fase larvaria, utilizando compostos quimicos de varias partes
da planta: frutos, folhas, flores e raizes, € uma técnica barata, facil e favoravel ao meio
ambiente.

Dados da atividade larvicida do OE das folhas de S. siamea contra larvas de A. aegypti
estdo apresentados na Tabela 1. Apds anélise de 24h e 48h, ndo foi evidenciado morte das
larvas, nas concentracdes testadas (100ppm, 50ppm e 10ppm), com isso evidencia-se que 0
OE das folhas de S. siamea, nas condicdes apresentadas, ndo teve eficacia larvicida contra o
A. aegypti. Estudo realizado por Pavananundt, et al. 2013, evidenciou atividade larvicida do
extrato aquoso das folhas de S. siamea. Essa diferenca pode ser proveniente dos metabolitos

secundarios, assim como as concentra¢fes dos mesmos , no extrato aquoso e 6leo essencial.

Tabela 2. Eficiéncia do 6leo essencial das folhas de S. siamea, sobre a mortalidade das larvas (Aedes
aegypti.) n = 20.

Taxa de mortalidade (%)

Tempo de exposicdo (h) 100ppm 50ppm 10ppm Controle
24 0 0 0 0
48 0 0 0 0

*Concentragdo em partes por milhdo (ppm)

Em trabalho de revisdo Garcez, et al. 2013, relatou que substancias de origem vegetal
com potencial lavicida contra A. aegypti, foram identificadas na familia Fabaceae.

Dos compostos fitoquimicos com potencial larvicida, tém-se as amidas, lactonas,
flavonoides e rotenoides (SILVA, et al 2011). Dentre os terpenoides, foram encontrados na
literatura relatos de compostos bioativos pertencentes as classes dos mono-, sesqui-, di-, tri- e
tetranortritepenos (JANG, et al 2005).
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4. CONCLUSAO

Apo6s CG/MS do 6leo essencial da S. siamea foi possivel elucidar os trés compostos
majoritarios: 4cido n-Hexadecandico (20.08%), Fitol (47.04%) e o acido 9,12,15-
Octadecatrienoico (4.25%). O OE S. siamea, Quando submetido ao bioensaio larvicida, ndo
apresentou atividade.

Devido & falta de relatos na literatura, sobre o OE de S. siamea, novos estudos séo
necessarios para conhecimento dos metabdlitos secundarios que o compde, assim como 0

petencial terapéutico dos mesmaos.



6. Capitulo 111

ATIVIDADE ANT!BACTERIANA, HEMOLITICA E CITOTOXICA DO
EXTRATO METANOLICO BRUTO DAS FOLHAS DE Senna alata (L.) Roxb e
Senna siamea LAM. (FABACEAE)
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1. INTRODUCAO

Um dos maiores problemas de Saide Publica, enfrentados nas ultimas décadas foi o
agravamento da resisténcia a antimicrobianos em populacdes bacterianas, principalmente de
origem hospitalar (Fidler, 1998; Huovinen; Cars, 1998; Okeke et al., 1999; Oliveira et al.,
2006a,b). Atualmente, registra-se um aumento significativo na freqiiéncia do isolamento de
bactérias que eram reconhecidamente sensiveis as drogas de rotina usadas na clinica, mas que
se apresentam agora resistentes a todos ou quase todos os farmacos disponiveis no mercado,
como ocorre com Varias bactérias multirresistentes (Huycke et al., 1998; Rattan et al., 1998;
Piddock et al., 1998; Pittet, 2002; Shiomori et al., 2002; Sakagami; Kajamura, 2006).

Atualmente, o problema da resisténcia tornou-se mais grave devido as dificuldades
para a descoberta e o lancamento de novos antimicrobianos no mercado com 0 uso da
metodologia tradicional de triagens, a partir de fungos e bactérias, o que vem tornando esses
produtos cada vez mais escassos e caros (Phelps, 1989).

Na busca de novos antimicrobianos devemos enfatizar aqueles de origem vegetal, uma
vez que o Brasil apresenta a maior biodiversidade do planeta e que muitas plantas ja vém
sendo vastamente usadas e testadas ha centenas de anos com as mais diversas finalidades por
populagdes do mundo inteiro. (Stangarlin et al., 1999; Funari; Ferro 2005).

A desinformacéo e o uso indiscriminado de plantas medicinais podem gerar efeitos
toxicos que comprometem a satde dos usuarios. Devido ao controle cada vez maior e rigoroso
em relacdo a experimentagdo com modelos bioldgicos, a necessidade de desenvolver e
padronizar testes in vitro que detectem os mais diversos nives de toxicidade de diferentes
produtos para uso em seres humanos e animais é grande. Os métodos de analise citotdxica in
vitro apresentam vantagens em relagdo aos in vivo tais como a limitacdo do numero de
variaveis experimentais e a obtengdo de dados significativos de forma mais facil e rapida
(ROGERO et al., 2003). Assim, 0s ensaios de citotoxicidade in vitro tornam-se necessarios na
definicdo da toxicidade de extratos vegetais em cultivo celular, indicando a habilidade
intrinseca desses compostos em ocasionar morte celular como consequéncia aos danos
gerados as funcGes celulares. Para isso, diferentes parametros visando a identificacdo da
proliferacdo e da morte celular podem ser empregados nos ensaios, avaliando-se colorimetria
e absorbéncia por meio da incorporacdo de determinadas substancias no cultivo
(WEYERMANN; LOCHMANN; ZIMMER, 2005).

O teste de citotoxicidade in vitro em cultura de células tumorais tem se tornado
importante para a avaliacdo de agentes anticancer, sendo também muito utilizado como

método alternativo aos testes farmacoldgicos em orgéos isolados, e tem, pelo menos durante a
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fase de screening para avaliacdo de agentes anticanceres, reduzindo a experimentagéo in vivo
em animais (HAMBURGUER; HOSTETTMANN, 1991; CINGI et al.,1991).

A busca por alternativas terapéuticas, a partir de material botanico tem aumentado nos
ultimos anos, especialmente quando se trata de compostos com atividade antimicrobiana.

Dadas as atividades farmacoldgicas exibidas pelo género Senna, algumas espécies se
tornaram alvo de estudo, como é o caso de Senna alata (L.) Roxb e Senna siamea (Lam). O
extrato da primeira apresentou varias atividades, tais como a agregacdo antiplaquetaria
(Moriyama, et al, 2003), antifungica (Damodaran e Venkataraman, 1994) e antimicrobiana
(Ibrahim e Osman, 1995). Enquanto o da segunda é utilizado na medicina popular no
tratamento da constipagdo, malaria e doencas associadas a febre e a ictericia (Ahn et al., 1978;
Nsonde-Ntandou et al, 2005. Algumas espécies de Senna sdo usadas pela populacdo das
regides da India, Asia e Africa, como laxantes e purgativos, entre 0s quais destacam Senna
auriculata, Senna occientalis, Senna obtusifolia, Senna tora, Senna alata, Senna angustifolia,
Senna autifolia, Senna nodosa, Senna sophera, Senna torosa, Senna nigrigans e Senna
canela, Senna fistula. Estudos farmacoldgicos com algumas dessas espéecies também
demonstraram propriedades antibacterianas (Samy e Ignacimuthu, 2003), antifungicos (Samy
e Ignacimuthu, 2003) e hepatoprotetores (Jafri et al., 1999) que demonstram o potencial deste
género.

Dada a necessidade de inclusdo de novos compostos na terapia medicamentosa e
diversas atividades farmacoldgicas do género Senna, ja relatadas na literatura, este estudo tem
como objetivo avaliar as atividades antimicrobiana, hemolitica e citotoxica do extrato
metanolico bruto da folha (EMBF) da S. siamea (Lam) e S Alata (L.) Roxb.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Material botanico e Preparacao dos extratos
As folhas de S. alata (L) Roxb. e S. siamea (Lam.), foram coletadas no Campus da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e no Campus da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE), respectivamente, em marco de 2012.
As exsicatas foram depositadas no Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), sob
nameros de tombamento 87.186 e 87.187, respectivamente.
A secagem das folhas foi realizada em estufa a 45°C por 72h, e em seguida pulverizadas.

A extracdo de componentes foi obtida por maceracdo durante sete dias, usando metanol
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(100g/L) como solvente. A solucdo resultante foi concentrada a pressdo reduzida em
evaporador rotativo (BUCHII-RE) a 40°C.

3.2 Atividade antibacteriana

3.2.1 Cepas bacterianas

Para a anélise, foram testados isolados clinicos da colecdo do Laboratério de Analise
Microbiologica (LAM / UFPE): Staphylococcus aureus - ATCC 6538 (AM103),
Staphylococcus saprophyticus - secrecdo isolada LACEN (AM245), Staphylococcus aureus
(AM 1210), Staphylococcus aureus - (AM 1275), Bacillus subtilis - ATCC 6633 (AMO04),
Salmonella - ATCC 35287 (1046), Pseudomonas aeruginosa ATCC 14502 (206 AM),
Enterococcus faecalis - ATCC 51299 (AM1056), Klebisiela pneumoniae - secrecdo
(AMA410), Escherichia coli - ATCC 35218 (AM1050) e Staphylococcus epidermidis isolados
a partir de esperma (AM235).

3.2.2  Ensaio antibacteriano utilizando o método de difusdo em agar (poco)

Para determinar a atividade antibacteriana dos extratos, foi escolhido o método de
difusdo em &gar, utilizando a técnica do poco (CLSI, 2009a), ja que este método apresenta
melhor desempenho, inibicdo de um maior nimero de espécies de bactérias (Alves et al.,
2008). O semeio dos inoculados (108 UFC / ml) foram realizados com swabs de algodao
estéril na superficie da placa de petri contendo 20 ml de agar Mueller-Hinton, procedendo
subsequentemente a perfuracdo asséptica dos pocos com um dispositivo contendo cilindro
metalico esterelizado de 6,0 mm de didmetro. A seguir, os pogos foram completamente
preechidos com 100 pl do extrato metandlico bruto (EMB) das folhas de S. alata (L) Roxb. e
S. siamea (Lam), dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO) a 50 e 100 mg / ml (5 e 10 mg /
poco, respectivamente) (Sakagami et al., 1998). Como controle positivo utilizou-se 100 ul de
tetraciclina a 0,3 mg / ml (300 ug / poco) e como controle negativo utilizou-se 100 ul de
DMSO (20%, v / v). As placas foram pré-incubadas durante 3 h a temperatura ambiente,
permitindo a difusdo completa dos extratos (Moller, 1966). Em seguida, as placas foram
incubadas aerobicamente a 37 + 1 ° C durante 24 h e a atividade antibacteriana foi avaliada

por medicéo das zonas de inibigéo.



73

3.2.3 Determinacédo da Concentracdo Inibitéria Minima (CMI)

A avaliacdo da concentracdo inibitéria minima (CMI) foi determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo, seguindo as recomendacOes estabelecidas pela CLSI (2009b).
Utilizando microplaca estéril de 96 pocos (com fundo em U), cada pogo recebeu 90 ul de
caldo Mueller-Hinton, 10 pl de inéculo correspondendo a 0,5 na escala de McFarland (10°
UFC / ml) e 10 ul das solucdes de diferentes concentragdes dos extratos (0,49 a 1000 pg / ml).
Os controles utilizados foram os seguintes: (1) 90 ul de caldo Muller-Hinton e 10 ul de
indculo (controle de crescimento microbiano); (2) 90 ul de caldo Muller-Hinton (controle da
esterilidade); (3) solucbes de tetraciclina a concentragdes de 0,016 a 32 pg / ml (controle
positivo); (4) 90 ul de meio de cultura liquido caldo Mueller-Hinton, 10 ul de in6culo a escala
de 0,5 McFarland e 10 ul de DMSO (20%, v / v) (controle negativo). As microplacas foram
incubadas a 37 + 1 ° C durante 24 h, e depois adicionou-se 10 ul de cloreto de 2, 3, 5-

trifeniltetrazolio (0,1 mg / ml, p / v) como revelador. Este teste foi realizado em triplicata.

3.3 Ensaio Hemolitico

O teste foi realizado em placas de 96 pocos seguindo o método descrito por Costa-
Lotufo et al. (2002). Cada pogo recebeu 100 ul de solugéo de NaCl 0,85% contendo CaCl, 10
mM. O primeiro poco foi o controle negativo que continha apenas o veiculo DMSO a 10% e,
no segundo pogo, foram adicionados 100 pul de substancia de ensaio que foi diluida ao meio.
Os extratos foram testados em concentracdes que variam de 10 a 2500 pg / ml. A diluicdo em
série continuou até o pogo 11. O dltimo pogo recebeu 20 pl de 0,1% de Triton X-100 (em soro
fisiologico a 0,85%) para obter 100% de hemdlise (controle positivo). Em seguida, cada poco
recebeu 100 ul de uma suspensdo a 2% de eritrécitos de camudongo em soro fisiologico a
0,85% contendo CaCl2 10 mM. Apds incubacdo a temperatura ambiente durante 30 min e
centrifugacdo, o sobrenadante foi removido e a hemoglobina libertada foi medida

espectroscopicamente com absorvancia a 540 nm.

3.4. Atividade Citotoxica

A atividade citotdxica foi realizada através do método do MTT brometo de 3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (ALLEY et al., 1988; MOSMANN, 1983).

As linhagens de células tumorais humanas utilizadas foram NCI-H292 (carcinoma
mucoepidermoide de pulmédo humano), MCF-7 (adenocarcinoma de mama humana) e Hep-2
(carcinoma de laringe humana) mantidas em meio de cultura DMEM e HL-60 (leucemia

promielocitica aguda) mantidas em meio de cultura RPMI. Os meios foram suplementados
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com 10% de soro fetal bovino e 1% de solucdo de antibi6tico (penicilina e estreptomicina).
As células foram mantidas em estufa a 37 °C em atmosfera imida enriquecida com 5 % de
CO2.

As células NCI-H292, HT-29 e Hep-2 (105 células/mL) e HL-60(0,3 x 10°
células/mL) foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24 h. Em seguida as
amostras dissolvidas em DMSO (1 %) foram adicionadas aos po¢os em concentracdo final de
25 pg/mL. O farmaco doxorrubicina (5 pg/mL ) foi utilizado como padrdo. Apds 72 h de
reincubacdo foi adicionado 25 puL de MTT (5 mg/mL) e depois de 3 h de incubacdo, 0 meio
de cultura com o MTT foram aspirados, e 100 uL de DMSO foi adicionado a cada pogo. A
absorbancia foi medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda de 540 nm.

Os experimentos foram realizados em quadruplicatas e a percentagem de inibicéo foi

calculada no programa GraphPadPrism 5.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi avaliada por medicdo das zonas de inibicdo de acordo
com os parametros sugeridos por Ahmed et al. (2000): zonas de inibicdo <9 mm (inativas), 9-
12 mm (menos ativas), 13-18 mm (ativas), > 18 mm (muito ativas).

Conforme demonstrado na Tabela 1, o EMBF de S. siamea, ndo foi eficaz contra as
cepas utilizadas no estudo. No entanto, 0 EMBF de S. alata mostrou atividade antimicrobiana,
sendo menos ativa (12 mm) contra S. aureus (AM103) e ativa (14 mm) contra B. subitilis
(AMO04) a uma concentracdo de 50 mg / ml. Na concentracdo de 100 mg / ml mostrou-se ativa
contra B. subitilis (AM04) (18 mm), S. aureus (AM103) (14 mm), S. aureus (AM1272) (15
mm) e S. aureus (AM1210) (15 mm).

Na concentracdo de 100 mg / ml, o EMBF de S. alata apresentou um halo de inibicéo
maior que a tetraciclina, para as cepas S. aureus (AM1272) (15 mm) e S. aureus (AM1210)
(15 mm).
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Tabela 1: Atividade antimicrobiana do extrato metanélico bruto das folhas (EMBF) de S. alata (L.)
Roxb e S. siamea (Lam).

Controle Controle ]
) o S. alata (mg/ml) S. siamea (mg/ml)
Linhagens Negativo Positivo
Bacterianas TTR
DMSO 20% 30p1g/100pl 50 100 50 100
Bacillus subitilis (AM04) - 38 14 18 - -
Enterococcus faecalis
(AM1056) - 32 - - - -
Staphylococcus aureus (AM103) - 35 12 14 - -
Staphylococcus aureus
(AM1272) - 11 - 15 - -
Staphylococcus aureus
(AM1210) - 11 - 15 - -
Staphylococcus epidermidis
(AM235) - 31 - - - -
Staphylococcus saprofhyticus
(AM245) - 28 - - - -
Escherichia coli (AM1050) - 26 - - - -
Klebisiela pneumonie (AM410) - 24 - - - -
Pseudomonas aeruginosa
(AM206) - 16 - - - -
Salmonella (AM1046) - 24 - - - -

Halos de inibicdo (mm). Os tracos (-) indicam auséncia de halo de inibicdo. DMSO:
Dimetilsulfoxido. TTR: Tetraciclina.

Os resultados da Concentracdo Inibitéria Minima foram analisados de acordo com
Tanaka et al., 2005 e demostrado na Tabela 2. O EMBF da S. alata mostrou baixa atividade
contra B. subitilis (AMO04), S. aureus (AM103) e S Aureus (AM1210) e ndo foi eficaz contra
S. aureus (AM1272). Embora o extrato de S. alata tenha apresentado um halo de inibigéo

superior ao padrdo (tetraciclina), o MIC néo se comportou de forma equivalente.
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Tabela 2. Concentracdo Inibitéria Minima do EMBF de S. alata (L.) Roxb sobre as linhagens
de S. aureus e B. subtilis.

Linhagens Controle S. alata

Bacterianas

TTR (pg/ml) (pg/ml)
B. subitilis (AMO04) 0,062 250
S. aureus (AM103) 0,25 1000
S. aureus (AM1272) >32 > 1000
S. aureus (AM1210) 32 1000

TTR: Tetraciclina

De acordo com Ibrahim e Osman, 1995, o extrato de S. alata, foi inativo para as cepas
bacterianas: S. aureus, S. epidermidis, E. coli, K. pneumoniae. A baixa atividade
antimicrobiana também foi identificada em estudos de Awal, et al, 2004. A analise do extrato
de S. alata frente a oito microrganismos, S. aureus, S. epidermidis, B. subtilis, P. aeruginosa,
E. coli , K. pneumoniae, Serratia sp. Salmonella typhimurium e C. albicans, mostraram
atividade apenas para S. aureus (Ordonez et al., 2004).

Os resultados antimicrobianos apresentados neste trabalho estdo de acordo com a
literatura, mostrando que os EMBF S. alata (L.) Roxb e S. siamea (Lam). sdo praticamente
inativos contra S. aureus. Embora alguns estudos tenham demonstrado atividade contra esta
cepa, possivelmente esta relacionado a concentracdo de metabdlitos secundarios, tais como
flavonoides e terpenos, que tém atividade antimicrobiana. Dado que estes componentes estdo
presentes em S. alata e sua concentragdo pode variar de acordo com a localizagédo, tempo de
colheita e método de extracdo, as diferencas encontradas nesta atividade podem ser bem

justificadas.

3.2 Ensaio Hemolitico

Analisando os resultados da atividade hemolitica do EMBF S. alata (L.) Roxb e S.
siamea (Lam), tabela 3, ambas ficaram com CE50 acima de 200/ml. Considerando ativas as
substancias que apresentam CE50 <200 / ml, foi constatada a inatividade hemolitica dos
extratos trabalhados.

A atividade bioldgica das plantas estd associada aos metabolitos secundarios. Entre
estes, as saponinas através de sua capacidade de causar alteracdo na permeabilidade da

membrana celular levando a ruptura da mesma, estd associada a atividade hemolitica. A
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auséncia desse metabolito, evidenciado ap0s a caracterizacdo fitoquimica dos extratos,

justifica a auséncia de atividade hemolitica.

3.3 Atividade Citotoxica

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das
amostras testadas. Sem atividade (1 a 20% de inibic&o do crescimento), baixa atividade (20 a
50% de inibicdo do crescimento), atividade moderada (50 a 70% de inibigdo do crescimento)
e elevada atividade (100% de inibicdo do crescimento) (Founche et al., 2008).

Adotando estes critérios de classificagdo de atividade, ambos os extractos, na
concentracdo de 50 pg/mL, obtiveram os seguintes resultados (Tabela 3): inativos contra HEP.
Demonstrou baixa atividade para MCF-7. Quanto a NCL, S. alata foi inativa e S. Simea

mostrou baixa atividade.

Tabela 3: Atividade Citotoxica e Hemolitica do EMBF de S. alata (L.) Roxb e S. siamea (Lam)

Citotoxicidade Atividade Hemolitica
ICs (Hg/ml) CE50 (pg/ml) Cl 95%
NCL HEP MCF-7
S. alata 19,63719 0 29,98806 1016
S. siamea 33,93378 0 34,28913 1149
Doxorrubicina 87,92338  78,12085 57,35962 -

IC50 (concentracdo que inibe 50% do crescimento celular em relagdo ao controle). EC50: sdo as
concentragdes que causam 50% de hemdlise em relacdo a observada em controle positivo.

A busca por compostos com efeito anticancerigeno tem-se intensificado nos altimos
anos. Varias espécies do género Senna, em estudos anteriores, mostraram atividades
anticancer, como S. occidentalis (Quignard et al., 2003). Um estudo de Calderén et al. (2006)
para esta espécie, foi capaz de atuar seletivamente contra o cancer de mama. As sementes de
S. fistula, de acordo com Gupta et al.,, 1989 mostraram atividade contra o carcinoma de
Ehrlich. Entretanto, outras espécies do mesmo género ndo apresentaram citotoxicidade, tais
como a S. alexandriana (Peron et al, 2008) e extratos das folhas de C. grandis (Magalhées et
al, 2012 ). Se comportando de forma semelhante aos EMBF de S. alata e S. siamea.

Extrato de S. siamea, um estudo realizado por Ntandou, et al, 2009, ndo mostrou

citotoxicidade, confirmando os resultados obtidos neste trabalho.
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4. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, foi evidenciada a auséncia de atividade
antimicrobiana do EMBF de S. siamea. O EMBF de S. alata mostrou atividade moderada
contra B. subitilis (AMO04) e atividade baixa contra S. aureus (AM103) e S. aureus (AM1210).
Ambos os extratos mostraram-se inativos frente a atividade hemolitica e citotoxica.

E necessario estudo com outras fracbes do extrato, uma vez que as atividades est&o
diretamente relacionadas com as concentracGes dos metabolitos secundarios que diferem pela

polaridade dos solventes utilizados na extragao.



Tetraciclina
300 pg/mL

Extrato metanolico
S. alata / S. siamea
~>  S0mg/ml

DMSO ¢
20%

Extrato metanélico
S. alata / S, siamea
»>100mg/ml

Figura 1: Disposi¢do das amostras na placa de petri durante o ensaio de pogos.

Padrao: Tetraciclina
30pg/100pl

Controle: DMSO} = o : L A4S alata

20% 1 W 1 S5mg/poco

S. alata
10 mg/pogo E. aureus AM 1272

Figura 2: Ensaio antimicrobiano por técnica de pocos frente a E. aureus AM 1272
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Padrio: Tetraciclina
30 png/ pL

Controle: DMS(?

20%

S. alata
10mg/poco E. aureus AM 1210

Figura 3: Ensaio antimicrobiano por técnica de pocos frente a E. aureus AM 1012
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Figura 4: Descricdo da distribuicdo das drogas na microplaca de 96 pocos durante andlise
antimicrobiana por determinacdo da CMI.



7. Capitulo IV

AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA E ATIVIDADE LAXANTE
DO EXTRATO METANOLICO BRUTO DAS FOLHAS DE Senna siamea (Lam.)
e Senna alata (L.) Roxb. (FABACEAE)
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1. INTRODUCAO

A utilizagdo das plantas medicinais com finalidades terapéuticas e profilaticas para
varias doencas € uma das praticas médicas mais antigas. O conhecimento a respeito de seus
usos vem sendo transmitido desde o inicio da civilizagédo até os dias de hoje (CARVALHO,
2011; VEIGA JR et al., 2005).

Apesar das plantas possuirem efeitos curativos que sdo conhecidos popularmente, o
ser humano desconhece o fato de que elas podem apresentar toxicidade tanto para 0 homem
guanto para 0s animais, por isso faz-se necessario a avaliacdo de seus efeitos tdxicos
(MARTINS et al, 2012; RODRIGUES; et al, 2010). A compreensdo do potencial
toxicoldgico das plantas é dificultada, mediante o desconhecimento de todos os componentes
quimicos e as quantidades exatas no vegetal. Em geral, alguns compostos isolados, sdo
farmacologicamente testados, no entanto ndo proporciona uma imagem completa do produto a
base de plantas, porque normalmente varios componentes sdo responsaveis pelos efeitos
terapéuticos. Estes compostos podem trabalhar em sinergismo, sendo inativos ou diminuindo
0 potencial farmacoterapéutico, quando testados isoladamente. Além disso, 0s metabdlitos
podem variar, dependendo da safra, origem do vegetal, processo de preparagdo, entre outros
fatores (WALKER, 2004).

Espécies do género Senna sdo conhecidas pela sua utilizacdo popular como laxativo e
purgativo. Estudos farmacolégicos de algumas espécies comprovaram propriedades
antimicrobianas (SAMY et al, 2000), anti-inflamatéria (CUELLAR et al, 2001), antifungica
(PALAMICHAMY; NAGARAGAN, 1991) e antimalarica (TONA et al, 1999).

S. occidentalis, S. obtusifolia, S. fistula, S. lindheimeriana, S. fasciculata, apresentou
toxicidade em bovinos (SCHMITZ; DENTON, 1977).

Hepatotoxicidade grave, embora incomum, pode ser evidenciada ap0s exposi¢cdes a
guantidades anormais de metabdlitos toxicos como glicosideos de antraquinonas (senosideos)
(VANDERPERREN et al., 2005). Segundo Van Gorkom et al. (1999), componentes quimicos
de espécies do género Senna, como a S. alexandrina pode ser carcinogénico em
camundongos e ratos, e 0 uso crénico ou abusivo deste agente resultou em sintomas, tais
como dor abdominal, ndusea e diarréia cronica.

Entretanto, de acordo com Hietala et al. (1987), Senosideos s&o 0s principais
metabdlitos ativos de Senna e exibem uma toxicidade muito baixa em ratos.

A presenca de antraquinonas no género Senna constitui um carater quimiotaxonémico
(FALKENBERG, 2007; RODRIGUES et al. 2009b). Varias espécies desse género sdo
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comumente empregadas devido a acdo laxativa das antraquinonas (BARBA et al., 1992;
VIEGAS JUNIOR et al., 2006; FALKENBERG, 2007; LOMBARDO et al., 2009).

A utilizacdo de varias espécies do género Senna, nas Ultimas décadas, promoveu
maiores interesses na descoberta da agédo toxicoldgica dos extratos, assim como de compostos
purificados. Estudos relatam que alcal6ides e antraquinonas, estdo envolvidos no potencial
toxico apresentado por plantas desse género. Enquanto os compostos de antraquinonas sdo
responsaveis pela atividade laxante dessas espécies.

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade aguda, assim,
como a atividade laxante do extrato metandlico bruto das folhas (EMBF) de S. siamea (Lam.)
e S. alata (L.) Roxb.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Local de Trabalho

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Bioensaios para Pesquisa de
Farmacos — LBPF, do Departamento de Antibidticos, na Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE).

2.2 Material botanico

As folhas de S. alata (L) Roxb. e S. siamea (Lam.), foram coletadas no Campus da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e no Campus da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE), respectivamente, em marco de 2012.

As exsicatas foram depositadas no Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), sob

nimeros de tombamento 87.186 e 87.187, respectivamente.

2.3 Preparacéo dos extratos

A secagem das folhas foi realizada em estufa a 45°C por 72h, e em seguida pulverizadas.
A extracdo de componentes foi obtida por maceragdo durante sete dias, usando metanol
(100g/L) como solvente. A solucdo resultante foi concentrada a pressdo reduzida em
evaporador rotativo (BUCHII-RE) a 40°C.
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2.4 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus), machos, com pesos
entre 25-35¢ e aproximadamente 60 dias de idade. Os animais foram mantidos em gaiolas de
polipropileno, em condi¢des controladas de iluminagdo (ciclo 12 horas claro/escuro),
temperatura (22 + 3°) e receberam &gua e racdo ad libitum. O manuseio dos animais durante o
experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da
UFPE (Processo numero 23076.036439/2012-34).

2.5 Toxicidade Aguda

Para a avalicdo deste ensaio foi empregada a metodologia recomendada pela Organisation
for Economic Co-operation and Development, (OECD 2011), onde trés camundongos
receberam por via oral uma dose de 2.000 mg/kg dos EMBF de S. alata e S. siamea. Apos a
administracdo os animais foram observados continuamente por uma hora e depois a cada 24
horas durante 14 dias, para verificacdo de qualquer alteracdo comportamental, fisiologicas ou
mortalidade. Os animais foram avaliados pelo método de screening hipocratico, que verificou
o comprometimento do animal como: estado de consciéncia, disposicdo, atividade e
coordenacdo do sistema motor e tdnus muscular, atividade do sistema nervoso central e
autbnomo do animal. Ao final do experimento, 0s animais sobreviventes foram pesados e
sacrificados.

Para analise histopatoldgica, foram obtidas amostras do figado, rim e bagco que depois de
fixados em formol por 24 horas, foram mantidas em alcool etilico (70%), até a inclusdo em
parafina por meio da metodologia convencional. Cortes de 5 um de espessura foram colhidos
em laminas sinalizadas, coradas com Hematoxilina e Eosina e entdo observados ao

microscopio de luz.

2.6 Atividade Laxante

Neste teste foi utilizada a metodologia modificada de Rao et al., (1997). Apos 12h de
jejum solido, com &gua ad libitum, os animais foram divididos em grupos (n = 6), nos quais
foram administrados, por gavagem, 10 ml/kg de solucédo salina a 0,9% (veiculo), 2mg/kg de
Sulfato de atropina (controle negativo), 0,01 ml/g de éleo de ricino (controle positivo) e o
extrato de S. alata, S. siamea (grupos tratados), nas doses de 65,2 mg/kg, 125 mg/kg e 250
mg/kg. Ap6s 30 minutos, todos os animais receberam 0,1 mg/ml de carvdo ativado em
solugéo salina 0,9% (10 ml/kg — via oral). Decorrido 30 min, os animais foram eutanasiados

em camara de CO,. A cavidade abdominal foi aberta e a intestino delgado removido. Com
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auxilio de uma régua milimetrada, o comprimento total do intestino delgado (piloro a valvula
ileo-cecal) e a distancia percorrida pelo carvao ativado (Gltima porcdo que contenha pelo
menos 1 cm continuo do marcador) foram medidos e calculados a porcentagem do percurso

do carvéo em funcdo do comprimento total do intestino.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como meédia £ SEM. As diferencas entre 0s grupos
experimentais foram analisadas por analise unidirecional de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de comparacgdes multiplas de Tukey post hoc para determinar o nivel de significancia. As
andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Graph Pad Prism ® 5.0. P valores

menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

3 RESULTADOS E DISCUSAO

3.1 Toxicidade Aguda e determinacéo da DLs.

Durante a avaliacdo comportamental, os animais apresentaram reacGes semelhantes,
das quais nos primeiros 30 minutos houve prevaléncia de agitagdo, movimentos de vibrissas,
movimentos estereotipados e circulares, aumento da freqliéncia respiratoria, tremores finos,
postura em garra, irritabilidade, reacdo de fuga e piloerecdo, caracterizando reacOes
excitatorias e estimulantes. Apds esse periodo, foram observadas reacGes depressoras, tais
como: abaixamento do trem posterior, prostracado, alteracdo de macha e postura estatica. Além
dessas, também foram evidenciados coceira, diurese, excrecéo fecal e espasmo.

As reacOes de excitabilidade seguida por depressiva sugerem a reducgédo da quantidade
de neurotransmissores estimulantes liberados durante a fase excitatoria (FAI et al., 2005).

Ao final dos 14 dias ndo foi observado nenhum O&bito e nem mudancas
comportamentais. Todos 0s grupos (controle e tratados) apresentaram ganho de peso,
entretanto ndo houve diferencga estatisticamente significativa entre eles.

De acordo com as normas estabelecidas pela OECD 423, o EBMF de S. alata e S.

siamea apresentaram baixa toxicidade por via oral.

3.1.1 Analise macroscopica e histologica dos érgaos figado, rins e baco.
A andlise macroscopica dos 6rgdos, ndo evidenciou alteragdes quanto ao aspecto e

coloragéo.



86

Figado

A variagdo do peso do figado, estd demonstrado no grafico 1, mediante analise do
mesmo pode-se verificar que os animais tratados com EMBF de S. siamea, apresentaram
aumento significativo do peso, quando comparado com o grupo controle. O mesmo foi ndo
evidenciado para o grupo tratado com S. alata.

Na andlise histoldgica do figado (Fig.1), foram identificados nos grupos dos tratados com
ambos o0s extratos, finas vacuolizacdes citoplasmaticas. Nos tratados com EMBF S. siamea
intensa atividade mitdtica dos hepatocitos. E nos tratados com EMBF S. alata, veia centrolobular
congesta de sangue. Enquanto que o grupo controle apresentou veia centrolobular, hepatécitos e
capilares sinusdides preservados. As alteracdes evidenciadas nos grupos tratados sdo indicativos
de hepatotoxicidade aguda. A intensa atividade dos hepatdcitos apresentada no tratado com S.

siamea, pode explicar a hiperplasia hepética evidenciada na analise macroscopica.
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Gréfico 1: Variacdo do peso (g) do figado dos animais dos grupos
controle (SF 0,9%), EMBF Senna alata (2000mg/kg) e EMBF Senna
siamea (2000mg/kg) Colunas e barras verticais representam a
porcentagem de média e SEM, respectivamente. * variacdo
estatisticamente significativa entre grupo tratado em rela¢do ao grupo
controle.
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Figura 1: do figado dos grupos
S. siamea (FS), controle (FC) e
S. alata (FA) FS: Observa-se
veia centrolobular congesta de
sangue (V) e finas
vacuolizagbes citoplasmaticas
nos hepatdcitos (setas finas e
curvas). Presenca de ducto
biliar  (db) e capilares
sinusOides preservados (setas
retas finas). FC: observa-se
veia centrolobular (v),
hepatdcitos (setas brancas
curtas) e capilares sinuséides
(setas  finas)  preservados,
respectivamente. FA:
Identifica-se veia centrolobular
(v), intensa atividade mitdtica
nos hepatocitos (cabecas de
seta), discretas vacuolizacGes
no citoplasma dos hepatdcitos
(setas finas e curvas) e

presenca de capilares
sinusoOides (setas finas retas).
H.E.: 400X.

Rins
A avaliacdo da toxicidade renal esté representada no gréafico 2 e na Fotomicrografia (Fig. 2)

abaixo. Na andlise macroscoépica, 0 peso dos rins dos grupos tratados foram superiores, de forma
estatisticamente significativa, quando comparado ao grupo controle (grafico 2). Na analise
histolégica observaram-se congestos de sangue nos glomérulos renais, em ambos os tratados.

Nesses grupos, ndo foram encontrados alteracfes nos espagos subcapsulares e tabulos coletores.
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O grupo controle apresentou glomérulos renais na cortical com espagos subcapsulares
preservados e tabulos coletores sem alteragdes na regido medular (Fig. 2). Mediante resultado

histoldgico do rim para os grupos tratados, foi observado alteracdes a nivel renal.
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Gréfico 2: Variacdo do peso (g) do rim dos animais dos grupos
controle (SF 0,9%), EMBF Senna alata (2000mg/kg) e EMBF Senna
siamea (2000mg/kg) Colunas e barras verticais representam a
porcentagem de média e SEM, respectivamente. * variagdo
estatisticamente significativa entre o grupo tratado em relagdo ao
grupo controle.

Figura 2 - Fotomicrografias do rim dos animais tratados com EMBF de S. siamea (RS),
controle (RC) e tratado com EMBF de S. alata (RA). RS: Observa-se presenca de
glomérulos renais e vaso sanguineo congestos de sangue, espacos urinarios conservados
(G) e tabulos coletores também conservados na regido medular do rim (estrelas). RC:
nota-se glomérulos renais na cortical (G) com espagos subcapsulares preservados e
tibulos coletores (estrelas) sem alteracGes na regido medular. RA: observa-se tufos de
capilares glomerulares congestos de sangue (G), com espacos subcapsulares ainda
conservados. B) Tubulos coletores preservados (estrelas). H.E.: 400X.
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Baco

De acordo com o gréfico 3, a variacdo do peso do baco ndo foi estatisticamente
significativa entre os grupos tratados e controle. Na fotomicrografia do grupo tratado com
EMBF S. alata, foi evidenciado a presenca de nodulos linfaticos aumentados (ativado) na
periferia e outros em forma variada no interior do 6rgdo. Nos tratados com EMBF S. siamea,
nota-se um conglomerado de nodulos linfaticos mais centralizados e alguns irregulares
dispersos na periferia. O grupo controle apresentou nodulos linfaticos preservados na periferia
e de forma agrupada no interior do 6rgdo. Sendo o bago um 6rgéo linféide, 0 mesmo pode
apresentar alteracdo na producdo de células de defesa mediante diversos fatores que pde em
rico a homeostasia do organismo. Conforme expresso nos resultados, alteracdes a nivel

histopatolégico do 6rgao, foi evidenciado, caracterizando reagdes toxicas aguda dos extratos.
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Gréfico 3: Variacdo do peso (g) do baco dos animais dos grupos controle
(SF 0,9%), EBMF Senna alata (2000mg/kg) e EBMF Senna siamea
(2000mg/kg) Colunas e barras verticais representam a porcentagem de média
e SEM, respectivamente. * variacdo estatisticamente significativa entre grupo
tratado com relag8o ao grupo controle.
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Figura 3 - Fotomicrografias do bago dos animais tratados com EMBF de S. siamea (BS), controle (BC)
e tratado com EMBF de S. alata (BA). BS: Nota-se um conglomerado de nédulos linfaticos mais
centralizados (setas retas) e alguns irregulares dispersos na periferia. BC: Observa-se presenca de
nodulos linfaticos preservados na periferia e de forma agrupada no interior do 6rgdo linféide (setas
longas). BA: Observa-se presenca de nddulo linfatico aumentado (ativado) proximo & periferia e outros

com forma variada no interior do 6rgéo linfdide (setas longas).
H.E.: 100X.

Outras espécies do género Senna apresentaram perfil toxicoldgico semelhante ao
encontrado no presente trabalho, tais como a S. alexandrina, fitoterapico comercializado e
muito utilizado na terapia de constipacdo. Ha relatos do envolvimento desta planta em casos
de hepatite apds a ingestdo de doses elevadas. A lesdo hepatica retornou ap6s novas
exposicOes ao extrato de S. alexandrina. Hepatotoxicidade pode estar relacionado com
alcaldides e senosideos, os principais metabdlitos da folha e fruto do género Senna.
Senosideos sdo metabolizadas no intestino para Antron, que tem uma estrutura quimica
semelhante a dantron, uma substancia conhecida por ser hepatotéxico (BEUIRS, et al. 1991,
LARREY; PAGEAUX, 1991). Estudos conduzidos por Muyibi et al. (2000) indicaram certo
nivel de toxicidade no uso terapéutico S. occidentalis ja que foram evidenciadas alteracoes
hematologicas e histopatolégicas em ratos tratados com extrato aquoso das folhas. Segundo
alguns autores, as toxoalbuminas, os alcalGides, e as antraquinonas sdo considerados 0s
possiveis responsaveis pela toxicidade das sementes da S. occidentalis (MOUSSU, 1925;
KIM et al., 1971; KEAN et al., 1971). Uma pesquisa realizada por Nsonde-Ntandou, et al.
(2010), mostrou que a administracdo dos extratos aquoso e alcoolico de S siamea ndo causou
morte nos animais até a dose de 3000 mg/kg. No entanto, S. alata € suspeita de ser toxica aos
rins e, ainda, considerada abortiva (LORENZI, 2000; PLANTAMED, 2013).

Compostos nefrotdxicos podem chegar aos rins, devido ao mau funcionamento do
figado, e consequentemente causar dano ao 6rgdo. Os indicios de toxicidade apresentado pelo
baco, pode ser devido aos danos causados nos demais 6rgaos.
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3.2 Atividade Laxante

No grafico 4, esta representado o efeito da atividade laxante dos grupos: controle (SF
0,9%), Atropina (controle negativo), oleo de ricino (controle positivo) e os tratados com
EMBF de S. siamea (62,5mg/kg, 125mg/kg e 250mg/kg). Apds analise, verifica-se
semelhanca de atividade entre os grupos de tratados, e entre os tratados e o grupo controle,
ndo havendo diferenga estatisticamente significativa entre eles. Entretanto foi identificada
diferenca significativa entre o grupo tratado e atropina, no qual este apresentou motilidade
inferior aos extratos. Esse era um comportamento esperado, pois atropina € um agente
antiespasmatico, que reduz a motilidade do intestino. Nos grupos que foi administrado 6leo
de ricino, este j& comercializado com indicacdo laxativa, apresentou motilidade superior aos

tratados.

%60- §

Controle Atropina Oleo
Ricino | |
S. siamea (mg/KQ)

Grafico 4: Efeito laxativo do EMBF Senna siamea, utilizando 6leo
ricino (agente diarréico) e Atropina (agente constipante). Colunas e
barras verticais representam a porcentagem de média e SEM,
respectivamente. (#) variacdo estatisticamente significativa com o
grupo atropina. (+) variagdo estatisticamente significativa com o
grupo 6leo ricino.

O efeito da atividade laxante de S. alata esta representado no grafico 5. Os animais
tratados com EMBF de S. alata, apresentaram comportamento semelhante aos tratados com S.
siamea. N&o foi evidenciado diferenca significativa entre as diferentes doses do grupo tratado

e entre o tratado e o grupo controle. Porém houve diferenca estatisticamente significativa
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entre os grupos tratados (62,5mg/kg e 250mg/kg) e Atropina , e tratados e 6leo de ricino.
Nos quais, os tratados apresentaram atividade maior que a atropina e menor que o 6leo ricino.
O tratado S. alata (125mg/kg) diferentemente dos demais, apresentou comportamento

semelhante ao controle negativo (atropina).
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Grafico 5: Efeito laxativo do EMBF Senna alata, utilizando 6leo
ricino (agente diarréico) e Atropina (agente constipante). Colunas e
barras verticais representam a porcentagem de média e SEM,
respectivamente. (#) variagdo estatisticamente significativa com o
grupo atropina. (+) variacdo estatisticamente significativa com o
grupo 6leo ricino

De acordo com Ahn et al. (1978), Nsonde-Ntandou et al. (2005), Kaur et al. (2006), a
S. siamea é uma planta medicinal muito difundida e cultivada no sudeste da Asia e da Africa
sub-saariana. A casca do caule é tradicionalmente usada contra prisdo de ventre, malaria e
associados doencas como a febre e ictericia. Thamlikitkul et al. (1990), associa a atividade
laxante da S. alata, a composic¢éo quimica da mesma.

Compostos de antraguinonas séo extraidos a partir de folhas secas e vagens de Cassia
angustifolia Vah. Esse metabdlito é amplamente utilizado como laxante (LAITINEN, 2007).

Conforme demonstrado na literatura, varias espécies do género Senna apresentam
atividade laxante associada ao composto antraquinona. Embora antraquinonas tenham sido
identificadas na caracterizagdo fitoquimica dos EMBF da S. alata e S. siamea, ndo foi

evidenciado atividade laxante. O resultado obtido pelo presente estudo ndo esta de acordo
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com a literatura, podendo essa divergéncia de atividade esté relacionada a concentracdo do
metabolito na planta, podendo variar de acordo com local e més do ano, assim como

procedimento extrativo.

4 CONCLUSAO

Embora os EMBF de S. siamea e S.alata, ndo tenham ocasionado 6bito dos animais,
sendo classificada como atdxica ou com baixa toxicidade, conforme preconiza a OECD 423,
foram evidenciados indicios de toxicidade aguda em andlise histopatoldgica dos 6rgaos:
figado, rim e baco. Os referidos extratos em estudo ndo demonstraram atividade laxante,
mesmo apresentando na caracterizacdo fitoquimica o principal composto responsavel pela
atividade, antraquinonas.

Os dados obtidos no presente trabalho nos fornecem um pardmetro para o
estabelecimento de uma margem terapéutica segura, assim como possiveis atividades
terapéuticas apresentada pelo material vegetal, mediante os compostos fitoquimicos
identificados. Esses resultados nos permitem da continuidade a pesquisa, implantando novos
protocolos experimentais com perspectivas de novos resultados sugestivos para a ampliacéo
de atividades terapéuticas relevantes.



Tabela 1 - Sinais clinicos da toxicidade observada em camundongos
albinos Swiss machos, tratados com dose 2000mg/kg do EBMF da
Senna siamea e Senna alata, por via oral.

EFEITOS

S. siamea S. alata Controle
2000mg/kg 2000mg/kg SF 0,9%

Estimulantes

Agitacao

Aumento da frequéncia respiratdria
Convulséo Focal

Convulséo clénica

Erecdo de cauda

Irritabilidade

Levantamento de trem posterior
Movimentos estereotipados
Movimentos circulares
Movimentos de vibrissas
Piloeregéo

Postura de ataque

Saltos

Tremores finos/grosseiros

Depressores

Abaixamento de trem posterior
Alteracdo de marcha

Diminuicédo da freqtiéncia respiratoria
Dispnéia

Prostragédo

Sonoléncia

Postura estatica

Outros
Agressividade
Cianose

Coceira

Contorcdes abdominais
Distenséo abdominal
Diurese

Diarréia

Espasmos
Espasticidade
Excrecdo fecal
Reacdo de fuga
Refluxo

3 1 3
1 1 1
0 1 1
0 0 0
1 0 0
0 0 0
0 0 0
1 1 2
1 1 2
1 1 3
1 1 1
3 3 3
0 0 2
1 1 0
0 1 1
2 1 1
0 0 0
0 0 0
0 1 0
0 0 0
0 1 0
1 3 0
0 0 0
3 3 1
0 0 0
0 0 0
0 1 1
0 0 0
1 1 1
0 0 0
2 1 2
3 3 3
0 2 0

0 = sem efeito 1 = efeito leve 2 = efeito moderado 3 = efeito acentuado
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Foi evidenciada a presenca dos metabolitos secundarios: acucares redutores,
antraquinonas, cumarinas, monoterpenos e sesquiterpenos, triterpenos e esteroides e

flavonodides, nos extrato metanolico bruto das folhas de S. alata e S. siamea.

Apo6s CG/MS do 6leo essencial da S. siamea foi possivel elucidar os trés compostos
majoritarios: acido n-Hexadecanoico (20.08%), Fitol (47.04%) e o acido 9,12,15-
Octadecatriendico (4.25%). O OE S. siamea, Quando submetido ao bioensaio

larvicida, ndo apresentou atividade.

O EBMF de S. siamea, ndo apresentou atividade anti-microbiana. Enquanto o EBMF
de S. alata apresentou atividade moderada contra Bacillus subitilis, e baixa atividade

frente a Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus.

Ambos o0s extratos S. siamea e S. alata, ndo apresentaram atividade hemolitica e

citotoxica, satisfatoria.

Devido a auséncia de 6bitos dos animais submetidos a dose de 2000mg/kg, de acordo
com a OECD 423, podemos concluir que os vegetais estudados, S. siamea e S. alata,
sdo atdxico ou apresentam baixa toxicidade. Entretanto foi evidenciado indicios de

toxicidade aguda em analise histopatoldgica dos 6rgaos: figado, rim e baco.

Ambos 0s extratos S. siamea e S. alata, nas doses utilizadas, ndo apresentaram

atividade laxante
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Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolbgicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 835]1

ax: (55 81 126 8350
; ( www.():clz).ufpe.br 1\
Recife, 01 de novembro de 2012.
Oficio n°® 504/12

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof, Sebastizio José de Melo

Departamento de Antibiéticos

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076.036439/2012-34

Os membros da Comissso de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado, “Busca no semi-arido do nordeste brasileiro de um sucedaneo para
Senna alexandrina com potencial atividade laxativa”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas  sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimenta(;éo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o adotadas como critérios de
avaliago e julgamento pela CEUA-UFPE,

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lej 11.794
de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins cientificos e
didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a serem
realizados.

Origem dos animais: Biotério do Departamento de

Antibiticos - UFPE; Animais: Camundongos albinos: y %

Linhagem: Swiss; Sexo: machos; Idade: 60 dias: Peso: ) ﬁ' &L‘
20 a 25g; Numero de animais previsto no protocolo: 74 J f

Frofa, Man‘a Teresa Jansem
Pres:dente do CEEA
Ubpg

CCB: Integrar para desenvolver .
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