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SINOPSE

Sinopse:

Estudou-se os efeitos metabolicos e genotoxicos do extrato aquoso de Hibiscus
sabdariffa em ratos jovens tratados com glutamato monossédico. Foram avaliados
efeitos fisiopatoldgicos no metabolismo lipidico, glicEmico e proteico, além de efeios
mutagénicos e antimutagénicos.
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RESUMO

O Hibiscus sabdariffa L. € uma planta popularmente utilizada no tratamento de
distarbios metabdlicos, como a obesidade. Muitos efeitos terapéuticos do H.
sabdariffa ja estdo confirmados, como: antioxidante, hipocolesterolemiante, anti-
obesidade, redutor da resisténcia a insulina, anti-hipertensivo, diurético e uricosurico.
Esse trabalho avaliou os efeitos do extrato aquoso de H. sabdariffa no metabolismo
e atividade mutagénica e anti-mutagénica em ratos jovens inicialmente tratados com
glutamato monossaddico. O extrato aquoso foi preparado em forma de infusédo, onde
animal recebeu, diariamente, a dose de 400mg/kg, via gavagem, durante 15 dias. As
amostras dos calices de H. sabdariffa foram obtidas no municipio de Barra do
Garcas, Mato Grosso, Brasil. A presenca de antocianinas foi confirmada pelo teste
com cloreto férrico e a presenca de compostos fendlicos foi admitida através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os animais foram mortos por
aprofundamento da anestesia para obten¢do de soro e medula 6ssea. O tratamento
com glutamato monossodico, administrado no periodo neonatal, ndo levou a morte
de ratos utilizados, mas nao proporcionou o quadro classico de obesidade. O teste
oral de tolerancia a glicose ndo mostrou alteracbes nas dosagens entre grupos
(p>0,05), enquanto o estudo da sensibilidade dos tecidos periféricos a insulina
revelou diferenca entre os mesmos (p<0,05). Dos parametros bioquimicos avaliados,
apenas a alanina aminitransferase revelou uma diferenca significativa (p<0,05) entre
0s grupos avaliados. A determinacdo de proteinas totais, albumina, globulina,
colesterol total, trigliceridios, lipoproteina de densidade muito baixa, lipoproteina de
alta densidade, e a aspartato aminotransferase ndo apresentou alteracdo
significativa. O grupo tratado com o extrato aquoso de H. sabdariffa revelou 91%
(p<0,01) de reducdo da frequéncia de micronucleos quando comparado ao grupo
controle positivo. Os resultados nos permitem inferir que, nas condi¢des testadas, o
H. sabdariffa € um potencial candidato a agente de prevencdo contra a
carcinogénese e moderador positivo do metabolismo bioquimico dos animais,
devendo, portanto ter suas propriedades insistentemente analisadas.

PALAVRAS-CHAVE: metabolismo, glutamato monossddico, Hibiscus sabdariffa,
ratos, antimutagenicidade



ABSTRACT

Hibiscus sabdariffa L. is a plant widely used in the treatment of metabolic disturbes,
like obesity. Many of its therapeutic effects are confirmed, as antioxidant, cholesterol
lowering, anti-obesity, insulin resistance reducing agents, antihypertensive, diuretic
and uricosuric. This study evaluated the effects of aqueous extract of H. sabdariffa
on biochemical metabolism and mutagenic activity in young rats neonatally treated
with monosodium glutamate. The agueous extract was prepared by infusion method,
and each rat daily received a dose of 400mg/Kg by oral route for 15 days. Samples
of flowers of H. sabdariffa were obtained in Barra do Garcas, Mato Grosso, Brazil.
The anthocyanin was confirmed by testing with ferric chloride and the presence of
phenolic compounds was admitted via high performance liquid chromatography. The
animals were killed by anesthesia followed by decapitation to obtain serum and bone
marrow. Treatment with monosodium glutamate, administered in neonatal period has
not led to death of mice used, but did not provide the classic glycemic curve for Oral
glucose tolerance test, that both groups did not show any changes (p>0.05), while
the study of sensitivity of peripheral tissues to insulin, insulin test tolerance, showed a
hypoglycemic effect of treated group compared to control one (p<0.05). The
biochemical biomarkers showed only TGP activity a significant difference (p<0.05)
between the groups evaluated. Moreover, the group treated with the aqueous extract
of H. sabdariffa revealed 91% (p<0.01) of reduction of the micronucleus frequency
compared to the positive control group. The results show that, H. sabdariffa aqueous
extract is a potential agent for preventing carcinogenesis and positive moderator of
the biochemical metabolism of the animals and should therefore have its properties
repeatedly analyzed.

KEYWORDS: metabolism, monosodium glutamate, Hibiscus sabdariffa, rat,
antimutagenicity
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INTRODUCAO GERAL

Atualmente, as principais causas de morte no Brasil sdo as doencas cronicas.
Dados do Ministério da Saude apontam que, em 2011, 30,7% dos o6bitos registrados
no Brasil ocorreram por consequéncia de doencgas do sistema circulatério, enquanto
que as neoplasias foram causa de 16,9% das mortes ocorridas no pais nesse
mesmo ano (Brasil, 2012).

O envelhecimento da populacdo aumenta a chance da superposicdo de
morbidades, visto que é comum ver individuos mais idosos apresentarem multiplas
doencas. Investiga-se se estas doencas estdo relacionadas do ponto de vista
etiopatogénico, ou seja, a presenca de uma delas pode aumentar a chance de
aparecimento da outra, e como elas podem contribuir em conjunto para o aumento
da morbimortalidade (Feitosa, 2012).

O Brasil detém a maior diversidade biolégica do mundo, sendo, portanto, uma
rica fonte de substancias bioativas. Nesse sentido, destacam-se as estratégias para
a busca de novas substancias e potenciais medicamentos, a etnofarmacologia.
Trata-se de um ramo das ciéncias que investiga as plantas medicinais utilizadas
tradicionalmente em comunidades, combinados com estudos quimicos e
farmacoldgicos (Simdes et al., 2007)

O uso de plantas com fins medicinais ocorre ha muitos anos em
consequéncia de informacdes que s&o repassadas por sucessivas geragdes
(Cardoso, 2006). A primeira referéncia escrita sobre o uso de plantas como
remédios € encontrada na obra chinesa Pen Ts’ao (“A Grande Fitoterapia”), de Shen
Nung, que remonta a 2.800 a.C. (Eldin e Dunford, 2001). No Brasil, a fitoterapia é
bastante difundida, estimulada pela tradicdo cultural dos indios, além do alto custo
dos medicamentos sintéticos (Volpato et. al., 2002).

Os medicamentos fitoterapicos tem grande aceitacéo popular, porém, seu uso
com fins terapéuticos sem acompanhamento adequado € considerado perigoso,
uma vez que nem todas as plantas tiveram todos os efeitos devidamente elucidados,
podendo, inclusive, apresentar toxicidade. Além da crenca popular quanto ao poder
de cura das plantas, a fitoterapia evoluiu e sofisticou-se no sentido de que o poder

curativo das plantas ndo pode mais ser considerado apenas como tradicdo popular,
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mas sim como ciéncia que vem sendo estudada, aperfeicoada e aplicada por
diversas culturas ao longo dos tempos (Tomazonni et al., 2006).

Entre as plantas medicinais tradicionalmente utilizadas no Brasil e no mundo,
destaca-se o0 hibisco (Hibiscus sabdariffa L.). O mesmo tem apresentado grande
destaque como tratamento alternativo de diversas patologias, principalmente no
tratamento contra o excesso de peso.

O Hibiscus sabdariffa L. € uma planta da familia Malvaceae, um arbusto anual
vigoroso, que pode atingir até 3 metros de altura, com caule verde ou avermelhado.
Suas folhas séo alternadas, lobadas e dentadas e com coloracdo verde ou purpura.
As flores sdo branco-amareladas, rosas ou purpuras, com calices carnosos
vermelhos ou brancos que irdo formar os frutos (Brasil, 2010). E uma planta tropical
nativa da India e Malasia, embora cresca amplamente em regibes tropicais e
subtropicais de ambos os hemisférios e tornou-se naturalizada em muitas areas das
Américas (Morton, 1987). Sua introdugdo no Brasil possivelmente ocorreu pelos
africanos durante o periodo em que ocorreu o trafico de escravos (Morton, 1987;
Brasil, 2010).

Esta planta é cultivada de Norte a Sul no Brasil, e conhecida como vinagreira,
rosela, quiabo azedo, azedinha, quiabo de angola, caruru azedo e quiabo-roxo. S&o
utilizadas suas folhas e flores no preparo de saladas cruas, refogadas, geléias,
sucos e chas, além de ser muito apreciada na culinaria tipica do Maranh&o, sendo
um dos principais ingredientes do arroz-de-cuxa (Brasil, 2010).

Dentre os efeitos terapéuticos ja comprovados do H. sabdariffa estéo:
antioxidante (Tsai et al.,, 2002; Mohd-Esa et al., 2010), hipocolesterolemiante
(Hirunpanich et al., 2006; Lin et al., 2007; Gurrola-Diaz et al., 2010); anti-obesidade
(Alarcon-Aguilar et al., 2007; Gurrola-Diaz et al., 2010), redutor da resisténcia a
insulina (Gurrola-Diaz et al., 2010), anti-hipertensivo (Faraji et al., 1999; Ajay et al.,
2007; Ojeda et al., 2009), quimiopreventivo para cancer de pele (Tseng et al., 1997),
diurético (Alarcon-Alonso et al., 2011), uricosurico (Kuo et al., 2012), citotéxico (Al-
Mamun et al.,, 2011) e antimicrobiano (Al-Mamun et al., 2011). Pode-se destacar
ainda o seu uso como: sudorifico, laxante leve, sedativo, para o tratamento de pedra
nos rins e para o tratamento de lesédo hepatica (Akindahunsi e Olaleye, 2003).

Sabe-se que conhecimento tradicional € uma importante fonte de obtencéo

de novos fitoterapicos. Um levantamento etnoboténico realizado por Bieski et al.
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(2011) em um distrito da cidade de Poconé, Mato Grosso, apresentou o H. sabdariffa
como uma das plantas de maior relagdo de importancia de uso medicinal, o que
sugere que a mesma é largamente utilizada na regiao.

De acordo com Ruiz et al. (2008), ainda hoje sdo descobertas novas plantas
como possiveis fontes de novas drogas. Porém, o uso popular e mesmo tradicional
ndo sdo suficientes para validar uma planta como um medicamento fitoterapico, pois
ha falta de informacdes seguras sobre suas propriedades, reacdes adversas, acao
sinérgica e a toxicidade, fatores preocupantes quanto a automedicacao (Junior,
2008).

Neste sentido, o presente estudo tem como objetivo avaliar efeitos
fisiopatoldgicos em ratos, tratados com glutamato monossodico no periodo neonatal,
apoOs a ingestao do extrato agquoso do H. sabdariffa, comumente utilizado para o

tratamento de diversas patologias, incluindo algumas desordens metabdlicas.
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RESUMO

O Hibiscus sabdariffa L. € uma planta popularmente utilizada no tratamento de
disturbios metabdlicos, conhecida popularmente como vinagreira. De suas flores
pode-se obter uma bebida consumida muldialmente. Muitos efeitos terapéuticos do
H. sabdariffa ja estdo confirmados, como: antioxidante, hipocolesterolemiante, anti-
obesidade, redutor da resisténcia a insulina, anti-hipertensivo, diurético e uricosurico.
Esse trabalho avaliou os efeitos do extrato aquoso de H. sabdariffa no metabolismo
lipidico, proteico e glicémico de ratos jovens tratados com glutamato monossodico
no periodo neonatal. As amostras dos calices de H. sabdariffa foram obtidas no
municipio de Barra do Garcas, Mato Grosso, Brasil, dos quais preparou-se uma
infusdo. Cada animal recebeu, diariamente, a dose de 400mg/kg do extrato, via
gavagem, durante 15 dias consecutivos de tratamento. O tratamento com glutamato
monossodico, administrado no periodo neonatal, ndo levou a morte de ratos
utilizados, mas nao proporcionou o quadro classico de obesidade. O teste oral de
tolerancia a glicose ndo mostrou alteragdes nas dosagens entre grupos (p>0,05),
enquanto o estudo da sensibilidade dos tecidos periféricos a insulina revelou
diferenca entre os mesmos (p<0,05). Dos parametros bioquimicos avaliados, apenas
alanina aminotransferase revelou uma diferenca significativa (p<0,05) entre os
grupos avaliados. A determinacéo de proteinas totais, albumina, globulina, colesterol
total, trigliceridios, lipoproteina de alta densidade, lipoproteina de densidade muito
baixa e aspartato aminotransferase ndo apresentou alteracdo significativa. Conclui-
se que, na dosagem utilizada, o tratamento com o extrato aquoso de H. sabdariffa
em ratos modificou positivamente o metabolismo bioquimico dos animais, devendo,
portanto ter suas propriedades investigadas.

PALAVRAS-CHAVE : metabolismo, glutamato monossédico, Hibiscus sabdariffa,
ratos, resisténcia a insulina.
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1. Introducéo

No ramo cientifico, ha uma série de inducdes experimentais de natureza fisica
e/ou quimica que levam os animais em estudo a certas condi¢des fisiopatoldgicas,
para que sejam estudadas a fim de elucidar melhor seus mecanismos, e também
para sua prevencao ou tratamento (Campos et al.,, 2005). Entre estas condicdes,
destaca-se ha muitas décadas, a utilizacdo do aminoacido glutamato monossoédico
em ratos.

A metodologia empregada com glutamato monossodico durante o periodo
neonatal € bem utiizada em estudos, sobretudo por seu sSucesso no
desenvolvimento da obesidade animal. Como € um aminoacido neuroexcitatorio
lesivo, ird agir no nucleo arqueado do hipotalamo destruindo de 80% a 90% dos
neurénios locais. Desta forma, leva a alteragcdes dos sistemas bioldégicos como
reducdo da sensibilidade a insulina, dislipidemia, prejuizos da termogénese,
hiperfagia, desordem funcional no sistema nervoso autbnomo, além de provocar o
aumento do acumulo de tecido adiposo visceral e também hiperinsulinemia (Alponti
et al., 2011; Nemeroff et al., 1977; Oliveira & Lemos, 2010).

Sabe-se que obesidade tem um papel importante nos fatores de risco para
doencas cardiovasculares, as desordens no metabolismo de lipideos séao
caraterizadas por valores séricos elevados de colesterol, triglicerideos, LDL
(lipoproteina de baixa densidade) e VLDL (lipoproteina de densidade muito baixa) e
diminuicdo de HDL (lipoproteina de alta densidade) (D’adamo et al., 2015).

O guadro de intolerancia a glicose e resisténcia a insulina torna-se de grande
destaque em estudos fisiopatologicos, uma vez que a sensibilidade dos tecidos
insulino-dependentes sdo facilmente alterados quando ocorrem disturbios de vias
metabdlicas. Estas condi¢cdes podem ocorrer unicamente ou em conjunto da falha da
secrecdo pancredtica da insulina, a ndo conformacdo molecular ideal deste
horménio produzido, o tempo de acdo em tecidos periféricos, acao nos sitios ativos
inadequados, em seus segundos mensageiros intracelulares, e também na
apresentacado do transportados de glicose (GLUT-4) na membrana da célula-alvo
(Campos et al., 2007)

Portanto, € de grande interesse da comunidade cientifica melhor

compreender os mecanismos envolvidos na fisiopatologia de disturbios metabdlicos,
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destacando-se a dislipidemia, defeitos genémicos e também disturbios glicémicos
acompanhados ou ndo do desenvolvimento de resisténcia a insulina, a fim de
reverter esse quadro e, por conseguinte, evitar o desenvolvimento de suas
complicacbes (Campos et al., 2007).

No caso da obesidade, a fim de controlar sua taxa presente na populagao,
destacam-se a atividade fisica e alteracdes na dieta alimentar. A dieta ideal inclui a
dimunuicédo da ingestao alimentar de gordura e o aumento do consumo de fibras a
fim de diminuir a absorcao intestinal de lipidios (Campos et al., 2006). Além disso, 0
uso de plantas medicinais possui 0 objetivo de promover a diminuigdo da obesidade
é bastante utilizado atualmente (Volpato et al., 2002).

A utilizacdo das plantas medicinais faz parte da historia da humanidade, tendo
uma importancia muito significativa, tanto no que se refere aos aspectos medicinais,
como culturais (Millani et al., 2010; Pinheiro et al., 2011). Estes compostos naturais
auxiliam o organismo a normalizar funcdes fisiolégicas e metabdlicas prejudicadas,
restaurar a imunidade comprometida, promover a desintoxicacdo e também o
rejuvenescimento (Franca et al., 2008).

No Brasil, 0 uso de plantas medicinais com fins terapéuticos possui respaldo
na tradicdo cultural indigena, além de ser uma opgdo economicamente viavel
(Volpato et. al., 2002). Neste sentido, o hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) tem exibido
destaque na prevencédo e terapia alternativa de diversas patologias, principalmente
no tratamento contra excesso de peso. E bastante frequente a apresentacio dessa
planta como auxiliar na redugcdo de peso corporal em diversos veiculos de midia
social, especialmente voltados a saude e bem estar, conceito que popularizou 0 uso
do hibisco nos ultimos tempos.

Muitos efeitos terapéuticos atribuidos ao H. sabdariffa ja estdo confirmados
experimentalmente, como antioxidante (Tsai et al., 2002; Mohd-Esa et al., 2010),
hipocolesterolemiante (Hirunpanich et al., 2006; Lin et al., 2007; Gurrola-Diaz et al.,
2010); anti-obesidade (Alarcon-Aguilar et al.,, 2007; Gurrola-Diaz et al., 2010),
redutor da resisténcia a insulina (Gurrola-Diaz et al., 2010), anti-hipertensivo (Faraji
et al., 1999; Ajay et al., 2007; Ojeda et al., 2009), quimiopreventivo para cancer de
pele (Tseng et al., 1997), diurético (Alarcon-Alonso et al., 2011), uricosurico (Kuo et

al., 2012), citotoxico e antimicrobiano (Al-Mamun et al., 2011). Pode-se destacar
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ainda o uso do H. sabdariffa como: sudorifico, laxante leve, sedativo, no tratamento
de pedra nos rins e tratamento de lesdo hepatica (Akindahunsi e Olaleye, 2003).

Estudos tém demonstrado que o extrato aquoso dos calices de H. sabdariffa
possui efeito na reducdo dos niveis de lipideos totais, colesterol e triglicerideos,
sugerindo que esta planta possui possivel efeito anti-obesidade (Kim et. al., 2003).
As propriedades terapéuticas do H. sabdariffa estdo relacionadas com a presenca
de compostos fendlicos (Patel, 2014).

Por questbes éticas, ndo € comum 0 uso de seres humanos como objeto
experimental, principalmente pela dificuldade em se observar todas suas alteracdes
decorrentes do uso de uma planta medicinal. Sendo assim, o modelo animal
experimental utilizado nesse trabalho foi o rato Wistar, por apresentar caracteristicas
fisiologicas, anatdbmicas e organicas semelhantes aos do ser humano (Schanaider e
Silva, 2004; Quinn, 2005). E possivel ainda, utilizar-se de protocolos experimentais
ja propostos e amplamente utilizados para a inducao da obesidade em animais, bem
como efeitos mais amplos e complexos, como 0s que ocorrem em desordens
metabdlicas em animais de acordo com sua etiologia, sendo que alguns deles ja
foram amplamente caracterizados.

Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos
metabdlicos proporcionados pelo consumo do extrato aquoso do H. sabdariffa por
ratos machos Wistar jovens tratados com glutamato monossodico no periodo

neonatal.

2. Materiais e métodos

2.1 Animais

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
(CEPA/UFMT) pelo numero de protocolo 23108.705702/13-9. Foram utilizados ratos
Wistar machos neonatos que receberam por via subcutanea (sc) solucdo de
glutamato monossodico (MSG; Sigma, G-1626, St. Louis, MO, USA) diluido em
solucéo salina, na dose de 4,0 mg/g de peso corpdéreo, sc, no 2°, 4°, 6°, 8° e 10° dias
de vida (Ribeiro et al., 1989; Mello et al., 2001; Campos et al., 2007, 2008). Os
mesmos foram mantidos com suas respectivas maes até alcancarem 21 dias,
periodo este correspondente a lactacdo. ApoOs este periodo, os filhotes desmamados

foram transferidos para gaiolas coletivas (4 animais por gaiola) onde passaram por
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um periodo de adaptacdo no Laboratorio de Fisiologia de Sistemas e Toxicologia
Reprodutiva, Universidade Federal de Mato Grosso/Campus Universitario do
Araguaia. Permaneceram em gaiolas coletivas em temperatura ambiente de 22 +
3°C, ciclo claro/escuro de 12/12 horas e umidade relativa de 60 + 5%. Todos o0s
animais receberam racéo Purina ® e agua filtrada ad libitum.

Aos 70 dias de vida, todos os ratos foram pesados e 0 comprimento naso-
anal foi medido para a obtenc&o do indice de obesidade de Lee no primeiro e Gltimo
dia de tratamento com o fitoterapico. Foi considerado o valor menor ou igual a 0,300
como normal. Por outro lado, ratos com valor superior a 0,300 sdo considerados

obesos (Bernardis et al., 1968).

8/ Fezc corporse (g)

indice de Lee = x 1C

Comprimento nase —anal (mm)

2.2 Procedimentos experimentais

2.2.1 Tratamento com Hibiscus sabdariffa L.

Amostras dos calices de Hibiscus sabdariffa foram obtidas no municipio de
Barra do Garcas — Mato Grosso no periodo de outono (meses de marco a junho de
2013), e desta forma foram secas em estufa aerada a temperatura de 50°C, por um
periodo de trés dias e moidas para o preparo do extrato aquoso por processo de
infusdo. O extrato aquoso foi resfriado sob agitacdo, filtrado e determinada
concentracdo em mg/mL. As aliquotas do extrato foram mantidas em freezer (-20°C)
em pequenos frascos ambar até o dia do seu uso no tratamento dos animais.

ApoOs a avaliacdo do peso corpéreo e comprimento naso-anal, todos os ratos
machos foram divididos em dois grupos: grupo controle (C), em que ratos foram
tratados com agua (n=10) e grupo (HS), ratos tratados com extrato aquoso de H.
sabdariffa (n=16). O tratamento foi oral, por via intragastrica (gavage), por quatorze
dias, na dose de 400mg/kg/dia de peso corpéreo, adaptado de Peng et al. (2011).
Considerando o ganho de peso dos animais durante o tratamento, a dose foi
ajustada periodicamente. A quantidade de racao oferecida para os grupos foi pesada

todos os dias, e a média de consumo de racéo por animal foi avaliada.
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2.2.2 Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

Para avaliacdo do desenvolvimento da intolerancia a glicose foi utilizado um
marcador empregado rotineiramente na clinica, — teste oral de tolerancia a glicose
(TOTG) em todos os animais no 12° dia de tratamento. O procedimento usado para
este teste delineia que, apés jejum prolongado (em torno de 12 horas), foi coletada
uma gota de sangue para determinacao glicémica por glicosimetro convencional
OneTouch® Ultra® 2 (tempo 0 = jejum). Em seguida, os ratos receberam solucao de
glicose (200 g/L) via intragastrica (gavage) na dose de 2,0 g/Kg peso corpéreo.
Depois de 30, 60 e 120 minutos, ap06s a administracdo desta solucdo, as outras
glicemias foram determinadas (Moura et al., 2002). A resposta da glicose durante o
TOTG foi avaliada pela aparéncia da curva (Campos et al., 2007) e a estimativa total

obtida na area sob a curva pelo método trapezoidal (ASC) (Tai et al., 1994).

2.2.3 Teste de tolerancia a insulina (TTI)

O teste de tolerancia a insulina foi aplicado a todos os ratos na véspera do
final do tratamento (14° dia). Apds jejum prolongado (em torno de 12 h), foi coletada
uma gota de sangue para determinagdo glicémica por glicosimetro convencional
(tempo 0). Todos os ratos receberam solucdo de insulina do tipo NPH, via
subcuténea, na dose de 30mU/100g peso corporeo. Decorridos 15, 30 e 60 minutos
apos a administracdo insulinica, foram determinadas as glicemias (Nogueira et
al.,1990).

2.2.4 Eutanasia e obtencao do soro

No ultimo dia de tratamento foi realizada a eutanasia de todos os animais,
antecedido de anestesia. O sangue foi coletado em tubos de ensaio livres de
anticoagulantes e centrifugados a 3500 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi
coletado como soro e estocado a -20°C para posteriores determinacfes de

biomarcadores.

2.2.5 Andlises bioquimicas
Todos os parametros bioquimicos foram mensurados por kits convencionais,

utilizando-se um analisador bioquimico semi-automatico. As concentracdes séricas
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de proteinas totais foram determinadas pelo método colorimétrico; enquanto que os
niveis séricos de colesterol total, trigliceridios, lipoproteina de densidade alta (HDL)
foram determinadas pelo método enzimatico. Atividades hepaticas das enzimas
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) foram
mensuradas através da metodologia de cinética enzimatica (Young et al., 2000). Os
resultados foram expressos mg/dL para proteinas totais, colesterol total,
triglicerideos e lipoproteina HDL. Para as determinacdes das atividades enzimaticas
de ALT e AST, os resultados foram expressos em UJL.

O valor estimado do nivel sérico da lipoproteina de densidade muito baixa
(VLDL) foram estimados como base nas determinacdes das concentragdes séricas
de trigliceridios pelo calculo proposto por Fridewald et al. (1972), com os resultados

expressos em mg/dL.

2.3 Analise estatistica

Todos os dados foram expressos como media + desvio-padrdo. Para
comparacao entre seus valores médios, foi empregado teste t de Student (Vieira,
1997).

3. Resultados

A Tabela 1 mostra que o indice de Lee calculado em todos os ratos n&o
demonstrou o quadro classico de obesidade, pois nenhum valor apresentou 0,300
ou maior, independente do grupo ou do dia mensurado. Contudo, o tratamento diario
do extrato aquoso de H. sabdariffa, grupo (HS), em apenas quinze dias de
tratamento levou a uma diminuicdo significativa de peso corporeo comparado ao
grupo controle (C).

Os testes glicémicos realizados neste estudo permitem comparacfes entre
valores, sendo possiveis resultados significativos comparando as glicemias ao longo
do tempo no mesmo grupo, e também as glicemias entre grupos, N0 mesmo tempo
medido. A Figura 1 mostra as glicemias do TOTG, e em ambos 0s grupos houve um
aumento glicémico nos tempos 30 e 60 minutos em relacdo ao jejum (tempo 0)
(p<0,05), porém ndo foram encontradas alteracbes nos niveis de glicose entre
grupos (p>0,05). Ainda na avaliagdo destas glicemias, a Figura 2A mostra as areas
sob a curva glicémica do TOTG, destacando os intervalos de cada leitura glicémica
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(areas parciais), e também seu valor geral (area total). O tratamento desta planta
aparenta nao influenciar na carga glicémica do teste (p>0,05), porém quando é
analisada a glicemia média de cada intervalo (Figura 2B), o intervalo de 30 a 60
minutos elevou-se em ambos os grupos (p<0,05).

O estudo da sensibilidade dos tecidos periféricos a insulina € mostrado na
Figura 3, sendo as glicemias coletadas durante o Teste de tolerdncia a insulina
(TTI). As curvas glicémicas dos ratos mostram que, apos a administracéo de insulina
exdgena, ocorre uma queda glicémica em todo o transcorrer do teste em ambos o0s
grupos, nos tempos 15, 30 e 60 minutos (p<0,05). Quando os valores sao
comparados entre grupos, o tratamento com H. sabdariffa (grupo HS) leva a uma
maior queda glicémica no teste aos 15 minutos e uma recuperacao dos niveis de
glicose aos 60 minutos, sendo sua glicemia maior que no grupo C (p<0,05).

De forma similar ao TOTG, a Figura 4A mostra as areas parciais e totais sob
a curva glicémica do TTI, mas também ndo apresentou diverencas entre os valores
obtidos (p>0,05). Quando se analisa as médias glicémicas por minuto de cada
intervalo do TTI (Figura 4B), os tempos 15 a 30 minutos e também de 30 a 60
minutos foram diminuidos em relagdo ao primeiro intervalo (p<0,05), mas nédo entre
grupos (p>0,05).

A Tabela 2 mostra os parametros bioquimicos séricos avaliados neste
estudo. A atividade da alanino aminotransferase (ALT) mostrou uma diminuicéo
significativa quando os ratos foram tratados com o extrato da planta (p<0,05). A
determinacdo de proteinas totais, albumina, globulina, colesterol total, trigliceridios,
colesterol HDL, VLDL e AST né&o apresentou alteragao significativa (p>0,05). Os
valores médios obtidos em ambos os analitos apresentam-se muito proximos, tanto

no grupo tratado com o extrato aquoso de H. sabdariffa, quanto no grupo controle.

3. Discusséo

O tratamento de glutamato monossaédico, administrado no periodo neonatal,
nao levou a morte de ratos utilizados no presente estudo, sendo assim uma
metodologia segura e valida que ndo implicou em perda de animais e alteracdo do
namero amostral proposto na metodologia, grupo (C), n=10 ratos e grupo (HS), n=16

ratos.
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Uma investigagdo do metabolismo de animais vivos, invariavelmente deve
ser analisada de forma flexivel, visto que as condicbes a que os animais estdo
inseridos e a variabilidade biologica esperada entre seres vivos devem ser
consideradas diante dos resultados encontrados e esperados. Além disso, as
plantas medicinais sdo compostas por uma numerosa gama de substanicas ativas.
Dependendo das condi¢des climaticas, estes vegetais podem produzir diferentes
componentes quimicos a partir de seu metabolismo. Dessa forma, os efeitos
fisiopatolégicos produzidos por plantas da mesma espécie, porém cultivadas em
regides distintas, podem ser diferentes (Simdes et al., 2007).

Os dados deste estudo mostram que a determinacdo do indice de Lee
calculado em todos os ratos ndo demonstrou o quadro classico de obesidade, pois
nenhum valor do indice foi de 0,300 ou maior, independente do grupo ou do dia
mensurado. Possivelmente o fato dos animais serem ainda muito jovens pode estar
relacionado com o ndo desenvolvimento da obesidade nesses animais, visto que o
indice de Lee é normalmente empregado em ratos apés 90 dias de vida (Ribeiro et
al., 1989; Mello et al., 2001; Campos et al., 2007, 2008; Luz et al., 2010; Zhang et
al., 2010; Chen et al., 2013; Herndndez-Bautista et al., 2014).

Zhang et al. (2010) utilizam o mesmo protocolo de inducéo de obesidade em
ratos com glutamato monossédico, e obtiveram a confirmacdo da obesidade
somente ap0s 6 meses de vida dos animais. Da mesma forma, Luz et al. (2010)
afirmam que o tratamento com MSG no periodo neonatal induz a obesidade em
animais adultos. Os autores encontraram um aumento de estoques de gordura
corporal nesses animais de cerca de 140%, porém observaram uma reducdo no
consumo de alimentos, 0 que 0s mesmos sugerem ser justificado pela reducéo
significativa no gasto energético apresentado pelos ratos.

Chen et al. (2013) observaram que, em comparagcdo com ratos normais, 0s
ratos tratados com MSG exibiram sintomas tipicos da sindrome metabdlica, apesar
da menor ingestdo alimentar em relacdo ao grupo controle. A confirmacédo da
obesidade foi estabelecida aos seis meses de vida dos animais, alimentados durante
o periodo de aclimatacdo com racdo padrédo para roedores ad libitum. O estudo de
Hernandez-Bautista et al. (2014) mostrou que o Indice de Lee, triglicérides,

colesterol total, e os niveis de transaminases aumentou, enquanto a tolerancia a
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glicose diminuiu e niveis de sensibilidade a insulina foram notavelmente alterados a
partir do quarto més de idade, de ratos tratados com MSG no periodo neonatal.

Quanto ao ganho de peso, foi visto que o grupo HS ganhou apenas 37,99
durante os 14 dias de tratamento, enquanto o grupo C mostrou um ganho de 54,2g
no mesmo periodo (Tabela 1). Desta forma, esta diminuicdo de ganho de peso ao
tratamento pode sugerir a uma modificacdo metabdlica pelo extrato vegetal. Nossos
dados corroboram com os encontrados por Alarcon-Aguilar et al. (2007), que
também destacaram uma diferenca significativa no ganho de peso entre ratos
obesos tratados com extrato aquoso de H. sabdariffa e ndo tratados. Neste estudo, o
uso do extrato reduziu o peso corporal de ratos obesos em 9,6%, dado relacionado
com o conceito de que os célices do H. sabdariffa contém substancias bioativas que
podem ser Uteis na prevencédo e tratamento de obesidade, sendo reforcado tambéem
na diminui¢cdo da absorcao lipidica intestinal (Carvajal-Zarrabal et al, 2009).

Os mecanismos pelos quais o H. sabdariffa leva a uma reducdo no ganho
de peso corporal ainda ndo sdo totalmente esclarecidos (Alarcon-Aguilar et al.,
2007). Esse mecanismo pode estar relacionado a capacidade deste extrato em
modular fatores de transcricdo de adipocitos (Kim et al., 2007). Além disso, relatos
indicam que este tipo de tratamento pode levar & saciedade por meio de um
estimulo anorexigeno no centro da saciedade localizada no hipotalamo, diminuindo
o ganho de peso corpéreo (Peng et al.,2011) assim como inibe a atividade da a-
amilase bloqueando a absorcédo de carboidratos no intestino delgado, efeito obtido
através da modulacdo da vias de sinalizagdo PI3-K/Akt, que desempenham
importantes papéis durante a adipogénese (Valerio et al., 2006).

A analise da secrecdo e acdo do pancreas endocrino € bem descrita no
TOTG e sua area sob a curva nas Figuras 1 e 2, respectivamente. O TOTG é o
registro da captacdo glicémica dos tecidos periféricos (musculo esquelético e tecido
adiposo), sendo um método especifico para diagnosticar a intolerancia a glicose,
pois mimetiza os eventos fisiolégicos ap0s uma refeicdo. Sua curva mostra a
capacidade de absorcdo e retorno glicémico, demonstrando o desempenho da
insulina endégena nos tecidos periféricos (Campos et al., 2007; Neto et al., 2011). A
aparéncia das curvas em ambos 0S grupos possuem uma resposta classica, sendo
que aos 30 minutos houve um pico glicémico (absorcdo intestinal), e apds esta

medida, os valores glicémicos diminuem (30 e 60 min) até retornar proximos ao
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tempo de jejum aos 120 minutos (retorno glicémico) (Campos et al., 2007; Mello et
al., 2001; Valerio et al., 2006). De acordo com os dados deste estudo, 0 extrato de
H. sabdariffa ndo influenciou na resposta endégena da insulina para este teste, ou
seja, nao influencia na secrecdo e acao insulinica em tecidos periféricos. Em
contrapartida, um estudo com este extrato de planta mostra que em ratos houve
uma diminuicdo da glicemia de jejum conforme o tratamento progredia (Alarcon-
Aguilar, 2007).

Quando se avalia a sensibilidade dos tecidos periféricos (TTI), € visto que 0
extrato aquoso de H. sabdariffa possui acdo direta na captacdo da glicose pelos
tecidos. Sob administracdo de insulina exégena, o extrato permitiu que os tecidos
periféricos captassem mais facilmente a glicose (temos 0, 15 e 30 minutos) e ao final
do teste permitiu um retorno glicémico ainda mais preciso que o controle (tempo 60
minutos), como mostrado na Figura 3. HA& uma série de fatores que podem
influenciar na sensibilidade insulinica, desde a ligagdo do horménio com o sitio ativo
com o receptor até a acdo dos segundos mensageiros intracelulares, incluindo o
sistema de ancoragem do GLUT-4 na membrana plasmatica (Campos et al., 2007).
Portanto, este extrato pode influenciar em uma ou até mais vias, beneficiando a
captacao glicémica.

Hibiscus sabdariffa surge no século XXI como uma planta fortemente
promissora a tratamentos com disturbios metabdlicos, pois afeta em muitos aspectos
o metabolismo lipidico. Estudos em ratos mostra que a associacao deste tipo de
tratamento fez com gque fossem diminuidos os trigliceridios e LDL (Ubani et al., 2009;
Ferndndez-Arroyo et al. 2011); acdo hipolipidémica e antioxidante em ratos
diabéticos (Farombi & Ige, 2007; Yang et al. 2010); inibicdo da oxidacdo do LDL
(Chang et al., 2006; Joven et al., 2014). Em humanos foi estudado que o uso deste
extrato eleva os niveis de HDL em pacientes hipertensos (Mohagheghi et al., 2011);
controle total da dislipidemia (diminuicdo de trigliceridios, colesterol e LDL, e
aumento do HDL) em adolescentes obesos (Sabzghabaee et al. 2013) e também
apresenta efeito hipocolesterolémico e fibras dietéticas presentes na semente deste
vegetal (Hainida et al., 2008). Embora ndo tenham sido encontradas diferencas entre
os valores protéicos e lipidicos séricos, nossos dados séo corroborados por Fakeye
et al. (2008), que também nao obtiveram variacdes significativas nos valores do

perfil lipidico de ratos tratados com o extrato aquoso de H. sabdariffa.

29



Dos parametros bioquimicos avaliados, apenas ALT mostrou uma queda em
sua atividade (Tabela 2), mostrando uma funcdo hepatoprotetora desta planta, na
dose utilizada. Estudos anteriores demonstraram que o0s extratos de H. sabdariffa
elevam a funcdo das enzimas hepaticas (Akindahunsi e Olaleye, 2003; Alarcon-
Aguilar et al., 2007; Fakeye et al., 2008), sem alterar a morfologia e fisiologia do
figado. Em contrapartida, Adeyemi et al. (2014) conseguiu restaurar niveis elevados
de aspartato AST e ALT em ratos diabéticos tratados com H. sabdariffa.

As bases cientificas para a afirmacéo de que as plantas medicinais e suas
substancias bioativas desempenham um papel importante na prevengao e no
tratamento de doengas crbnicas e degenerativas estdo avangando continuamente.
Nesse sentido, muitos estudos consideram que o H. sabdariffa poderia inclusive
fazer parte da dieta alimentar da populacdo, que assim poderia prevenir
determinadas doencas. Investigagbes como essa sdo validas para fornecer
recomendacdes sobre o uso potencial do H. sabdariffa para o beneficio da saude
publica. Certamente, mais estudos sdo necessarios para comprovar que o vegetal &

eficaz e seguro para o uso terapéutico.

4. Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo mostram que o tratamento de ratos com
extrato aquoso de H. sabdariffa modificou positivamente o metabolismo bioquimico,
diminuindo o ganho de peso corporeo, sensibilizando os tecidos periféricos a

insulina e também sendo hepatoprotetor aos animais.
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Tabela 1. Média e desvio-padrdo do indice de Lee inicial (dia 70) e final (dis 85) do
tratamento e ganho de peso corpdéreo em ratos obesos com tratamento diario de
agua (C) e ratos obesos com tratamento diario de extrato aquoso de Hibiscus
sabdariffa a 400mg/Kg (HS).

C HS
(n=10) (n=16)
indice de Lee - dia 70 0,269+0,015 0,270+0,016
indice de Lee — dia 85 0,274+0,015 0,0281+0,07
Ganho de peso corporeo (g) 54,2+8,3 37,949,1*

*p<0,05 — diferenca significativa ao Grupo C. Teste t de Student.
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Figura 1. Valores glicémicos do Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) em ratos
com tratamento diario de agua (grupo C) e ratos obesos com tratamento diario de
extrato aquoso de Hibiscus sabdariffa a 400mg/Kg (grupo HS).

*p<0,05 — diferenca significativa ao tempo de jejum (0 minutos). Teste t de Student
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Figura 2. Areas parcial e total sob a curva do Teste oral de tolerancia a glicose
(TOTG) (Figura 2A) e média glicémica de cada intervalo de tempo (Figura 2B) em
ratos com tratamento diario de agua (grupo C) e ratos obesos com tratamento diario
de extrato aquoso de Hibiscus sabdariffa a 400mg/Kg (grupo HS).

*p<0,05 — diferenca significativa ao intervalo 0-30min. Teste t de Student
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Figura 3. Valores glicémicos do Teste de tolerancia a insulina (TTI) em ratos com
tratamento diario de agua (grupo C) e ratos obesos com tratamento diario de extrato

aguoso de Hibiscus sabdariffa a 400mg/Kg (grupo HS).

*p<0,05 — diferenca significativa ao tempo de jejum (0 minutos). Teste t de Student.

#p<0,05 — diferenca significativa ao grupo C. Teste t de Student.
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Figura 4. Areas parcial e total sob a curva do Teste oral de tolerancia & insulina (TTI)
(Figura 4A) e meédia glicémica de cada intervalo de tempo (Figura 4B) em ratos
obesos com tratamento diario de agua (C) e ratos obesos com tratamento diario de
extrato aquoso de Hibiscus sabdariffa a 400mg/Kg (HS).

*p<0,05 — diferenca significativa ao intervalo 0-15min. Teste t de Student.
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Tabela 2. Média e desvio-padrdo dos biomarcadores bioquimicos sérico (proteinas
totais, albumina, globulina, colesterol total, trigliceridios, lipoproteinas HDL e VLDL,
alanino aminotransferase e aspartato aminotransferase) de ratos com tratamento
diario de 4gua (grupo C) e ratos obesos com tratamento diario de extrato aquoso de
Hibiscus sabdariffa a 400mg/Kg (grupo HS).

C HS

(n=10) (n=16)
Proteinas totais (g/L) 6,5+0,5 6,4+0,2
Albumina (g/L) 3,240,2 3,110,1
Globulina (g/L) 3,310,4 3,310,2
Colesterol total (mg/dL) 58,319,7 55,8+23,7
Trigliceridios (mg/dL) 121,0£27,2 141,8+36,6
HDL (mg/dL) 47,8+6,4 47,2475
VLDL (mg/dL) 24,2455 28,4+7,3
ALT (UIL) 184,5,7+19,0 145,1+20,0*
AST (UIL) 59,4+12,8 57,7+9,6

*p<0,05 — diferenca significativa ao Grupo C+HS. Teste t de Student.
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RESUMO

O Hibiscus sabdariffa L. é uma planta da familia Malvaceae, conhecida
popularmente como vinagreira. Suas flores fornecem uma bebida consumida
mundialmente. Dentre os efeitos terapéuticos do H. sabdariffa estdo: antioxidante,
hipocolesterolemiante, anti-obesidade, redutor da resisténcia a insulina, anti-
hipertensivo, quimiopreventivo para cancer de pele, diurético e uricosurico. Os
beneficios nutricionais da planta estdo ligados a biodisponibilidade de flavonoides,
em especial as antocianinas. O trabalho avaliou os efeitos do extrato aquoso de H.
sabdariffa contra danos induzidos ao DNA pela ciclofosfamida (CPA, 25 mg/Kg), em
ratos machos Wistar através o Teste do Microndcleo. As amostras dos calices de H.
sabdariffa foram obtidas no municipio de Barra do Gargas, Mato Grosso, Brasil. O
extrato aquoso foi preparado em forma de infusdo e cada animal recebeu,
diariamente, a dose de 400mg/kg, via gavagem, durante 15 dias consecutivos de
tratamento. A presenca de antocianinas foi confirmada pelo teste com cloreto férrico
e a presenca de compostos fendlicos foi admitida através de cromatografia liquida
de alta eficiéncia, com destaque para a identificacdo da rutina. Os animais foram
sacrificados por aprofundamento da anestesia para obtencdo da medula 6ssea e
determinacao da frequéncia de eritrécitos policromaticos micronucleados (PCEs). O
grupo tratado com o extrato aquoso de H. sabdariffa revelou 91% de reducéo da
frequéncia de micronucleos quando comparado ao grupo controle positivo. O que
nos permite dizer que, nas condi¢Oes testadas, o H. sabdariffa L. apresentou efeito
protetor aos danos induzidos pela CPA ao DNA dos animais tratados, sendo um
potencial candidato a agente de prevengédo contra a carcinogénese.

PALAVRAS-CHAVE : Ciclofosfamida; Quimioprevencdo; Teste do Microndcleo,
Hibiscus sabdariffa, ratos.
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Introducao

O Hibiscus sabdariffa L. € uma planta da familia Malvaceae. Um arbusto
vigoroso, capaz de atingir até 3 metros de altura, com caule verde ou avermelhado.
Suas folhas séo alternadas, lobadas e dentadas, com coloracdo verde ou purpura.
As flores sdo branco-amareladas, rosas ou purpuras, com calices carnosos
vermelhos ou brancos que formam os frutos [1]. E uma planta tropical nativa da india
e Malasia, embora cres¢ca amplamente em regifes tropicais e subtropicais de ambos
os hemisférios [2]. Os beneficios nutricionais da planta estdo ligados a
biodisponibilidade de flavonoides, em especial as antocianinas [3,4,5].

Dentre os efeitos terapéuticos do H. sabdariffa ja discutidos na literatura
estdo: antioxidante [4,6], hipocolesterolemiante [7,8,9]; anti-obesidade [9,10] redutor
da resisténcia a insulina [9], anti-hipertensivo [11,12,13]; quimiopreventivo para
cancer de pele [14], diurético [15], uricosurico [16], antimicrobiano e citotdxico [17].
Pode-se destacar ainda o uso do H. sabdariffa como: sudorifico, laxante leve,
sedativo, no tratamento de pedra nos rins e tratamento de lesdo hepética [18].

As propriedades terapéuticas do H. sabdariffa se devem a presenca de
compostos fendlicos, produtos do metabolismo secundario desse vegetal,
conhecidos pelo potencial antioxidante [19]. Olaleye [20] encontrou glicosideos
cardiacos, flavonoides, saponinas e alcaloides no extrato aquoso de H. sabdariffa.
Enquanto um estudo fitoquimico demonstrou que fendis, alcaloides, taninos,
flavonoides e saponinas estao presentes nas folhas, caule e na raiz da planta, sendo
que os alcaloides estao presentes em todas as partes da planta [21].

Os antioxidantes sdo substancias capazes de interferir na formacéo e
propagacdo de radicais livres. Uma grande variedade de substancias fendlicas,
especialmente aqueles presentes nas plantas alimentares e medicinais, tem sido
considerada como adjuvantes na prevencdo de efeitos genotdxicos. A maioria
destes compostos fendlicos que ocorrem naturalmente possuem propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias, que parecem contribuir para a sua atividade

protetora dos danos ao DNA [19].
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Substancias conhecidas como quimiopreventivas sdo aquelas capazes de
inibir, retardar ou reverter a carcinogénese em varias fases [8]. As antocianinas tem
acao antioxidante e, portanto, sdo capazes de combater processos mutagénicos [5].

Atualmente, a mutagenicidade se tornou, de maneira crescente, alvo de
avaliacé@o cientifica no Brasil e no mundo. A relevancia desta observagéo foi devido
a associacdo entre mutacdo e cancer. Mutacdes sédo definidas como alteracdes no
DNA (acido desoxirribonucléico) celular, podendo envolver mutacdes
cromossGmicas e (@énicas, relacionadas de maneira significativa com a
carcinogénese [22]. Dados do Ministério da Saude apontam que em 2011, 181.575
pessoas morreram por consequéncia de neoplasias malignas [23]. Tendo em vista
que a mutacdo € um dos eventos iniciadores do cancer, pode-se dizer que o
combate ou a prevencdo de eventos mutagénicos € um dos caminhos a serem
desenvolvidos na tentativa de prevenir danos ao material genético [24].

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude [25] a obesidade e o0 sobrepeso
sdo definidos como acumulo de gordura anormal ou excessivo, oriundos de um
disturbio metabodlico severo. No Brasil, em 2012, 50,6% da populacdo adulta
apresentava excesso de peso [23]. Tal condicdo representa um risco para a saude,
sendo um grave problema nutricional, que aumenta o risco de morbidade de vérias
patologias metabdlicas e crbnicas, entre estas as neoplasias [26].

Segundo Lippman e Hong [27], pesquisas de prevencdo devem integrar
cada vez mais estudos genbmicos com estudos relacionados aos fatores
ambientais, estilo de vida e dieta. A prevencdo e o controle do cancer exigem um
grande comprometimento dos setores de saude, j& que o aumento no numero de
Novos casos exige recursos financeiros e humanos para gerir as necessidades de
diagnéstico, tratamento e acompanhamento dessa patologia [23]

O conhecimento tradicional € uma importante fonte de obtencdo de novos
fitoterapicos. Um levantamento etnobotéanico realizado por Bieski et al [28], em um
distrito da cidade de Poconé, Mato Grosso, Brasil, apresentou o H. sabdariffa como
uma das plantas de maior relacdo de importancia de uso medicinal, 0 que sugere
gue a mesma é largamente utilizada na regido. De acordo com Ruiz et al. [29], ainda
hoje surgem novas plantas como possiveis fontes de novas drogas. Porém, 0 uso
popular e mesmo tradicional ndo séo suficientes para validar uma planta como um

medicamento fitoterapico, pois a falta de informacdes seguras sobre suas
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propriedades, reacBes adversas, acdo sinérgica e toxicidade s&o fatores
preocupantes quanto a automedicacao [30].

Nesse contexto, esse trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do H.
sabdariffa contra danos induzidos ao DNA em ratos machos Wistar obesos através o

teste do micronucleo.
Resultados

O teste para identificacdo de antocianinas foi positivo, gerando uma coloracao
verde acentuada. A CLAE nos permitiu identificar a rutina na leitura em 254nm (A) e

em 360nm (C), composto confirmado ap0s o processo de co-injecao (B), além de

sugerir a presenca de outros compostos fenolicos no extrato analisado (Figura 1).
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Figura 1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) do extrato aquoso de Hibiscus sabdariffa.
(A) Rutina, RT= 15,74 min a 254 nm, (B) Co-inje¢céo de padrdo rutina, RT = 15,78 min a 254nm e (C)
Rutina, RT= 15,74min a 360 nm.

A Tabela 1 apresenta os efeitos do H. sabdariffa sobre danos ao DNA,
quimicamente induzidos pela ciclofosfamida em ratos pré-tratados com o extrato
aguoso. Os resultados mostram que o grupo tratado com o extrato aquoso do H.
sabdariffa e ciclofosfamida, reduziram em 91% (p<0,001) a frequéncia de
micronucleos em eritrocitos policromaticos de medula 6ssea, quando comparado
com o grupo controle positivo. Verifica-se também que grupo tratado somente com o
H. sabdariffa ndo apresentou potencial mutagénico quando comparado com 0 grupo
controle negativo.
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Tabela 1. Frequéncia de micronucleo em eritrocito policromatico (MNPCEs) em medula 6ssea de
ratos Wistar, apés pré-tratamento com extrato aquoso de H. sabdariffa e ciclofosfamida (CPA).

N° de células MNPCEs

Tratamento analisadas % de
N° % Reducéo

Agua + NaCl 0,9%° 10.000 83 0,83

Agua + CPA (25mg/Kg)® 10.000 128 1,28

H. sabdariffa L. + CPA 16.000 87 0,87 91*

(25mg/KQ)

H. sabdariffa L. + NaCl 0,9% 16.000 60 0,60

2 Controle negativo; ° Controle positivo; p<0,001. Teste qui-quadrado.

Na Tabela 2 estdo alocados os dados referentes ao peso corpéreo inicial e
final dos ratos, bem como o ganho de peso dos animais durante o periodo de
tratamento. Pode-se avaliar que os ratos tratados com o extrato aquoso de H.

sabdariffa L. tiveram um ganho de peso menor em relacdo aos grupos controle.

Tabela 2 - Peso corpéreo médio (g) e ganho de peso (média + SD) de ratos tratados durante 15 dias
com extrato aquoso de H. sabdariffa.

Tratamento N° de Peso inicial (g) Peso final (g) Ganho de

animais X+SD X+SD peso (9)
X+SD

Agua + NaCl 0,9%° 5 220,37£32,66 273 £ 28,63 48,4 + 23,98

Agua + CPA (25mg/Kg)b 5 201,87+37,79 273 +4,47 60 £32,59

H. sabdariffa L. + CPA 8 203,11426,26 236,25 +28,75 35,52 +10,83

(25mg/Kg)

H. sabdariffa L. + NaCl 0,9% 8 207,87£31,74 248,12 +38,53 40,25 27,44

2 Controle negativo; ° Controle positivo. Média e desvio padréo.

A Tabela 3 apresenta o consumo médio de racao de cada animal durante o
periodo experimental. De acordo com os dados, os grupos tratados com o H.
sabdariffa L. ndo mostraram diferenca significativa em relacdo ao consumo de racéo

quando comparados com o grupo controle negativo.
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Tabela 3 - Consumo médio de ragdo e H. sabdariffa (peso seco) por ratos tratados durante 15 dias
com o extrato aquoso de H. sabdariffa ou agua.

Tratamento N° de Peso corporeo Consumoda H. Consumo da
animais (g) X£SD sabdariffa racao
(mg/animal/dia) (g/dia/animal)
X+SD
Agua + NaCl 5 248,8+2982 - 22,01 +3,43
0,9%?
Agua + CPA 5 243 £ 34,69 - 24,30+ 2,55
(25mg/Kg)®
H. sabdariffa L. 8 218,43+25,55 87,37 22,88 £1,42
+ CPA
(25mg/Kg)
H. sabdariffa L. 8 228 +30,42 91,20 20,87+ 2,21
+ NaCl 0,9%

2 Controle negativo; ° Controle positivo. Média e desvio padréo.

Discussao

Atualmente, a busca por substancias com propriedades anticancer de
derivados de plantas, constituintes da dieta, tem um papel importante na prevencao
da doenca. Muitos compostos presentes em produtos naturais sao considerados
agentes quimiopreventivos, ou seja, subtancias capazes de agir contra a toxicidade
ao material genético e, consequente a carcinogénese. Segundo Lin et al [8] o extrato
aquoso de H. sabdariffa apresenta propriedades quimiopreventivas que podem
contribuir para as acdes anticancer da planta.

Os resultados obtidos nesse estudo sugerem que o uso do H. Sabdariffa,
como planta medicinal, traz beneficios relacionados a quimioprevencdo de danos ao
DNA e consequente prevencdo do cancer. O extrato aquoso do H. Sabdariffa
reduziu em 91% os danos induzidos pela CPA em células de medula 6ssea de ratos
machos Wistar quando comparado ao grupo controle positivo.

Adetutu e colaboradores [31] realizaram o0 teste do micronucleo em
camundongos utilizando arsenito de so6dio como indutor da mutagenicidade. Os
animais foram tratados com o extrato aquoso de H. sabdariffa durante 7 dias com

diferentes concentragdes: 50, 100 e 150 mg/kg/dia. O extrato apresentou potencial
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protetor contra os danos induzidos pelo agente quimico, sendo o melhor resultado
encontrado na concentracdo de 100mg/kg/dia do extrato.

Rosa e colaboradores [32] observaram potencial antigenotoxico e
antimutagénico do extrato metandlico de Hibiscus tiliaceus, planta que pertence ao
mesmo género do H. sabdariffa, contra a mutagénese oxidativa induzida por
peroxido de hidrogénio e hidroperoxido de tertbutila em fibroblastos de pulmé&o de
hamster chinés em cultura (células V79), utilizando o ensaio cometa e teste de
micronucleos. Os resultados mostraram reducdo do indice de danos ao DNA no
ensaio cometa e também diminuicdo do efeito mutagénico dos agentes testados,
verificado pela reducéo da taxa de micronucleos.

Hamid et al [33] identificaram atividade antigenotdxica de extrato aquoso de
H. sabdariffa em células de medula 6ssea de camundongos ICR contra danos ao
DNA induzidos por peréxido de hidrogénio através do ensaio cometa. As células
foram pré-tratadas por 24 horas com 500 e 1000 ng/mL do extrato e mostraram
significativa protecao contra os danos induzidos pelo peréxido de hidrogénio.

Olvera-Garcia e colaboradores [34] observaram atividade antimutagénica do
extrato aquoso de H. Sabdariffa contra a mutagenicidade do 1-nitropireno (1-NP)
através do Teste de Ames modificado e ndo mostrou atividade genotéxica por néo
induzir fragmentac¢ao do DNA em gel de eletroforese.

Alguns estudos relatam as propriedades quimiopreventivas do H. sabdariffa
por outros mecanismos de acédo. Lin et al [8], avaliaram a inducdo de apoptose do
extrato aquoso de H. sabdariffa contra células de céancer gastrico, concluindo que o
mesmo pode ser utilizado como agente quimiopreventivo. Lin e colaboradores [35]
testaram a viabilidade de células de céncer de prostata frente a exposicdo com
extrato aquoso de H. sabdariffa. O estudo mostrou efeito inibitério sobre o
crescimento célular de maneira dose dependente, houve inibicdo de 50% da
viabilidade das células cancerigenas.

Adaramoye e colaboradores [36] observaram que o extrato metandlico de
H.sabdariffa mostrou resultados protetores frente & exposicao a radiacdo usada no
tratamento de neoplasias. O estudo realizado exp6s ratos Wistar machos, tratados
com H. sabdariffa, a radiacdo e concluiu que o consumo da planta pode ser um
excelente fator de protecdo contra os danos induzidos pela radiagcdo ao sistema

antioxidante.
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Dessa maneira, os efeitos quimiopreventivos observados nos estudos com o
H. sabdariffa provavelmente estéo relacionados as substancias antioxidantes que o
mesmo contém. A analise cromatografica (CLAE, fig. 2) do extrato aquoso confirmou
que compostos fendlicos, conhecidamente antioxidantes, estavam presentes na
infusdo consumida pelos animais. Dentre eles podemos destacar as antocianinas,
confirmadas através do teste de identificacdo com cloreto férrico e a rutina,
identificada por meio da CLAE e confirmada apds co-injecéo de padrao.

Rodriguez-Medina e colaboradores [5] realizaram uma caracterizacao
quimica do extrato aquoso de H. sabdariffa por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), na qual apresentam a descricdo de 17 compostos fendlicos. As
antocianinas sdo os compostos fendlicos de maior concentracdo do extrato aquoso
de H. sabdariffa [13,37].

De acordo com os estudos, o extrato aquoso do H. sabdariffa mostrou
presenca de antocianinas. A presenca desses compostos no extrato é reforcada em
razdo da intensa coloragao roxa apresentada [5,15].

A andlise cromatografica (CLAE) realizada por Beltran-Debon et al [38], nas
guais os primeiros picos a surgir no cromatograma foram identificados como sendo
acido hidroxicitrico, &cido hibisco e &cido clorogénico, apresentou perfil semelhante
ao cromatograma apresentado em nossos resultados. H& possibilidade de que o
cromatograma obtido nesse trabalho também apresente as mesmas substancias,
pois como visto nos cromatogramas (A), (B) e (C) ha picos nao identificados com
baixo tempo de retencdo e concentracao consideravel.

A quantificacdo de antocianinas realizada por Showande et al [39], resultou
na concentracdo de 0.583 g £ 0.13 a cada 100 g de extrato aquoso dos célices de H.
sabdariffa. No estudo de Alarcon-Alonso et al [15], a concentracdo de antocianinas
no extrato foi de 77,3 mg/g, de quercetina foi de 3,2mg/g, de rutina foi de 2,1 mg/g e
de &cido clorogénico foi de 2,7mg/g.

Sildi et al [40], isolaram quatro tipos de antocianianas do extrato aquoso de
H. sabdariffa. A relacdo entre a atividade antioxidante e concentragcdo de
antocianinas obtidas dos calices de H. sabdariffa, foi determinada por Tsai et al [4],
gue concluiram que a capacidade antioxidante do extrato aumenta de maneira
linear, conforme aumenta a quantidade de pétalas utilizadas no preparo do extrato e

tempo de extracao.
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Entretanto, devido a auséncia de padrbes analiticos, somente foi possivel
confirmar a identidade da rutina no estudo, mas pode-se sugerir que haja outros
compostos fendlicos no cromatograma, considerando as condicbes de analise
propicias para o isolamento dos mesmos. Lin e colaboradores [35], também isolaram
rutina no extrato aquoso de H. sabdariffa.

O estudo de Olvera-Garcia e colaboradores [34], mostrou que 0 extrato
aquoso de H. sabdariffa submetido a CLAE apresentou maior concentragcao de
substancias quando comparado aos extratos cloroférmico e etilico investigados nas
mesmas condicbes, 0 que sugere que muitos compostos sdo extraidos
preferencialmente em solugdo aquosa.

A atividade antioxidante do extrato de H. sabdariffa foi avaliada por Tseng et
al [14], pela sua capacidade de extingdo de 1-difenil-2 - picrilhidrazil ( DPPH) livre e
inibicdo da atividade da xantina oxidase (XO). O extrato apresentou capacidade de
combate a radicais livres e mostrou um forte efeito inibitério na atividade da XO. Os
autores também testaram a bioatividade antioxidante destes extratos usando um
modelo de terc - butil- hidroperéxido (t - BHP), capaz de induzidir danos oxidativos
em hepatdcitos primarios de rato. Os resultados mostram o potencial do extrato de
H. sabdarrifa em proteger hepatécitos de rato da citotoxicidade induzida por t-BHP e
genotoxicidade por diferentes mecanismos.

Foram observados efeitos hepatoprotetores contra fibrose hepatica cronica
induzida por produtos quimicos in vivo, intimamente associados com o poder
antioxidante do H. sabdariffa [41]. Também Liu et al. [42] demonstraram o efeito
hepatoprotetor em ratos apls exposicdo dos animais ao acetominofeno
(paracetamol). Os animais tratados com o extrato aquoso de H. sabdariffa obtiveram
reducado do estresse oxidativo e da morte celular hepatica.

Um estudo realizado por Ademiluyi e colaboradores [43] investigou o efeito
protetor do H. sabdariffa sobre a nefrotoxicidade e estresse oxidativo em ratos. A
comparacao dos grupos mostrou que o consumo de dietas suplementadas com o
extrato protege os rins e atenua 0 estresse oxidativo por meio da modulacdo de
antioxidantes, especialmente as antocianinas.

Em relacdo a toxicidade do H. sabdariffa, de acordo com os resultados
obtidos, o extrato aquoso de H. sabdariffa ndo apresentou acdo mutagénica quando
comparado os animais tratados somente com o H. sabdariffa ao grupo controle.
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Chewonarin et al. [44] também observaram que o H. sabdariffa ndo é indutor de
mutagenicidade quando realizado estudo atraveés do teste de mutagenicidade em
Salmonella typhimurium (Teste de Ames).

Por outro lado, Takeda e Yasui [45] relataram a mutagenicidade do H.
sabdariffa, sugerindo a quercetina o composto responsavel pela acdo mutagénica.
Montero et al [46] identificaram acdo genotoxica de Hibiscus elatus Sw em medula
O0ssea de roedores através do Teste de micronucleo. Dajori et al [47] observaram
genotoxicidade do extrato de Hibiscus acetosella em sangue periférico e tecido
hepatico de camundongos Swiss através do ensaio cometa.

Olaleye [20] identificou que H. sabdariffa foi toxico para Artemia salina com
CL50 de 55,1 ppm. Al-Mamun et al. [17] também observaram efeitos citotoxicos do
extrato aquoso de H. sabdariffa em Artemia salina, utilizando como controle positivo
o sulfato de vimblastina. Orisakwe e colaboradores [48] indentificarm que o extrato
aguoso do calice de H. sabdariffa induz toxicidade testicular em ratos.

Estudos preliminares sugerem atividade antitumoral do extrato aquoso de H.
sabdariffa estudado, pois foram observados efeitos citotdxicos em células de Tumor
Ascitico de Ehrlich (TAE) tratadas com concentracdes de 1 mg/mL, 05 mg/mL e 0,25
mg/mL do extrato. Olvera-Garcia e colaboradores [34] observaram também atividade
citotoxica em células de carcinoma cervical humano (HelLa) in vitro.

Muitos estudos relatam os efeitos famacoldgicos do H. sabdariffa como anti-
obesidade [10,49]. Diante dos resultados apresentados, os grupos tratados com o
extrato aquoso de H. sabdariffa mostraram um ganho de peso menor quando
comparado ao grupos controles. Alarcon-Aguilar et al. [10] usaram o MSG como
indutor de obesidade e observaram reducado significativa do ganho de peso de
animais tratados com 120mg/kg/dia do extrato aquoso de H. sabdariffa. lyare et al.
[50] realizaram o controle de peso em ratos ndo obesos tratados com extrato aquoso
de H. sabdariffa e observaram um ganho de peso menor em relacdo ao controle
negativo.

Perez-Torres et al [51] indicam o uso terapéutico do extrato do H. sabdariffa
em pacientes com sindromes metabdlicas devido a acdo de polifendis. Peng et al
[52] identificaram o efeito protetor de polifenois do extrato do H. sabdariffa contra a

Diabetes tipo Il em modelo animal na dose de 200 mg/Kg. Por outro lado, futuros
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estudos relacionando H. sabdariffa e desordens metabdlicas devem ser realizados,
bem como em relagéo ao seu uso contra outras doencgas.

Em conclusédo, nas condi¢cdes experimentais realizadas, o H. sabdariffa L.
apresentou potencial quimioprotetor contra danos ao DNA, provavelmente
contribuindo com o combate aos radicais livres. De acordo com Ferreira [53], a
atividade quimioprotetora ao DNA pode estar associada aos compostos fendlicos
gue agem como potenciais agentes antimutagénicos, devido sua acao antioxidante.

Evidéncias experimentais que correlacionam a ingestao de H. sabdariffa L. e
frequéncia de mutacgédo sao, ainda, muito limitadas. Por outro lado, o estudo mostrou
que o H. sabdariffa L. contém compostos antimutagénicos, os quais indicam ter um
potencial quimiopreventivo contra substancias genotdxicas e, consequentemente a
carcinogénese.

Além disso, o estudo mostrou resultados satisfatorios sobre o uso do extrato
aguoso do H. sabdariffa no controle de peso corporal. Porém, o seu consumo deve
ser realizado com cautela, visto que ainda ha muitos efeitos terapéuticos do H.
sabdariffa a serem investigados.

Materiais e Métodos

Animais

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
(CEPA)/UFMT pelo numero de protocolo 23108.705702/13-9. Foram utilizados ratos
machos Wistar que tiveram a obesidade induzida através do tratamento com
glutamato monossoédico de acordo com o protocolo de Campos et al [54] A
confirmac&o da obesidade foi determinada pelo indice de obesidade de Lee [55].

Durante o periodo experimental, os animais permaneceram no Biotério do
LiPeQ/UFMT/Sinop, sob condicGes controladas de temperatura (22 + 2°C), umidade
relativa (55 £ 10%), ciclo de luz (12 horas claro/escuro), exaustao, recebendo racao

comercial peletizada e agua filtrada ad libitum.
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Agente quimico

A ciclofosfamida (CPA) é um agente alquilante que age bloqueando a
duplicacdo do DNA. Trata-se de uma substancia citotoxica utilizada no tratamento de
neoplasias. E inativa até ser metabolizada no figado pelas oxidases de fungéo mista
do P450. Pode ser usada também como imunossupressora [56].

No presente trabalho a CPA utilizada foi diluida em solucdo salina 0,9% e
administrada aos animais intraperitonealmente, na concentracao de 25 mg/kg p.c. de

acordo com Delmanto et al. [55].

Preparacdo do extrato

As amostras dos calices de H. sabdariffa foram obtidas no municipio de Barra do
Garcas, Mato Grosso, Brasil. A exsicata da planta estd no Jardim Botanico de
Brasilia, sob registro HEPH5633. Uma infusdo foi preparada, com os célices ja
secos, na proporcao de 15,0 g de extrato seco para cada 100 mL de agua. A infusédo
foi filtrada e uma amostra de 5,0 mL foi levada a evaporacdo em estufa, para
determinacao do peso seco. Cada animal recebeu diariamente a dose de 400mg/kg,

via gavagem, durante o tratamento.
Identificacéo de antocianinas

O teste foi baseado na metodologia de Mouco e colaboradores [57], na qual o
composto flavonoidico presente na amostra, em presenca de cloreto férrico
desenvolve coloracdo que pode variar entre verde, amarelo-castanho e violeta. Para
verificacdo da presenca desses compostos, foram adicionadas duas gotas de cloreto
férrico a 2,5 % a uma aliquota de 1,0 mL do extrato bruto concentrado.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As solucdes para analise da CLAE foram preparadas na concentragédo de 10

mg.mL™* em &gua ultrapurificada e filtradas em filtro Millex® com tamanho de poro de
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0,45 um. Foram realizados ensaios cromatograficos em sistema de CLAE Varian Pro
Star 325 LC plus detector de UV, com sistema de comprimento de onda duplo. A
separacao cromatografica foi realizada em uma coluna de fase reversa Phenomenex
Luna C18 (250,0 mm x 4,6 mm, 5um). A fase mével consistiu em solucédo aquosa de
acido trifluoroacético 0,1% em volume (eluente A) e acetonitrila (eluente B), com o
seguinte gradiente de eluicdo: 0-10 min, 10% de B; 10-11 min, 20% de B; 11-15 min,
70% de B; 15-25 min, 10% de B. A taxa de fluxo foi de 0,8 mL/min, o volume de
injecado foi de 20 uL, e deteccdo UV a 254 e 360 nm.

Teste do micronucleo in vivo (MN)

O teste do microndcleo in vivo é largamente empregado em pesquisas de
genética toxicoldgica, inclusive como teste padrdo para avaliagdo e registros de
novos produtos farmacéuticos. O mesmo permite avaliar os efeitos clastogénicos,
qgue danificam o cromossomo, e os efeitos aneugénicos, que induzem a aneuploidia
ou segregacdo cromossbmica anormal. Por isso, o0 mesmo € utlizado na
monitorizacdo de alteragbes cromossémicas causadas por agentes quimicos. O
teste baseia-se na avaliacdo da frequéncia de eritrcitos policrométicos
micronucleados apds exposicdo ao agente quimico que se deseja investigar [58].

A obtencao e preparo das laminas de eritrocitos de medula 6éssea para avaliacédo
da frequéncia de micronucleo (MN) seguiram a metodologia proposta por MacGregor
et al.[59]. Para cada animal duas laminas foram preparadas e codificadas em teste
cego. Foram analisadas 2000 células por animal em microscopio de luz, com
aumento de 1000 vezes (imersdo). As laminas foram decodificadas ao final das
analises.

A porcentagem de reducéo na frequéncia de MN foi calculada de acordo com

Water e colaboradores [60], através da equacao:

% de reducéao = frequéncia de MN em A — frequéncia de MN em B x 100
frequéncia de MN em A — frequéncia de MN em C

58



Nesta equacédo, A corresponde ao grupo tratado com CPA (controle positivo),
B corresponde ao grupo tratado com Hibiscus sabdariffa mais CPA e C corresponde

ao grupo tratado com NaCl 0,9% (controle negativo).

Delineamento Experimental

No 3° més de vida, todos os animais foram divididos em quatro grupos, de
acordo com a classificacdo de obesidade e tratamento com o extrato aquoso de H.
sabdariffa: (1) controle negativo (tratado com agua e NaCl 0,9% intraperitoneal no
15°dia), (2) controle positivo (tratado com agua e ciclofosfamida intraperitonial (25
mg/kg p.c.) no 15° dia) e (3) (tratado com H. sabdariffa e ciclofosfamida
intraperitonial (25 mg/kg p.c.) no 15° dia) e (4) (tratado com H. sabdariffa e NaCl
0,9% intraperitoneal no 15°dia).

O tratamento ocorreu por via intragastrica (gavagem) por 15 dias, na dose de
400mg/kg/dia de peso corporeo, adaptado de Peng et al [52]. Considerando o ganho
de peso dos animais durante o tratamento, a dose foi ajustada periodicamente. A
quantidade de ragédo oferecida para os grupos foi pesada todos os dias, tornando
possivel avaliar a média de consumo de ragdo por animal.

Apés os 15 dias de tratamento, os animais foram sacrificados por
aprofundamento da anestesia para obtencdo da medula 0ssea para determinacéo

da frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados (PCES).

o

15 16 dias
Grupos | | |

1

w

M Agua V¥ CPA 25 mg/kg

M Hibiscus sabdariffa v NaCl 0,9%

N =5 animais/grupos 1 e 2 S= Sacrificio
8 animais/grupos 3 e 4

Figura 2: Protocolo experimental para avaliacdo do efeito antimutagénico e mutagénico do Hibiscus
sabdariffa na frequéncia de micronuicleo, em células de medula 6éssea de ratos Wistar.
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Andlise Estatistica

A frequéncia de células micronucleadas nos diferentes grupos experimentais foi

avaliada pelo teste qui-quadrado [61]. A significancia do teste foi de P < 0,001.
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CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos nestes dois capitulos mostram que o tratamento de
ratos com extrato aquoso de Hibiscus sabdariffa modificou positivamente o
metabolismo doa ratos. O estudo mostrou ainda que o H. sabdariffa L. contém
compostos antimutagénicos, 0s quais indicam ter um potencial quimiopreventivo
contra substancias genotoxicas e, consequentemente a carcinogénese.

A presenca de compostos antioxidantes, como os flavonoides, esta
relacionada aos efeitos fisiopatoldgicos encontrados, o que foi confirmado nos testes
qguimicos.

As bases cientificas para a afirmacéo de que as plantas medicinais e suas
substancias bioativas desempenham um papel importante na prevencdo e no
tratamento de doengas crbnicas e degenerativas estd avancando continuamente.
Nesse sentido, muitos estudos consideram que o Hibiscus sabdariffa poderia
inclusive fazer parte da dieta alimentar da populacdo, que assim poderia prevenir
determinadas doencas. Investigacbes como essa sdo validas para fornecer
recomendacdes sobre o uso potencial do Hibiscus sabdariffa para o beneficio da
salude publica. Certamente, mais estudos s80 necessarios para comprovar que o

Hibiscus sabdariffa tem interesse farmacoldgico.
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ANEXOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO QAE& !‘

COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS COMITE DEETicANS Uso 0F MaNAS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo N2 23108.705702/13-9, sobre “Estudo dos efeitos
metabdlicos e genotéxicos do extrato aquoso de Hibiscus sabdariffa L. em ratos
obesos” sob a responsabilidade de Prof. Dr. KLEBER EDUARDO DE
CAMPOS/ANA CARLA GUIDINI VALENTINI GHELLER & Col., esta de acordo com
os Principios Eticos na Experimentagio Animal adotados pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagiio Animal {CONCEA), tendo sido aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais {CEUA)-UFMT em reunido ordinaria de

13/03/2014.

CERTIFICATE

We certify that the protocol N2 23108.705702/13-9, entitled "Study of metabolic
and genotoxic effects of aqueous extract of Hibiscus sabdariffa L. in obese rats",
is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by
the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA). This
project was approved by the institutional Committee for Ethics in the Use of

Animals (Federal University of Mato Grosso — UFMT) on Mar 13, 2014.

Cuiaba-MT, 14 de margo de 2014.
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ANEXOS

CAPITULO 1 - Instrugdes aos autores.
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Revista Brasileira de Farmacognosia
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ANEXOS
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