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EPIGRAFE

“O que vocé faz soa tdo alto, que o que vocé fala ninguém escuta.”

Ralph Waldo Emerson


http://pensador.uol.com.br/autor/ralph_waldo_emerson/

RESUMO

O Hibiscus sabdariffa L. € uma planta popularmente utilizada no tratamento de
distirbios metabodlicos, 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 monossaodico. 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 cdlices de H. sabdariffa foram obtidas no municipio de Barra do
Garcgas, 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 obtencdo de soro e medula 6ssea. O tratamento
com glutamato monossaddico, 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 alteracao
significativa. O grupo tratado com o extrato aquoso de H. sabdariffa revelou 91%
(p<0,01) de reducédo da frequéncia de micronucleos quando comparado ao grupo
controle positivo. Os resultados nos permitem inferir que, nas condicdes 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 monossédico, 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 aqueous 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 Gargas, 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 ébitos registrados
no Brasil ocorreram por consequéncia de doencas 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 sao repassadas por sucessivas geracoes
(Cardoso, 2006). A primeira referéncia escrita sobre o uso de plantas como
remedios € 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 tradicao cultural dos indios, além do alto custo
dos medicamentos sintéticos (Volpato et. al., 2002).

Os medicamentos fitoterdpicos tem grande aceitacdo popular, porém, seu uso
com fins terapéuticos sem acompanhamento adequado é 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 tradigcao 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 sdo alternadas, lobadas e dentadas e com coloragéo verde ou purpura.
As flores sdo branco-amareladas, rosas ou puarpuras, com calices carnosos
vermelhos ou brancos que irdo formar os frutos (Brasil, 2010). E uma planta tropical
nativa da India e Maléasia, embora cresca amplamente em regides tropicais e
subtropicais de ambos os hemisférios e tornou-se naturalizada em muitas areas das
Américas (Morton, 1987). Sua introducdo 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. Sao
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 estdo:
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 é uma importante fonte de obtencao
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 relacdo 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,
apos a ingestdo do extrato aquoso 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 ndo proporcionou o quadro classico de obesidade. O teste oral de
tolerancia a glicose ndo mostrou alteragbes 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 determinacédo de proteinas totais, albumina, globulina, colesterol
total, trigliceridios, lipoproteina de alta densidade, lipoproteina de densidade muito
baixa e aspartato aminotransferase néo apresentou alteragao 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 inducbes experimentais de natureza fisica
e/ou quimica que levam os animais em estudo a certas condicfes fisiopatoldgicas,
para que sejam estudadas a fim de elucidar melhor seus mecanismos, e também
para sua prevencdo ou tratamento (Campos et al., 2005). Entre estas condigdes,
destaca-se ha muitas décadas, a utilizagdo do aminoacido glutamato monossodico
em ratos.

A metodologia empregada com glutamato monossédico durante o periodo
neonatal € bem utilizada em estudos, sobretudo por seu sucesso no
desenvolvimento da obesidade animal. Como é um amino&cido neuroexcitatorio
lesivo, ird agir no nucleo arqueado do hipotalamo destruindo de 80% a 90% dos
neurénios locais. Desta forma, leva a alteracbes 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 sé&o
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 quadro de intolerancia a glicose e resisténcia a insulina torna-se de grande
destaque em estudos fisiopatoldgicos, 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 pancreatica da insulina, a nao conformacdo molecular ideal deste
hormonio produzido, o tempo de acdo em tecidos periféricos, acdo nos sitios ativos
inadequados, em seus segundos mensageiros intracelulares, e também na
apresentacao do transportados de glicose (GLUT-4) na membrana da célula-alvo
(Campos et al., 2007)

Portanto, € de grande interesse da comunidade cientifica melhor

compreender 0os mecanismos envolvidos na fisiopatologia de disturbios metabdlicos,
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destacando-se a dislipidemia, defeitos gendmicos 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 populagéo,
destacam-se a atividade fisica e alteracdes na dieta alimentar. A dieta ideal inclui a
dimunuicédo da ingestdo 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 diminuicdo da obesidade
é bastante utilizado atualmente (Volpato et al., 2002).

A utilizacdo das plantas medicinais faz parte da histéria 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 fun¢des 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 opg¢do economicamente viavel
(Volpato et. al., 2002). Neste sentido, o hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) tem exibido
destaque na prevencéo e terapia alternativa de diversas patologias, principalmente
no tratamento contra excesso de peso. E bastante frequente a apresentacdo dessa
planta como auxiliar na reducédo de peso corporal em diversos veiculos de midia
social, especialmente voltados a salude e bem estar, conceito que popularizou o0 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 é comum o0 uso de seres humanos como objeto
experimental, principalmente pela dificuldade em se observar todas suas alteragdes
decorrentes do uso de uma planta medicinal. Sendo assim, o modelo animal
experimental utilizado nesse trabalho foi o rato Wistar, por apresentar caracteristicas
fisiol6gicas, anatbmicas 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 inducdo 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 corpoéreo, 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. Apos 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 Laboratério 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 0s
animais receberam racéo Purina® e agua filtrada ad libitum.

Aos 70 dias de vida, todos os ratos foram pesados e o 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/ Pezo corporen (g)

indice de Lee = x 10

Comprimente naso —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 ragao oferecida para os grupos foi pesada

todos os dias, e a média de consumo de ragéo 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, apds jejum prolongado (em torno de 12 horas), foi coletada
uma gota de sangue para determinacdo glicémica por glicosimetro convencional
OneTouch® Ultra® 2 (tempo 0 = jejum). Em seguida, os ratos receberam solucéo de
glicose (200 g/L) via intragastrica (gavage) na dose de 2,0 g/Kg peso corporeo.
Depois de 30, 60 e 120 minutos, apds 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). Ap6s jejum prolongado (em torno de 12 h), foi coletada
uma gota de sangue para determinacdo glicémica por glicosimetro convencional
(tempo 0). Todos os ratos receberam solucdo de insulina do tipo NPH, via
subcutanea, na dose de 30mU/100g peso corporeo. Decorridos 15, 30 e 60 minutos
apo0s a administracdo insulinica, foram determinadas as glicemias (Nogueira et
al.,1990).

2.2.4 Eutanasia e obtencéo 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 determinagbes de

biomarcadores.

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

utilizando-se um analisador bioquimico semi-automético. As concentracdes séricas
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de proteinas totais foram determinadas pelo método colorimétrico; enquanto que 0s
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 determinagfes das concentracdes séricas
de trigliceridios pelo calculo proposto por Fridewald et al. (1972), com os resultados

expressos em mg/dL.

2.3 Anédlise estatistica

Todos os dados foram expressos como meédia + 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 corpéreo comparado ao
grupo controle (C).

Os testes glicémicos realizados neste estudo permitem comparagfes entre
valores, sendo possiveis resultados significativos comparando as glicemias ao longo
do tempo no mesmo grupo, e também as glicemias entre grupos, no mesmo tempo
medido. A Figura 1 mostra as glicemias do TOTG, e em ambos os 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 avaliacdo 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 ndo 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 é mostrado na
Figura 3, sendo as glicemias coletadas durante o Teste de tolerdncia a insulina
(TTI). As curvas glicémicas dos ratos mostram que, ap0s a administracdo de insulina
exdgena, ocorre uma queda glicémica em todo o transcorrer do teste em ambos 0s
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 ndo entre
grupos (p>0,05).

A Tabela 2 mostra os parametros bioquimicos séricos avaliados neste
estudo. A atividade da alanino aminotransferase (ALT) mostrou uma diminuicdo
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 n&o apresentou alteragdo 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 néo implicou em perda de animais e alteragdo 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 0s 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¢cbes climaticas, estes vegetais podem produzir diferentes
componentes quimicos a partir de seu metabolismo. Dessa forma, os efeitos
fisiopatoldgicos 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; Hernandez-Bautista et al., 2014).

Zhang et al. (2010) utilizam o mesmo protocolo de indugéo de obesidade em
ratos com glutamato monossédico, e obtiveram a confirmacdo da obesidade
somente apo6s 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, o que 0os mesmos sugerem ser justificado pela reducéo
significativa no gasto energético apresentado pelos ratos.

Chen et al. (2013) observaram que, em comparagdo com ratos normais, 0S
ratos tratados com MSG exibiram sintomas tipicos da sindrome metabolica, apesar
da menor ingestdo alimentar em relagdo ao grupo controle. A confirmacéo da
obesidade foi estabelecida aos seis meses de vida dos animais, alimentados durante
0 periodo de aclimatacdo com racdo padrdo 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 o0s 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 prevencado e tratamento de obesidade, sendo reforcado também
na diminui¢cdo da absorc¢dao 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 adipdcitos (Kim et al., 2007). Além disso, relatos
indicam que este tipo de tratamento pode levar a 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 andlise da secregcdo e acdo do pancreas enddcrino é bem descrita no
TOTG e sua area sob a curva nas Figuras 1 e 2, respectivamente. O TOTG é o
registro da captacao glicémica dos tecidos periféricos (musculo esquelético e tecido
adiposo), sendo um meétodo especifico para diagnosticar a intolerancia a glicose,
pois mimetiza os eventos fisiolégicos ap6s uma refeicdo. Sua curva mostra a
capacidade de absorcdo e retorno glicémico, demonstrando o desempenho da
insulina enddégena 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 (absorcéo 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, o extrato de
H. sabdariffa ndo influenciou na resposta endégena da insulina para este teste, ou
seja, ndo 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 o
extrato aquoso de H. sabdariffa possui acdo direta na captacdo da glicose pelos
tecidos. Sob administracdo de insulina exdgena, 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. H& uma série de fatores que podem
influenciar na sensibilidade insulinica, desde a ligacdo 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 distlrbios metabdlicos, pois afeta em muitos aspectos
o metabolismo lipidico. Estudos em ratos mostra que a associacdo deste tipo de
tratamento fez com que fossem diminuidos os trigliceridios e LDL (Ubani et al., 2009;
Fernandez-Arroyo et al. 2011); acdo hipolipidémica e antioxidante em ratos
diabéticos (Farombi & Ige, 2007; Yang et al. 2010); inibicAdo da oxidagdo 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 n&o tenham sido encontradas diferencgas entre
os valores protéicos e lipidicos séricos, nossos dados séo corroborados por Fakeye
et al. (2008), que também né&o obtiveram variagces significativas nos valores do

perfil lipidico de ratos tratados com o extrato aquoso de H. sabdariffa.
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Dos parametros bioquimicos avaliados, apenas ALT mostrou uma queda em
sua atividade (Tabela 2), mostrando uma fungdo hepatoprotetora desta planta, na
dose utilizada. Estudos anteriores demonstraram que os 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 afirmacdo de que as plantas medicinais e suas
substancias bioativas desempenham um papel importante na prevengdo e no
tratamento de doencas cronicas e degenerativas estdo avangcando 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 bioguimico,
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 corpdreo 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 corpoéreo (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 toleréncia a insulina (TTIl) em ratos com
tratamento diario de 4gua (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 a insulina (TTI)
(Figura 4A) e média 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 bioguimicos 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) 3,2+0,2 3,1+0,1
Globulina (g/L) 3,3x0,4 3,310,2
Colesterol total (mg/dL) 58,3+9,7 55,8+23,7
Trigliceridios (mg/dL) 121,0+27,2 141,8+36,6
HDL (mg/dL) 47,8+6,4 47,2+7,5
VLDL (mg/dL) 24,2455 28,4+7,3
ALT (U/L) 184,5,7+19,0 145,1+20,0*
AST (UIL) 59,4+12,8 57,749,6

*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 célices 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 microndcleos quando comparado ao grupo controle positivo. O que
nos permite dizer que, nas condi¢des 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 prevencao contra a carcinogénese.

PALAVRAS-CHAVE: Ciclofosfamida; Quimioprevencdo; Teste do Micronucleo,
Hibiscus sabdariffa, ratos.
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Introducéo

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 coloragdo 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 regides 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 citotoxico [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 hepatica [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 estédo presentes nas folhas, caule e na raiz da planta, sendo
gue os alcaloides estao presentes em todas as partes da planta [21].

Os antioxidantes sdo substancias capazes de interferir na formacdo 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
avaliacéo cientifica no Brasil e no mundo. A relevancia desta observacéo foi devido
a associacado entre mutacdo e cancer. Mutacfes sdo definidas como alteracbes no
DNA (acido desoxirribonucléico) celular, podendo envolver mutacdes
cromossbmicas 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
gque 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 metabdlico 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 varias
patologias metabolicas e cronicas, 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, ja que o aumento no namero de
NoOVoS casos exige recursos financeiros e humanos para gerir as necessidades de
diagnéstico, tratamento e acompanhamento dessa patologia [23]

O conhecimento tradicional é uma importante fonte de obtencédo de novos
fitoterapicos. Um levantamento etnobotanico 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, o 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, o uso
popular e mesmo tradicional ndo séo suficientes para validar uma planta como um

medicamento fitoterapico, pois a falta de informagBes seguras sobre suas
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propriedades, reacdes adversas, acgdo sinérgica e toxicidade sdo 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 identificagcdo de antocianinas foi positivo, gerando uma coloragéo
verde acentuada. A CLAE nos permitiu identificar a rutina na leitura em 254nm (A) e

em 360nm (C), composto confirmado apds 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¢&o 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,
guimicamente induzidos pela ciclofosfamida em ratos pré-tratados com o extrato
aquoso. 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 éssea, 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 o grupo
controle negativo.
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Tabela 1. Frequéncia de micronucleo em eritrocito policromatico (MNPCEs) em medula dssea de
ratos Wistar, apés pré-tratamento com extrato aquoso de H. sabdariffa e ciclofosfamida (CPA).

N° de células MNPCEs

Tratamento analisadas % de
N° % Reducéao

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/Kg)

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 Xz+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)® 5 201,87+37,79 273 +4,47 60 +32,59

H. sabdariffa L. + CPA 8 203,11+26,26 236,25 +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 racdo 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 racao

guando comparados com 0 grupo controle negativo.
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Tabela 3 - Consumo médio de racao e H. sabdariffa (peso seco) por ratos tratados durante 15 dias
com o extrato aquoso de H. sabdariffa ou agua.

Tratamento N° de Peso corpéreo Consumo daH. Consumo da
animais (g) X£SD sabdariffa racao
(mg/animal/dia) (g/dia/animal)
X*SD
Agua + NaCl 5 248,8 £29,82 - 22,01 +3,43
0,9%°
Agua + CPA 5 243 + 34,69 - 24,30+ 2,55
(25mg/Kg)®
H. sabdariffa L. 8 218,43+2555 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 padrao.

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 sdo 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
aguoso 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 quimioprevencédo 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 o teste do micronicleo em
camundongos utilizando arsenito de sodio como indutor da mutagenicidade. Os
animais foram tratados com o extrato aquoso de H. sabdariffa durante 7 dias com

diferentes concentracfes: 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 antigenotdéxico 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 pulméo 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 redugéo 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 peroxido 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 genotdxica por ndo
induzir fragmentacdo 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 cancer gastrico, concluindo que o
mesmo pode ser utilizado como agente quimiopreventivo. Lin e colaboradores [35]
testaram a viabilidade de células de cancer de prostata frente & exposicdo com
extrato aquoso de H. sabdariffa. O estudo mostrou efeito inibitorio 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 a exposi¢cdo a radiacdo usada no
tratamento de neoplasias. O estudo realizado expds ratos Wistar machos, tratados
com H. sabdariffa, & radiacdo e concluiu que o consumo da planta pode ser um
excelente fator de protecdo contra os danos induzidos pela radiacdo 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 aguoso confirmou
que compostos fendlicos, conhecidamente antioxidantes, estavam presentes na
infusdo consumida pelos animais. Dentre eles podemos destacar as antocianinas,
confirmadas através do teste de identificacio com cloreto férrico e a rutina,
identificada por meio da CLAE e confirmada apds co-injecdo de padrao.

Rodriguez-Medina e colaboradores [5] realizaram uma caracterizacao
guimica 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 fenolicos 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 coloracao roxa apresentada [5,15].

A andlise cromatografica (CLAE) realizada por Beltran-Debon et al [38], nas
quais 0s primeiros picos a surgir no cromatograma foram identificados como sendo
acido hidroxicitrico, acido hibisco e acido 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) h& picos néo identificados com
baixo tempo de retencéo e concentracdo 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 calices 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 concentracdo de
antocianinas obtidas dos calices de H. sabdariffa, foi determinada por Tsai et al [4],
que 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 extragao.
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Entretanto, devido a auséncia de padrfes analiticos, somente foi possivel
confirmar a identidade da rutina no estudo, mas pode-se sugerir que haja outros
compostos fendlicos no cromatograma, considerando as condicfes 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 o0 extrato
aquoso de H. sabdariffa submetido a CLAE apresentou maior concentracao 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 extincdo 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- hidroperédxido (t - BHP), capaz de induzidir danos oxidativos
em hepatdcitos primérios de rato. Os resultados mostram o potencial do extrato de
H. sabdarrifa em proteger hepatdcitos de rato da citotoxicidade induzida por t-BHP e
genotoxicidade por diferentes mecanismos.

Foram observados efeitos hepatoprotetores contra fibrose hepatica crbnica
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
reducdo do estresse oxidativo e da morte celular hepética.

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 o 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 através 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 citotoxicos em células de Tumor
Ascitico de Ehrlich (TAE) tratadas com concentra¢des 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, 0s 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 reducao 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 relagdo ao seu uso contra outras doengas.

Em conclusao, nas condicdes 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 mutacao séo, ainda, muito limitadas. Por outro lado, o estudo mostrou
gue o H. sabdariffa L. contém compostos antimutagénicos, os quais indicam ter um
potencial quimiopreventivo contra substancias genotoxicas e, consequentemente a
carcinogénese.

Além disso, o0 estudo mostrou resultados satisfatérios 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 monossédico de acordo com o protocolo de Campos et al [54] A
confirmacéo 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 condi¢Ges controladas de temperatura (22 + 2°C), umidade
relativa (55 £ 10%), ciclo de luz (12 horas claro/escuro), exaustéo, recebendo ragao

comercial peletizada e agua filtrada ad libitum.
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Agente quimico

A ciclofosfamida (CPA) € um agente alquilante que age blogueando 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 funcéo 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 concentracéo 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 proporcédo de 15,0 g de extrato seco para cada 100 mL de agua. A infusdo
foi filtrada e uma amostra de 5,0 mL foi levada a evaporacdo em estufa, para
determinacdo do peso seco. Cada animal recebeu diariamente a dose de 400mg/kg,

via gavagem, durante o tratamento.

Identificacdo 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 coloragédo 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 solucbes para andlise da CLAE foram preparadas na concentracao de 10

mg.mL™* em &gua ultrapurificada e filtradas em filtro Millex® com tamanho de poro de
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0,45 pum. 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 movel consistiu em solucdo aquosa de
acido trifluoroacético 0,1% em volume (eluente A) e acetonitrila (eluente B), com o
seguinte gradiente de elui¢cdo: 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 deteccédo UV a 254 e 360 nm.

Teste do micronucleo in vivo (MN)

O teste do micronicleo in vivo é largamente empregado em pesquisas de
genética toxicoldgica, inclusive como teste padrdo para avaliacdo e registros de
novos produtos farmacéuticos. O mesmo permite avaliar os efeitos clastogénicos,
gue danificam o cromossomo, e o0s efeitos aneugénicos, que induzem a aneuploidia
ou segregacdo cromossbmica anormal. Por isso, o0 mesmo ¢é utilizado na
monitorizacdo de alteragcbes cromossémicas causadas por agentes quimicos. O
teste baseia-se na avaliagdo da frequéncia de eritrécitos policromaticos
micronucleados apés exposicdo ao agente quimico que se deseja investigar [58].

A obtencao e preparo das laminas de eritrocitos de medula 6ssea para avaliacao
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 microscépio de luz, com
aumento de 1000 vezes (imersdo). As laminas foram decodificadas ao final das
analises.

A porcentagem de reducao na frequéncia de MN foi calculada de acordo com
Water e colaboradores [60], através da equacgéao:

% de reducéo = frequéncia de MN em A — frequéncia de MN em B x 100
frequéncia de MN em A — frequéncia de MN em C
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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 &gua 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 NacCl
0,9% intraperitoneal no 15°dia).

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

Ap6s os 15 dias de tratamento, os animais foram sacrificados por
aprofundamento da anestesia para obtencdo da medula 6ssea para determinacéo

da frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados (PCES).

o

15 16 dias
Grupos | | |

1

w
\4 ‘4 ‘4‘4

M Agua V¥ CPA 25 mgl/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 avaliagcdo do efeito antimutagénico e mutagénico do Hibiscus
sabdariffa na frequéncia de micronucleo, em células de medula 6ssea de ratos Wistar.
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Anélise 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, os 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
quimicos.

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 doencas crbnicas e degenerativas esta 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
saude publica. Certamente, mais estudos sdo necessarios para comprovar que 0

Hibiscus sabdariffa tem interesse farmacolégico.
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COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS COMITE DE ETicA o S0 DE AMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo N2 23108.705702/13-9, sobre “Estudo dos efeitos
metabélicos 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 Experimentagdo Animal adotados pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo 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 mar¢o de 2014.
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CAPITULO 1 - Instrugdes aos autores.
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The Bevisia Brasileira de Farmacognosia (Brazilian Journal of
Fharmacognosy) 13 a periodical dedicated io the publication
of original scientific work, reviews and communications in the

held of Fharmacognosy (the stady of Boelogically sctbee nabaral
products].

GEMERAL RULES

® 4l submattesd manascripts must not have been published.
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will socept comtribations on the understanding that the
author bas chmined the necessary authority for pubbcation.
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oommurication articles wrstben omly in English. The content
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20 Section Editors Tex framamizsicn to the authoe(a]with
sugpestions for necessary alterations which are to be
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the jearmnal,

# Al arficles inwolving studies with humans or animals
should have the approval and authorization of the Ethics
Commiess of Research an Human Beinge ar af Animala
of the nstituticns bo which the suthoris) belong.

& Al plant, microorganism and marme argamism materals
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imddication of the sbe finchding GPFS coomdirabes, if possible)
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®  Authors should be prepared to provide decumentary
evidence that approval for collection was afforded from an
apprapriate authedty in the country of calletion and, if
applicable, tn followr the rules comceming the biodiversity
rights.

Manuscripts dealing with essential cdls that contaln
seascrml hareest and biclogical activity and which explore
mecharnisms of action or synergism are welcome.

Thi journal will not accept responsibilicy for research

works that do not comply with the legislaticn of the

country of residence of the auther.
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Iy pre-clindcal, -1t or in Ui tests using animals,

The tolloaring immediate rejection critera apply

i. the manuscrpt dees not fall mbo the areas of Interest
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chromatographilc analysis and without appropriame
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characterization and component quantification net
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campenenta. Rislagical sceivity resulta withauy
chiemical characterization of the compounds

ix. too preliminary data using in-vito assays will not be
wevaptabli il () no infermuatian on the oype al aetivicy i@
green; iii] =mgle dose or very high concentrations [must
showr dose-response studies]; (i) repetition of a simple
Bigasany Jusually ane aeany with replicate]; §¥) leck
aof appropriate condrols [solvents; possiive or negatree
substances according to the studyl {vh no 1o, values Gf
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% manuscripts with repetition of a single bina=say for pet
another extract or plant;
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=]

#i wme of ooly the brine shrimp a=esy (Artemia maling) to
access the tonicity of extracts;

il faelatian and Boaasay of well-Enewn campaunda
with =mall or no relaticms=hip to the activity, ar to the
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®ifi, manuscrip repanting pharmaceksgeal or biclegics]
activities of crude extracts without chemical and
techmical standardizatson.

&ll plant, micronrganism and marine arganism materials
used in the descrbed research should be supporbed by
an indication of the gite [Including GFE coordinates, if
pomrible} and country of origing the pame

RULES FOR THE ELABORATION OF CONTRIBUTIONS
The author(s) should retain a copy (electronsc and paper)
of the sabmirted manuseript In the avent of loss or
damage to the ariginal sent o the jourmsl.

Figures (photographs, charts, drawings etc) and tables
should be Inseried clese 1 the polat at which thay are
disoumsed and mambered conseostively m Ambic namerals,
The respective capbons should be clear, concse, with no
abbreviations and located underneath the Agures. If fipares
are freen anether Tont, Farmal autherization is requined,
Tables sheuld be numbered consscutively using Arabic
narEwTals. Tables (numerical data) should not be closed by
eide lines The reepective caplicng muied be chear, cancime,
with mo abbreviations and located abowve the table. There
should b an indication of the approximate pesitbon iB thi
et whare tables sheuld be placed

The captiens of betanical illustrations (abbreviations of
anatomlcal deseriptions) shoald be s secardance with thi
rules adapled by the journal, Fleaie mequest alardards by
emiall to revistaf shdgnosiacag.br.

TEXT FORMATTING AND CONTEMTS OF THE WORE
Original papsrs:
Origmal papere are research articles desoribing ariginal
experimental results, The manuecript should be
arranged in the following onder Tile, Ahstract, Keyuaonds,
Irtraductian, Material and Methoda, Redulta, Discusiion,
Acknowled pemernts, Authorship, References, Figures wih
Legends, Tables amd Structural Formuolas. Results and
Diacugaion sections may appesr as o combined ‘Feulsa
and Doscussion’ s=ctian. The normal length of the mam text
af an Original Paper jeecluding rederences, tabdes, fpures
and hgure legendd] is approasamately 3,000 woande. Langer
manuscripts may be accepted in exceptional and well-
justified cases. If submitting such manuscripts, authors
ehould provide a justification statement i the covering
|etter, proing compelling ressons for the length of the paper.
Brief commuanicatioms:
Thie aectien will cowey mainly the iaclatien of
known compounds from new neotropical sources, or
complementary resulis of onegeing work. The text should
b arpanged as fallavws: Title, Abereact of 300 wernds,
Eeyaords, Intreductory Bemarks, Material and Methods
with brief experimental details without subheadings,
Results snd Discupsion as ane bady of wext withaut

headlines, Acknowledgements, References (up to 20
citatioms] and Figures andfor Tables {up to ). The text
ahcruld fal exoead 2000 wands,

Fewiews will_in general, be innted by the Editor-in-Chief
and only those with more than 100 references will be
congiderisd, The muin purpese of reviews is 1o provide a
congise, accumabe mtroduction ko the subject matter and
inform the reader crtically of the latest developments
in the feld. They should be conciie and net include
experimental detadls.

In addition to these Guidelines, a template (for original
papers) and & sampde coverlng letter are awailable at
www sbfgnosis.org brirevisia, Authors are strongly
recommendesd 1o follow these formats when preparng a
maEusCripr.

The ariginals should be on At-zized paper, double-spaced
using Times New Roman size-1Z fonk, fully justified, with
rarging af 2 cen.

Title and subdtithe

They should be in lewer case, using Times New Roman
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the journal.

Auathors
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the title. The first and last names should appear m Full,
followed by the inltdals of all other names Jeg Carlos M. 1L
Silva) In the caip of several authar, the mames ahould Ess
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Austbar alfliaoes:

After each authar name ther dheuld be superecripl Ambic
numerals indicating the institution to which they are
affiliated. The kst of Instibatiors should app diabedy
Bl 1k Tl of aulbars, The name of the cemmeipending
authar should be identified with a superscript asterisk
indicaring the sddress 1o which all comespondence should
b gent. The slectronic inatitutional addmes, welephana
number and fax number of the main anthor should
appear after the References. The journal will not publish
enmmencisl a-mail sklmiee

Abstract

A brd and conclse abstract of © 200 wards kighlighting
the moat impertant infarmatian (including the
methedeolopy, resulks and canclusions) that allows readers
1 evaluate thedr laterest in the artick and thas avosding
meading of the entire wark,

Keywards

Very lmporsnt for database searches, thus validating
1he &rtcde The authore abaudd identify o maximim of
six Keywords, in alphabetical crder and =epamted by
comimas, to represent the content of the article.

Intraluc tion:

The Introduciion should clearly establish the obpecives
of the work and its relaticnship with other works in the
anme Dkl Eglerdive litemhine reviews shauld be replisoad
by references of mare recent publications, where thess
reviews have been published and whers they are avallable.
Materiala and methods:

The descripiton of the Material and the Methods used
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already published, unless extensively madified, shoold
be referenced. Plant names should be complete,
including authar name ard family, accarding ta bipy
www kropicos org. bttpofloradobrasil jbrj.gov bo' #7000 or
htpefwrarw theplanilist.orgd or.

¥ Rasulte
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*  Ddiscussion:
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" Acknowledgemenbs:
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mede 4 substanilal contribution towands the artcle.

*  Author contribations:
The role of 2ach auther irvolved in the development of
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wear barwnen parenthasis, g Pereira [1999); at the end of
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arder by the last namse of the hrst authar, in kwer case
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abbrpvisted cenlerm Chemical Abatracts Service Seurce
Index (hitpefwww.casargfsent himl or httposlibrary.
caltech.edafreference/abbreviations’). In the case of
am authariaed sbbreviatian of & certain perigdical tha
cannot be located and i3 mot obvisas, the Gile should be
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Fis-gradungho am Frodutos Maturals, Und-versidads
Federal da Parafba

+ Srienitfic mestings:
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ABBREVIATIONS
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ILLUSTREATIONS
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by the prectuction staff of the joumal The grophics must be
submatted as part of the manuscrpt file. Contrast s important
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ke numbered sequentially m bold letters according o thedr
cilaliafne in [he manuacript, and plased cledad ta the
dezired point in the manuscript bedy, Structures shouwld be
drawn according te the style set by the American Chemical
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publication immespective of the number of pages of the
aricle.

SUEMISSION OF MANUSCRIPTS
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enline ot Beop:medd manuscripteentral com/rhlar-
scielo. Please follow carefully the guidelines for authors,
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FROCESSING FEE

® The journal charges nomanal publication fee for articles
UG Acceplance 1o oowar production cost.
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author is a member of the Brazilian Society of
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CAPITULO 2 - Instrucdes aos autores.

1. Editorial Policy
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mitted on behall of ol authors. Copyright belongs bo the publisher
wapn acceptance of the manuscrpt. There are no page charpes

The language of pablication is English. Manuscripts written by au
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sty P I al 1 | mn-
hﬂmmmlurbﬂu‘nl
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Office.
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wecbaded ab ibe end of the manuscnpt |before the references|; this
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ring che submission process. Dedaration of conflices ol inberest is
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dufplanraniedica, Sebmissiors of handoopy manusenpss or by -
el will ot be acce pied.

A sl mssdiscrigt (Tor Driginal Fapers) (§ avallable ar hicp:)m

ralcomiplamed -+ Instructions and Forms. and o
s D irnd o | Lan i Ty adilivis b D Goidh lines, dutbais
ang urged 1o flloe dhece Sermats when preparing & masesonpr.

Guidelimes for Authars

110 Basic Rules for a Publication in Planta MedVoo

Manuscripts will not be comsdered for publcaton in Mondie
Mingiva inliss i Flesding comditions, il applicae, ane Tul-
filled:

1. Ehical osssiderations: Submission of a masesoript bo Pan-
da Medion imsplies that it represents original ressarch not pre-
wioushy published and that it is not being conskdered for pub-
lication elewhere, Aathors imaetigating the chisisary of a
sngle speies should aim be pablish their results in a segle
mﬂm ﬂ"ﬂ'mﬂ.iﬂfhlﬂfmmm
mak | a

2 Language of policcien 1+ Eghe. Marespes wieen by
authors whese mother tongue is nol Enghsh should be
checked by & native speaker o a prolessional kngeage edaing
srvice before submission.

3. Plarit material (i well is other organisms) must be proper-
Fy ifaniifiad, The seieedific nasne (in frafics), Che autheor of this
mame and the fimiky meest be given. i shoukd be menioned
il idestified the maberial, The masconipt sus indude
references bo vweasdser spedmens of the plamts (deposited ma
siajor regiomal herbarium ) or the material e s,

4. lsslation of compounds: Extraction and solatiom shoukd be
diescribed i detail. The kind and anountof naateral. solvents
and extraction methods must be indicated, The description of
chronsRographic shoukd contain the guantitative in-
farmnation that allows e nedder 1o nepeat the work Cobaesnm
derensions, #luison volumes, fracion sizes, eic. should be e

porned.

5. Analytical studies: Key data on method vakdation must be
pernindind] il should cypacally e infir e o spoci-
ficity. Brearity, limit of detection, limit of quantification, ac-
curacy, precison, mtemediate precison, and some robust-
mess sludies, Infsrmatiom on the purity of reference com-
pounds, and on the methods used for the detenmmation of
Pty met be opreen, Beonenes of estraction and sansple
pre-purification stegs have tobe indicated. Adequale starks)-
cal trearsnt of data i negeined. Aralyical studies of & mu-
tine nature will not be corsadered for publicabon.

&, Pharmacaingical imvestigatinns of extracts require detsled
extract dharacterisation. Chromabographic profiling jeg.
HFLC prafile with at |east the mager peaks identified) shoukd
b carried o, or qualtative and quantitative information on
actwwe or typhcal comariiuents showld be prosided.

7. Pharmacalogical Fiuntn Medion will only
consider In 'whach conclusions are based on ade-
quate STatisncs, b each case posithve cont rels (el ne ndi ooim-
pounds) should be used and the dose/acivity dependence
il bt lsin,

Laboratory animal care or sinslar regulations, and o sppaval
b the locad exhical comnsiries, The approval sesnber and the
corresponding date must be provided.

9. Ohsical shefies must be designed, implemented and ana-
Fywed] i manner i mesr curent standands of rasdomised
controlled trials, Reference must be made to approval of the
Ay Iy e local eghical commimee, The appreval sk
and the corresponding date mast be

10, Biological screwning: Fapers dealing wirh thee Binksgical
soreening of a meaningful number ofiexiracts of plantsor oth-
er organisms can be considered for publication in Moo
Mestin. Identificaton of the matevial must be property docu-
mented, and pregaration of the exiracs must be dearly de-
sibed, Baclogical actvities shoukl be reported b listing

ICyq values, or ak least a should be
sl By using at bast iwa est concenirsions. Pesicie on-
srolst | mast be included. Realts shoukd

st presintied in a eoneise firmar and the dicesson should
ke to 3 TR
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Guidelines for Authars

Commanly used text procesars showld be wed far prepasation of
the mamescnpts, Ko pdf files must b submatied. The manuscrigs
Buas b b accam panied iy @ cover lebter, = ok the authors briely
explain te significance of thedr findisgs and e Emgerest neahe read-
ersop of PMorte Medica,

The manuscrigt [main tess, tables. stractural Sormulas and fiperes)
sl be subsrelled a5 one Rle, Fipures will be aurenadically rén-
dizned inoodour anline and Hack and white in print. Cokows ne prod uc-
gion in prnt will be subject §o fees of CUR 40 for the Grst oolour fig-
i el ELOR 820 T sy Fuarthar Togure Jingl, 195 WAT),

Authors are strongly encouraged to provide non-essestial bt wseful
data figeres and fabdes 5= Sepporting Informatien (see below ],

¥, Format of Manuscripts

3.1. Ovigimal Papers. Originad pagers ane ressarch aicles descrizing
oripnal experimental results. The material hould be aremged in the
erdir; Tk Page | Alervact | B yaonds | Allraviations [invaedsttion
Fesulis and Deossion) Matenals and  Methods| Acknoaledge-
erwrnraf Conflices of Inerest | References | Figure Lagends [ Tahles |
Strucrural Formlas (Figures. Resalrs and Discussion secions may
appear as fwg separate paris or as o ooembined “Heselts and Deous-
sani® sectinn. b selsheadings are allovwed switban tis saction. The
mormal lengih of the meais text of an Orignal Faper, enchading refer-
ences, Bables, Fizures amd figure legends, is aboat 3,000 wards. In ex-
ceptional and wedl justified cases MNREr ManETipes may be aoepl-
ed. When submiiting such manuscnges. authors should provide a
perification statemen], ging oosrge Bty reasons B Ch lenalh of
the paper.

3.2. Ragid Communicatiens an: inended S the palblication ol excep-
tionally sgnificast new and crigimal resulis, such 3= wsual sirue
s, higas rivities asd innivarie asalvical icksiguis That desera
ragad pubBcation, in the fonmat of an Original Paper.

¥ autEors want thes =sbmission 1o be considered a5 a Rapid Commu-
Emcation, They shasdd provide a istilcatios sacémest Tar this wah
their manuscrips. Howees, abs repalar submisdons can be slected
ey the Editors for rapad commermmacation affer the review process,

3.3, Resvlewss walll generally e invited by the Editor-in-Chael or the
v Editor, Thery' slionild b as condisd as possibde amd do et
reed w0 inchede experimencal detls, The mam parpose of reviess
= o provide a concise, acourate inboducton &o the subject matter
and infarm the reader criticaly of e latest deselopments in this
area Reveews shoold contaim an abstract, and 4- G keyvsords should
B lisnizdd

3.4, Minkesews and Perspectives will penerally be msied by the Ed-
mew-a-Clied o e R Ealinar. Minireviews provide concise amnd
entical wpdaies om a subyect of high inferest. Perspectives are written
b leading expert= in an emerging fekd and provide a concise asses-
et of the oarrent stare-of-the-am and an satlesk on fubae devel-
opmernss. The normal lengeh of the mabn test of Msare ews amd Par-
sgaratives, marluding refirrengis, talsdis, Rguses and Tigs legends, is
about 1,500 wards

3.5, Editsrials addressing sopécal leeees of gemeral inteness m e
readership of Wonés Mesion will be published on an irregalar bss,
Tl are written by i Edar-s-Chivd atlis Editars, a8 by eagers
ot & specfic ssue in the form of am Invited Edisorial

Pl L il 300 13, 74 0039

4. Preparation of Manauscripts

Pl ass nege Char papers publibed in Flanra Madioe new ollow the
IROMAR siruchare: Incrodicrion, Regss and Discussan, Materials
and WMethods, fcknowled pemments, Beferences,

In additson to the Gudelines, authors should consalt the sample
manuscript {Tor {vigssal Papérs) ar B imesanusrigioentral
comjplamed — Insirucions and Foree, or af wesw chieme. deifz|
plantamedica prior bo preparing their contnbubon. Commuonhy used
TiEsl procdsans skl B wiid o prigaration of the samsighs

For submiz=on of all manuscripts. folkes the setnections of the o
line subevessiaon system. Bedore submibsion, pregans the ooser BT,
and keap resdy all inforenation on the manuscript Citk, full name
aid afMikarion of all aikses, absreact, same of all fes o be sub-
mmitced ), Tha author subsatting the mamscript il bie comesponding
authar

&1, The Tihe Page must contain the title of te manuscript, the full
names rifeenond by ol s oripts with afiliation asd ad-
dresaegofall authors, asd che full address of the cormesposding authar.

2. Thie Abstesct 2Bl contais hised informarion eo pur pce, metk-
ods, resalts and conclusion (without subbeadings).

43 The Keywonds should inclide the scentifc name and family ol
the plamss) ar other crganism|s] investigaied 4 - 6 keywords shoald
e Bl

a4, Abbresiations should generaly be used spaminghe. Stamdard ab-
breviations such as mwp, bup, K 5, mén, b, pl, sl gg Mg, g KZ o,
mm,cm, ppr mmed, HPLE, TLE G, UY, COL 1R KIS, MME can be used
tiroghm® The manusrips, Man-standand abhviatioss must B de-
Mnid In che text following thedr St use. Provide a Bst of & nos-
stamaard abbreviations after the keywords, Define all symbols used
i uariong and Ravsilas 1T symbesls ae ased sxrensivily, provide
a listof @l symbals sogether with de bst of abbrev wione.

45, The Imreduction Sould stare e purpise of the Ewesigation
and relate o current knowied ge m the specific topic addnesmed.

A5, Results should be presemied in a concse mammer, Tables and fig-
ures shguld be presested in & manner which maximises clarity and
compretension The Disasision should provide an inferpresanon ol
the daka and relabe Bhem soexisting koowled ge. Subiiibes are ondy ad-
mitied s eaeplional cases,

A7, Mabertals and Methods, Specific degails about fest matenials and
Tl cnnmpenssds, instrumestariosn and expesinental promoots shalid
b given here. This section should contain sufficent detadls so thai
others are able to reproduce the experiment| =1 Parity (2] of ol refer-
ence and standard compaunds should be mentoned, i well & the
miethod how it was desermined. Previoushy reported methods s hoald
b refevenced enly, Supplers for majer equipment, ool Tisss, clieers-
cals, ochemacal reagenis and major disposables should be indicat-
e,

AT.1. Pacessentation of gancs and oher srgonisms or searieg
ianrrialL. ke th oot scienialic e liture, Foe plants, the
Indden Keweensis (elecironic Flant Infermeation Cenire eFIC, Foval Bo-
tam Gardens, Kew, LE: hitp:[iwvewkeworg/epic), andlor the bnber-
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mational Code of Botasdcal Momenclarure (wwebghm he-berlinde)
wapt{momenc lature/codelimkyo-e jdefauli.lim) showld be followed.
Give i scaenlifee samé [in malia], e sathas of this nasie and e
family. Indicare wiho idencified the marerial The massscripn mist in-
chade references 8o voucher specimese of the plants (deposited m a
Fnajer regicnal Berbaeauni] ar the nialirial ixasmsed schaling thair
regisiration number{s) 1t shoukd be mentioned whach plant pars
B I el

4,27, Dercriphion of the preparation of rxiranty asd mlahisn of
gampounds. The kind and amount of starrisg marerial, sobvsts and
extraction methods must be indecaied The descnpiion of dhromaio-
graphic systems shoukl contain the sprantitative informagion that al-
lows the reader oo repear the work. Column dimensians, satonary
phase, particle size, mobile phase composibon, flow rate, sample
armonsl, and duCien walunies (or elialion limes, K values) of Tra-
tions should be given Eg: "MPLD om silica gel (40-E3pm;
2= 50eml MeOWEE: 8:E Iemlimin: & of 1: B0-MmL 2:
120-140ml, 3; 145-175ml: detecrion of duates by TIC (S0,
Mie0HIH O 9: 1; Dragendontf reagent] 8 1: 035, & 0.55 3: 007317
Wl e aradients e volanies of solvists dhould b presenned;
fractions shoukd be defined by their elution wolume. Similar nforma-
tion is mecessary for HPLC GLE, DCOC MLCE and all other methogds of
prilication. Fgures of chenmarsgrams will onky be scoepred if thiy
are assenisl for understandmmg the methods or the resuks desonbed.
GC denbficatons of cometituends of essential oils st be supported
by retention mdices on a polar and an apolar column. Mentifcation
by GO-MIS is prefered.

4.7.3. Physico. chessical characterisation of compounds. Data pro-
witded for new compounds shoukd enable an smambeg v klenbifica-
tion of the sdstance and Bave 10 apgear i the TnBowing order, if
avaslable: visual appearance, chroematograpke: mobedlity in TLL G,
o HFLL, mpo UV-ves, specilic optical rotaties, {00 IR, "H-MMA,
AC.HMR, low resalution &S, high resohrion M35, demental analyss.
[ipte Hhat for specific optcal rotation [a] . the smbal cis defmed
as mass of substasds (in g)in 1000l of sebation, For speclic epazal
rotation s unit should be specified; the "degree” symbal =~ should
mot be el In oo of speciroscopic veork on keoswn substances re-
fiar. I passihile, 1o pubdshed data; the maniscrigt shodd then con-
tain the followang indication: Copies of the srpnol specera are obsain -
il freri the cerrespoading surhos, Such aniginal spectra andjor spec
tral assignmends can be provided as Supporting Infoemrtion [ see be-
Jowe ), a= well a3 structural foremula outlining HME speciral cormela-
rions, MS [Fagmentations, eoc. (R, NME, mass, ad UV spectra shauld
mormally not be givem in the mameecript as figures. bt only  the
st e cliaractoistne sigeals is ol sulficient,

474 Chemical semenclatore wed =hould be based om the syssem-
anic falies adopried Iy Chamical Absmacts asd ILIPAC, Triveal nasies
should be avoided unbess they are defimately advantageous over the
correspomding systematic mames. Trivial names are not accepied for
chse analogues and denvatives of knoen compoands. For relereno:
drug substamces the 1M nasmes shoukd be used.

4. 7.5 X-Ray crystalagruphic dote must incksde a line drawing of
the structure & penspective deawing amd 2 discusaon of bomd
Bengzhs and angles. A sepplesment describing Tull detas of the siruc-
rure and methods and means of its desermination in a form suitable
B ol peesal i iiaas | v sulbsettied oo e Cambrsdge Crysrallegraphic
Dsea Cenire, 12 Union Road, Cambridge CEX 1EZ, UK (lax: +44 [0]
1225356033 or e-manl: deposstdccdccam.ack ] De postion of the

Guidelines for Authaors

data hae 1o be prior b sshmission of the masescrpr, and approgriase
referemce has bo be made m the Marensils and Methods section, o
cliingg e degasi fasn iimbser,

ATE Analyticad studies, Key data on methesd validlsbon must be
providid and should rypically include infeemsation on specificing, -
ganty, berat of detection. limit of quanificabon, accuracy. precision.
internbediate praci sian, and some relnisieess shudies, Inforsmaran én
thie purity of referemce compaunds, and on the eethods esed for the
determinabon of parity must be ghven. Becovernes of extracton and
sanipli pre-pasilcation steps have 1o be indcaned. Adequane stanisn-
cal treatment of data is required. For more sformagion reganding
validation msues, prospeciree authors shoukd abss refer o ICH guide-
lines. Anakytical sodaes of a Foutine nagune will not be considered for
publcation.

47.7. Pharmacolsgical invesrignnioss, Pann Medio will only con-
sider mamsrscripts in whech conchesions are based om ad equate satis-

Tics that e porane hie agqropsiate Tises ol sagnilicasoe. acoaiint Fo
the type of data distnbubon and are based on the resnber of exgen-
menikal elsirvariens reguired for e applation o the fesged e
statistical methad. bn cack case posithwe coftreli [relerence oom-
peramsds | shoukd be used and the doselactvity dependence should
bé shaswn, When woiking with experinvntal animals, e
must be made to principhes of kiborasory animal care or smilar reg-
ulabwens, amd fo approval by the local ethiced commitiee. The appro-
wal number and the corresponding date mis be providisd

Mrarsnacnkegical imae@igations of #xraces pquing detailed exiract
characterisatism. This includes botasdcal characnerisation of plant
material, =olvent{s]. deration am temgerature of extraction, plus
oher methad[s] wsed for preparationds). The drig 10 SEImact rats
|DER] must be green. Chwomatographic profiling {eg. HPLE profile
with a peferened compinsd pecerdid an dilfivest wavelengrha)
showld be carred aur, with an least the mapor peaks Mentilied, or
rpealitaive and quantitative information on active or typecal constibe-
il glinidld Be praidid, Alnagetlier the plyneckemical stasfandize-
ton of an exiract andior fraction] s] require state-of -the-am methods.

AT Clisiod studies. Sridies reparting on plant preparations e
in humans will be aocepied for reviesy and pablication, Cesacal stud-
is sl be desigmed. implintentid asd analysad in a mannie e
meet corent standards of randomised controlled trials. For guide-
lines =ee the fllowmg reviews: Bepz © e a0 JAWA 1596; 276:
B37-639 and Alteveinn OG BM] 1996; 313 570-571. Refercnde
must be made bo approval of dhe study by the bocal ethical commems-
ted, Thie appreval nomber and e coresposding dale mus be pro-
widied Al rnetEadd s and warlables used in 2 trial showald be descoribae;
the dats must be based om adequabe statisises, Herbal medicinal
rdiicrs s et be cliasactigisid as dossiled aboe for pharm-
cobgical imvestigations,

479, Biological screewing. Papers dealing with the biokgical
screeming of 2 meaninghal seenber of extracts of plants or other or-
ganisss can b consadered S palslication in Manto Minfics, Mentif-
cation of the magerial showld property be documented, aned prepasa-
Hon of the extracts showld deardy be desoribed (see aboee, sections
461 and 463) Biokogical activicies should be reported by Bsting
1Coy valses. or J dose-response relationship should be shown by us-
VNE AT Wit P Bes T fom nInations, Posative contrals [refinend e oo
poianeds | shoubd be nchudsd. Results shoubd be presenned in a concise
Format, amdd the disowssion shoukd be kept b 2 minimuen
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F sl h

4.8. A<l o K ligt who made s coniri-
Butkons o the imvessigation and orgamesations providing support.

4.9, Belerencis shoukd b2 numbered in che ander bnowhich ey ane
cied in the best uring arabic numbers betwees square brackets ep
[1]: Fer Erimiphe riferencis, eg, |1 -3) e [1.2, 50 The list of refinesces
shauld be arranged conseostively according to the menbers in the
Eexl, Lse beadew Modicus abieeviacions S joursal cinles, Aurbscs
Bear comglete regponsibilny for che accuracy of the refennoes. The
fellrwing examples dlustrate the forenat for references:

a ] fourmals

Teate A, Mafirmeds A, Sépasation of i acid
thrae defferent chromatographic mesheds and the determasation of
rosmarinis acid s Bedera bekie Phptochen Anal 1006 7 204 - 208

Aervicke In pess withosr dod

Lirs EE Axfiferd (61 Moy 8 beckson BE Sowdes (. Srabedopsin glyoo-
syplivansfimases as higsarakysts in fmmentation lor regiose ko syn-
thesis of diverse quercetin gluoossd ss. Biotech Bacerg, in press

Aertiehe i prevss weilh did:

Lim EX, Bowies 0L A class of plase ghyoosyitransierases imvobved in
cellular homesstass, EMBED | sdvance oolme publication 8 Jaly
2004; dod: T 10385l emba) 760205

&) Boaks

Ciracien o comphate book:
Mabberlzy (1L The plant book, 2nd eshfion Cambridge Cambeidge
Universicy Press; 1997 530-521

Citatien toprticle within a bosd:
Leclwenbarg M, Nobrsiadr A. Cyanogenic glyrnsdes In: lkan & dimr.
Maturally oocurming glyensides. Chichesser: Willey B Sors; 19499:
147 =101

Lorberg A, Hafl MM TOR: the first tem years. In: Thomas G, Sakatini
e, Hal WML editors. TOR - target of raparmmcin, Hesdelbers: Spring-
er Werkeg: 2004: 1-18

Malti-valume bosks and encrclapedian:
Peovren B Mental retardation and enwir
encyckopedia of pspchiairy, psychology, psychoanalyss and neurolo-
A Vol 7. New Yark: Misoa apies Publishers; 1977: 203 - 207
Fharmuacopoesa of Chema. Part 1. Beijpeg: Peopde™s Health Press; 1977
331-534

In: Imieemack 1

cl PR amd [¥plema Theres

Drrriitis [, Asseising the trophic cascade & siservaine the rake ol
an istroduced predator |desertaion | Colunsbiis: Ohie Seane Univer-
mty: 1995

o] Parents
Cogksan AW, Partide trap for oomnpressed gas msalaied ransmesion
stpshesn LS Pagsar 4554300; 1985

o) Conjference Poper

s F, Foeve ¥, Saima T, Nokagoea T, Maawaiiskad M. Localization
and expression of gerany Rerasy Kiphasp hate synihases in &mabddog-
six thatpoa, Annual Mestng of the Amrerican Society of Plant Physi-
clogists, Baltimaore, MIK 19549

17 Flevtmaiile Sainees

Agoep R Kirkpaerick B Parchkallusk O, Whsds RA, Chetx B Transfor-
rration of 5 cerevisiee by the lithium scefabelsingle-stranded carrier

Pl L s 0015, 749 95-06

Do, I podperhylese glyool protocol. Technical cips anline. Seailable o
hitp:({research bmncony'ibe. fcoessed Sepeember 22, 2005

I re cimhior Is given, the ik bs wsed as chie Mreseelement ol e Cita-
tinn.

I referesce is made b papers submitted or in press. aothors are re-
e stend B adked a Tile eof the masasscripn or galey peoed o the anline
submnsszion. Seoid referemces o unpublished personal comumunica-
tinns

A0, Structural feemulas showdd be pregsired with ChemDras® or a
similar program wsing the follewing settings: bond lengths 0,508 om.
bond width 0021 cm, bold Bond widch OT Y om, bosed) spacing 1EX
of lemgih, hash spacng O0ES cm afom labels Helvetica 10, com-
pevanad numibirra Helvetica 10 bold, These semings comispand 1e
Amerscan hemical Socery dooswent senings preset in Chesm-
D™, The configuration of ¢ sereocenters present should be s
dlicared; e &f bl andd dashid Bies ratlier thas selid asd dashid
wedges 15 recommensded. The formukas should be intepraced inte
e manussrigs Tile (see abses: 2, Subsression of Manuscrigns ), They
will be reprodeced viiaour reduction and che chares should be pre-
pared with snasxieen widths of up o 30em e =egle cohem print
and aip ra 17 em B double <ol prist,

A7, Supporting Informatien; To keep articles a5 concise amd at the
same Eme s infomative oo possibile, aurhors ane stangly essour-
aged be submit part of ctheir tables asd figures o Supporting kedor-
mariz, The Sdlraing tpe of daca will be peifenenrsally puldlished
as Supportng Infarmarken rather chan in che prisg ariche: High-nes-
ohptiom Balftone and colour Musizations, spectra. chromalegrams.
strucneral drawings omlining MWE conrelations, experimental pro-
cedures of secondary impomance. tables summarising data that are
nes-guintessential bur usefial o e sl rstanding of as aticl, Ta-
bles, Npuresand e provided as Seppaning Inforeaion mas b me-
ferred o the manuscript as followes: [Table 15, Supporting Infor-
mak iz, ¢,

The covver page for Suppartisg Inforeaton must contas the tkle af
the mamesript, names and affisstions of all authors, and she full 8-
dnzss al the cormegponding asthor. Legends Tor Figunes and Tables
must appear deectly on the respective figure pages. Pages have b
b sunilid consecuively, Sepporting Information has Bo be sul-
mitibed a5 2 separate Rl

Supporting Informabon is publisked on the joursals Bomepage ot
hiep:j e hieme-connacraeepurmals o) planramedica

5, Proots and Reprints

Galley prooffs will be sen o the comesponding. author e a POF e
Ay dlietrosss sl o reEring will e sippBed fies of charge aflid o
linee pubslication.

January 7003

2013 Georg Thieme Verlag KIG Stuitgart Mew York.

All rghng meseived

Far farther mformaton, please contact plintimedics® thiesrede

79



