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SINOPSE

Sinopse:

Estudou-se os efeitos metabodlicos e genotoxicos do extrato aquoso de Hibiscus
sabdariffa em ratos jovens tratados com glutamato monossddico. Foram avaliados
efeitos fisiopatologicos no metabolismo lipidico, glicémico e proteico, além de efeios
mutagénicos e antimutagénicos.
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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



SUMARIO

=

a k~ w0 N

INTRODUGCAO GERAL ...t 11
ARTIGO | .o, 17
ARTIGO Il oo A3
CONCLUSAO GERAL .....ciiviitieeeiecee e 68
ANEXOS. ...ttt eeeeee et veees e 69



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
remédios é encontradanaobr a chinesa Pen Tsb6ao (fAA
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) ( D6 adamo et al

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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