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0 mistério.
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A mente que se abre a uma nova idéia jamais
voltara ao seu tamanho original”
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RESUMO:

Véarias espécies de Senna sdo bastante conhecidas por suas propriedades
terapéuticas, sendo utilizadas na medicina popular para o tratamento de inflamacéo
na garganta e constipacdo. Neste estudo, foram avaliadas algumas propriedades
biolégicas e farmacoldgicas das folhas de Senna macranthera como as atividades
anti-inflamatoria, laxativa, sobre motilidade intestinal, antimicrobiana e antioxidante.
A triagem fitoquimica do seu extrato metandlico e particbes permitiu a identificacédo
de compostos fenolicos como flavonoides, taninos e cumarinas na maioria das
amostras, com excecdo da particho em hexano, que apresentou antronas,
triterpenos e esteroides em sua composicao. O perfil cromatofrafico obtido por CLAE
mostrou a presenca da antraquinona emodina em todas as amostras. A particdo em
hexano reduziu significativamente o edema de pata induzido pela carragenina em
ratos, de maneira similar ao diclofenaco de sédio. Atividade laxativa comparavel ao
padrdo bisacodil foi observada para o extrato em metanol e particio em hexano,
porém somente o Ultimo aumentou a motilidade intestinal. Além disso, o extrato
metandlico e particbes foram avaliados quanto a sua atividade antioxidante e a
particdo em acetato de etila apresentou pronunciada atividade, comparavel ao
padréo rutina. Significativa atividade antibacteriana sobre Pseudomonas aeruginosa
também foi encontrada para o extrato em metanol e particdo em hexano. Nao foi
observada citotoxidade para Artemia salina ou espécies de Leishmania para
nenhuma amostra.

Palavras-chave: Senna macranthera; laxativo; anti-inflamatério; motilidade intestinal;
antioxidante; antimicrobiano.



ABSTRACT

Several species of Senna are well known for their therapeutic properties, being used
in the folk medicine to treat throat inflammation and constipation. In this study, an
attempt was made to evaluate some biological and pharmacological properties of
Senna macranthera leaves. In this regard, the anti-inflammatory, the laxative and the
intestinal motility effects, and also the antimicrobial and antioxidant activities of its
methanolic extract and partitions were determined. The phytochemical screening
allowed the identification of phenolic compounds like flavonoids, tannins and
coumarins in the majority of the extracts except for the hexane one which presented
anthrones, triterpenes and steroids in its composition. The HPLC profile showed the
presence of the anthraquinone emodine in all samples. The hexane partition
significantly reduced carrageenan-induced paw edema in rats in a manner similar to
that of sodium diclofenac. Laxative effect was observed for the methanolic extract
and hexane partition comparative to the standard drug bisacodyl, however only the
later increased the intestinal motility. Moreover, the samples were evaluated for their
antioxidant activity and ethyl acetate partition presented a pronounced activity
comparable to the standard rutin. Antibacterial activity against Pseudomonas
aeruginosa was also found for metanolic extratct and hexane partition. No cytotoxicity
against Artemia salina and Leishmania species were detected for any extracts.

Key words: Senna macranthera; laxative; anti-inflammatory; intestinal motility;
antioxidant; antimicrobial.
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1 - INTRODUCAO

A terapéutica moderna, composta de um grande numero de medicamentos
com acdes especificas sobre receptores, enzimas e canais idnicos, ndo teria sido
possivel sem o suporte dos produtos naturais, especialmente daqueles provenientes
das plantas superiores, das toxinas animais e dos micro-organismos. O uso de
produtos naturais na medicina popular como agente terapéutico € conhecido por
praticamente todas as civilizagbes antigas. Muitas culturas utilizaram estes produtos
por serem a principal, ou mesmo a Unica matéria prima para a elaboracdo de
medicamentos, novas drogas, permitindo o avanco na descoberta de agentes
terapéuticos contra doencas infecciosas, canceres, doencas crbnicas, doencas
parasitarias e outras. O valor dos produtos naturais esté claramente reconhecido, e
os desafios séo identificar novos compostos bioativos e elucidar seus mecanismos
de acao (CALIXTO, 2001).

A maneira de se pesquisarem novos compostos biologicamente ativos sofreu
grandes mudancas, principalmente devido aos avangos tecnoldgicos. A industria
farmacéutica e as universidades tém um papel importante no desenvolvimento de
novos métodos, que podem propiciar, de forma mais rapida, o surgimento de novos
medicamentos no mercado. A avaliacdo biolégica foi uma das mais significantes
mudancas na area de produtos naturais nos ultimos anos. O entendimento dos
mecanismos da doenca, acompanhado do aumento de testes com receptores e
enzimas disponiveis, permitiram o desenvolvimento de sistemas eficientes e rapidos
de bioensaios. Dessa forma, um Unico sistema permite selecionar milhares de
amostras em poucos dias (CORDELL, 1995).

A atividade bioldgica de uma substancia € mensurada pela sua capacidade de
exercer um determinado efeito bioldégico que possa ser quantificado. Os ensaios
biolégicos in vitro e in vivo que avaliam essa atividade baseiam-se na sua
competéncia de promover aumento ou diminuigdo dos efeitos terapéuticos causados
no sistema fisiolégico no geral. A partir desses efeitos determina-se dose, toxicidade,
tempo de acéo, interacdo da droga com 0 organismo e outros.

Um outro grande desafio tem sido desvendar e validar cientificamente
espécies vegetais com potencial clinico. Nesta escalada ascendente, a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) considera 252 medicamentos essenciais e bésicos a
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saude humana, sendo que 11% s&o viabilizados a partir de espécies vegetais, ditas
medicinais (RATES, 2001; RASKIN et al, 2002; DAVID, NASCIMENTO e DAVID,
2004).

As espécies vegetais constituem uma estratégia para a inovacao farmacéutica
e competitividade do setor, tendo em vista a singularidade estrutural dessas
substancias, efetividade terapéutica e expectativas de patenteabilidade devido a
parcerias cientificas entre a industria farmacéutica e instituicbes de ensino e
pesquisa. Estudos exaustivos ao longo dos anos, em &reas multidisciplinares,
viabilizaram o isolamento de inUmeras moléculas bioativas, hoje utilizadas com
efetividade na clinica convencional (OLIVEIRA e BRAGA, 2003).

Sao inumeros os exemplos de medicamentos desenvolvidos direta ou
indiretamente de fontes naturais, sobretudo de plantas. Destaca-se a morfina, a
pilocarpina, os digitalicos, os curares, a quinina, a artemisinina, a atropina, a
escopolamina, as estatinas, o cromolin, as drogas usadas no tratamento de cancer
(vimblastina, vincristina, taxol, campotecinas), 0s imunossupressores, 0s antibiéticos
e os inibidores da enzima conversora de angiotensina, como o captopril
(VERPOORTE, 1999; GRABLEY e THIERICKE, 1999; BARREIRO e FRAGA, 2001,
OLIVEIRA e ALVES, 2002).

Ainda sao relativamente poucos os trabalhos que avaliam a eficiéncia, o
potencial terapéutico e a seguranca de medicamentos a base de produtos naturais
(CALIXTO, 2000). Maiores estudos sdo necessarios para se investigar a atividade de
extratos brutos das plantas e sua relagdo com os diferentes constituintes
encontrados, a fim de descobrir seus componentes bioativos (ELVIN-LEWIS, 2001).
O desenvolvimento de medicamentos a partir de recursos naturais ganhou novo
impulso por interesse tanto da sociedade quanto das industrias farmacéuticas
(MENTZ e SCHENKEL, 1989; RATES, 2001). Este fato deve-se ao contexto social e
econdmico, pois cerca de 65 - 80% da populacdo mundial fazem uso de plantas
medicinais para cuidados basicos de saude (CALIXTO, 2001). No Brasil, como em
diversos paises, grande numero de vegetais esta sendo utilizado como fonte de
extracdo de novas substancias. Cerca de 60% dos farmacos langcados por industrias
norte-americanas entre 1985-1995 séo de origem vegetal.

A investigagdo sobre produtos naturais com atividade farmacolégica também
aumentou significativamente nos ultimos anos no Brasil. Entretanto, apesar da rica

biodiversidade, somente estdo disponiveis dados sobre 44 espécies de plantas
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pertencentes a 20 familias, com atividades comprovadas, incluindo espécies nativas
e exGticas apesar de existir uma crescente demanda para produtos naturais por
indUstrias farmacéuticas nacionais e internacionais, o que impulsiona as
investigacdes cientificas e a busca por drogas naturais (DUARTE, 2006).

A evolucao cientifica dos estudos de produtos naturais no Brasil teve seu
marco historico na fitoquimica classica (isolamento e determinagdo estrutural),
implantada e estruturada pelos pesquisadores de exceléncia, de onde surgiram 0s
grupos consolidados e atuantes na area por todo o pais. E importante salientar que
varios desses grupos de pesquisa vém alterando o enfoque da fitoquimica
tradicional, privilegiando trabalhos que envolvem atividade biolégica, ecologia
quimica e biossintese de micromoléculas de plantas (PINTO, 2002).

A descoberta de novas drogas para o tratamento de varias enfermidades
representa uma grande necessidade da humanidade, e as substancias de origem
vegetal constituem uma importante fonte para o desenvolvimento de novos
principios ativos mais eficientes no tratamento dessas doencas (RAVELO, 2004).

A potencialidade da regido sudeste como fonte de plantas ainda néo
estudadas,sob o ponto de vista quimico e bioldgico, vem estimulando uma série de
pesquisas visando a descoberta de principios ativos e ao desenvolvimento de novos
farmacos.

Neste estudo, a énfase foi destinada ao estudo quimico e biologico da
espécie Senna macranthera, pertencente a familia Fabaceae, conhecida
popularmente como fedegoso, muito utilizada como planta ornamental e para
arborizagéo de cidades (LORENZI, 1992).

1.1 - A FAMILIA FABACEAE

Espécies da familia Fabaceae, também conhecida por Leguminosae, estao
distribuidas em diversos ecossistemas do mundo e apresentam relevante
importancia econdmica. Representa a terceira maior familia das angiospermas, com
cerca de 727 géneros e aproximadamente 19.327 espécies. Divide-se nas
subfamilias Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae (Faboidea) (LEWIS e
LIMA, 2005). Apresentam habitos variados, desde ervas perenes até arvores de
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grande porte. As folhas, em geral, sdo compostas com inflorescéncia racemosa. As
flores possuem corola e pétalas desiguais, com excecao das Mimosoideae, que
apresentam corola de simetria radiada, ja os frutos sdo do tipo legume e suas
variacfes, como legume que se abre em duas partes, nucéide e samaroide, lomento,
foliculo, sdmara e carnoso (BARROSO et al, 1991; 1999).

Caesalpinioideae compreende 171 géneros e 2.250 espécies muito bem
representados no Brasil, dos quais 0 que apresenta maior numero de espécies € 0
género Senna (LEWIS e LIMA, 2005). Segundo Barroso, et al (1991), as espécies
nativas correspondem a 64 géneros e 790 espécies. Nos campos rupestres, a
subfamilia esta representada por sete géneros e 94 espécies (GARCIA e DUTRA,
2004) sendo também abundantes na América do Sul, Africa tropical e sudeste da
Asia (COWAN, 1981).

Na Mata Atlantica, a familia Fabaceae representa uma das familias com maior
rigueza de espécies, ocorrendo em varios tipos de ambientes (LIMA, 2000). Tem
sido sugerido que a sua origem e diversificagédo, intimamente relacionadas com as
florestas tropicais, indicam um elevado potencial como objeto de analise em
investigacdes numa abordagem ecoldgica (LIMA, 2004).

A importancia econdmica dessa familia € muito diversificada, jaque é utilizada
desde a alimentacdo humana e animal até a producdo de corantes, Oleos,
lubrificantes, perfumes, tintas, inseticidas. Ainda possui uso medicinal, agronémico
(enriquecimento de solos) e ornamental. E usada principalmente para producéo de
madeiras nobres e valiosas usadas na marcenaria, entalhadura e construgées em
geral. Lima et al, (1994) relataram que as leguminosas vém sendo apontadas como
uma das principais fontes para a producado de proteina vegetal, particularmente para
0s paises subdesenvolvidos.

A quimica da familia Fabaceae € muito peculiar; apresentam o0s
isoflavonoides como os metabdlitos caracteristicos e em grande variedade (BRANDI,
1997). As atividades bioldgicas dos isoflavonoides tém sido muito estudadas, por
exemplo, a genisteina, que possui atividade inibitéria contra a topoisomerase Il e
tirosina quinase e inibe a proliferagédo do cancer (AKIYAMA et al, 1987; WANG et al,
2001). Os isoflavonoides sédo capazes de promover beneficios a saude, pois estao
relacionados com a capacidade de atuarem como antioxidantes (COS et al, 2001).
Além disso, sdo considerados fitoestrogénios, cujo mecanismo de acao € baseado
na inibicdo dos receptores de estrogénio por agcao competitiva com o hormoénio. Eles
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podem reduzir os riscos de alguns canceres hormoénio dependente, incluindo os de
prostata e mama (MERKEN e BEECHER, 2000; VEITCH, 2007).

1.2 - CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O GENERO Senna

O género Senna é constituido por mais de 600 espécies incluindo arbustos,
arvores e ervas, distribuidas em regides tropicais e subtropicais de todo o0 mundo
(AGARKAR e JADGE, 1999). Algumas espécies sao bastante apreciadas devido a
beleza de suas flores e, por consequéncia, muito utilizadas como plantas
ornamentais. Recentemente, revisdes na classificacdo botanica dos géneros Cassia
e Senna levaram a transposicao taxondmica de espécies do género Cassia para o
taxon Senna. Espécies de Cassia, juntamente com algumas que mudaram para o
grupo Senna apdés o novo sistema de classificacdo taxondmica adotado, constituem
um dos maiores géneros da familia Fabaceae (VIEGAS et al, 2006).

Espécies do género Senna revelaram uma grande diversidade de substancias
inéditas e bioativas, com padrdes moleculares variados. A literatura descreve o
isolamento de cerca de 350 metabdlitos secundarios em espécies desse género que
se encontram amplamente distribuidas em varias partes do mundo. Estes estudos
evidenciaram a ocorréncia de substancias de diversas classes, sendo as
antraquinonas, flavonoides e outros compostos fendlicos o0s constituintes mais
frequentes na maioria das espécies (VIEGAS et al, 2006).

Espécies do género Senna sdo conhecidas pela sua utilizagdo popular em
algumas regibes da india, Asia e Africa, como laxativos e purgativos. Estudos
farmacolégicos de algumas espécies comprovaram sua propriedade antibacteriana
(SAMY et al, 2000), antifangica (PALAMICHAMY e NAGARAGAN, 1990), anti-
inflamatéria (CUELLAR et al, 2001), hepatoprotetora (JAFRI et al, 1999) e
antimalarica (TONA et al, 1999), o que demonstra o potencial farmacoldgico deste
género vegetal.

Com o interesse de se buscarem novas substancias bioativas, o género
Senna tornou-se alvo de estudos, como € o caso de S. reticulata, planta amplamente
distribuida em quase toda América Latina. No Brasil, € utilizada na medicina popular
para o tratamento de obstrucdes do figado e no combate ao reumatismo (CORREA,
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1984). No trabalho realizado por Santos e Silva, (2008) foram relatados os
resultados do estudo fitoquimico, descrevendo-se o isolamento e a identificacdo de
seis antraquinonas. Este foi o primeiro registro das substancias 1,3,8-
trildroxiantraquinona e 1,6,8-triidroxi-3-metoxiantraquinona em plantas superiores,
antes so isoladas de microorganismos.

S. fistula, muito cultivada na China, Egito, Ceildo e india, é utilizada
popularmente como purgativa, antirreumatica, hipoglicemiante, antimicrobiana e anti-
inflamatéria. Um estudo realizado por Sunil e Muller (1998) demonstrou que extratos
dos frutos apresentavam um potencial anti-inflamatério devido a inibicdo de
mediadores do processo de inflamacao, como leucotrienos.

Algumas espécies de Senna, tais como S. spectabilis, S. carnaval e S.
excelsa, revelaram a presenca de alcaloides piperidinicos como constituintes
majoritarios e, portanto, de grande importancia na bioprospecc¢éo de novos farmacos
(VIEGAS et al, 2004). Estas substancias sdo particularmente interessantes, em
virtude das propriedades toxicas e farmacologicas demonstradas em diversos
ensaios in vitro e in vivo realizados com extratos e substancias puras isoladas de S.
excelsa e S. spectabilis, dentre outras.

De acordo com estudos realizados por Samy e Ignacimuthu, (2000), extratos
das folhas de S. occidentalis e S. auriculata sé&o utilizados como bactericidas
apresentando atividade contra Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus. Além disso,
€ utilizada popularmente em paises africanos como purgativa, diurética e como locéo
ocular (TONA et al, 1999). A presenca abundante de derivados antracénicos nos
extratos estudados indicou que tais substancias poderiam ser as responsaveis por
tais atividades, em especial a 1,8-diidroxi-antraquinona (TIWARI e MISRA, 1985;
TONA et al, 1999).

S. alexandrina, conhecida popularmente como sene-de-alexandrina, tinevelly
ou sene, € amplamente usada para constipacao intestinal ou em situacdes em que
se quer um esvaziamento intestinal (exames radiograficos, pré e pds-operatorios).
As partes da planta utilizadas como matéria-prima séo as folhas secas e as vagens.
O sene esta incluido entre os laxativos antrandides, que possuem como principios
ativos os glicosideos chamados de senosideos A e B. Muitos estudos tém sido
publicados sobre a toxidade dos extratos Senna e compostos purificados, tais como
senosideos e reina. De maneira geral, eles exibem baixa toxidade em ensaios com

animais. Além disso, nenhum relato de atividade teratogénica ou genotdxica foi
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detectado (HEIDEMANN et al, 1993; BRUSICK e MENGS, 1997; MENGS et al,
2004; MITCHELL et al, 2006). Porém, o consumo regular, por pelo menos um ano,
causa alteracbes morfolégicas no reto e célon e escurecimento da mucosa no

mesmo local, reversiveis com a interrupgéo do uso (SIMOES et al, 2007).

1.3 - BIOGENESE E ESTRUTURA DE COMPOSTOS ANTRACENICOS

A elevada capacidade biossintética das plantas, evidenciada pelo grande
namero de substancias produzidas e sua diversidade em uma mesma espécie,
constitui a principal caracteristica do seu metabolismo secundario. Os compostos
antracénicos sdo uma classe de metabdlitos que tem como nucleo fundamental um
anel triciclico antracénico (desenho 1). Estes anéis podem ser substituidos com
hidroxila, carboxilas ou grupos metila, ja o grupamento hidroxila ou carbonila no C-9
e um grupo hidroxila no C-8 sao responsaveis pela funcdo laxante. Ha, entdo, a
formacdo de monoantronas, tais como aloe-emodina, reina e frangulina. Essas
monoantronas podem se conjugar para formar diantronas ou se ligarem a acucares
formando glicosideos. Diferentes plantas produzem diferentes compostos
antracénicos, como, por exemplo, o género Senna, que contém antraquinonas como
reina, e aquelas glicosiladas, como senosideos A e B. J4 a Cascara, Aloe e Rheum
produzem outros tipos de antraquinonas (HATTORI et al, 1988; VAN, 1976).

8 9 1
7 2
L
5 10 4

Desenho 1: Estrutura quimica do anel antracénico. (Fonte: VAN GORKON et al, 1998).

Os grupos existentes no C-10 permitem que essa classe seja dividida em trés
grupos: antraquinonas, antronas e diantronas. Cada um desses grupos pode ser

transformado um no outro por meio de reagdes de oxidagao e redugao (desenho 2).
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Desenho 2: Reacdes de reducdo e oxidacdo no grupo antracénico. Antraquinona contendo =O no C-
10 formado por reacdo oxidativa com antranol; antrona contendo H, formado por reacédo de reducéo
com o antranol no C-10; e conjugacdo de duas antronas formando uma diantrona (Fonte: VAN
GORKON et al, 1998).

Nas plantas, a maioria dos compostos antracénicos possui um ou dois grupos
glicosidicos, principalmente, glicose e ramnose, que se encontram ligados em C- 8,
C-10 e, ocasionalmente, em C-1. Apresentam-se na forma oxidada em plantas secas
e na forma reduzida em plantas frescas. As antronas s8o 0S primeiros grupos
antracénicos que se formam nas plantas, possuem funcéo oxigenada na posi¢céo C-
9 e a maioria se encontra glicosilada. As antraquinonas sdo mais estaveis, formadas
a partir das antronas livres através de auto-oxidacdo ou por reacbes enzimaticas
(peroxidases e oxidases). As antronas também podem ser transformadas em
diantronas e naftodiantronas, essa ultima desprovida de acdo laxante (GROS et al,
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1985). Podem ser sintetizadas a partir de unidades de acetilcoenzima A ou de acido
0-succinilbenzoico,que vao determinar a distribuicdo desses compostos antracénicos

dentro do género Senna (desenhos 3 A e 3B).
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Desenho 3: Rotas biossintéticas de compostos antracénicos A) pela via do acetilcoenzima A; e B)
pela via do &cido O-succinico (Fonte : SIMOES et al, 2007).
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1.4 - A ESPECIE Senna macranthera (COLLAD.) H. S. IRWIN & BARNEBY

Senna macranthera (Collad.) H.S. Irwin & Barneby, corresponde a Cassia
speciosa var. nervosa (Vogel) Betham e € conhecida popularmente como
manduirana, pau fava, aleluia, mamanga e fedegoso. Nos ecossistemas brasileiros,
particularmente na Mata Atlantica, € amplamente distribuida nas regides Sul,
Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste, ocorrendo principalmente em formacgdes
florestais ombréfilas e estacionais. Também pode aparecer em areas de Cerrado,
Caatinga e Campos Rupestres. No Estado do Rio de Janeiro habita principalmente
as florestas montanas e submontanas das encostas das serras do Mar e da
Mantiqueira. E ideal para arborizacdo urbana, além de se prestar & composicdo de
plantios em areas degradadas por ser espécie pioneira e de rapido crescimento. Sua
madeira é utilizada principalmente para a fabricacdo de caixotaria leve, confeccbes
de brinquedos, lenha e carvdo (LORENZI, 1992).

Caracteriza-se por ser uma arvore ou arbusto de 3 m a 15 m de altura com
ramos, raque foliar e foliolos densos e aos pares, flores de coloracdo amarela, muito
vistosa e em cachos; fruto legume bacoide; sementes alojadas em “camaras”
separadas por falsos septos e embebidas em polpa fétida (IRWIN e BARNEBY,
1982) (fotografia 1).

Apébs extensa revisao bibliografica em busca de informacgdes sobre seu
potencial farmacoldgico e caracterizacdo quimica, verificou-se que ja foi isolado de
seu endosperma, um polissacarideo galactomanana constituido de manose e
galactose, cujo derivado sulfatado apresentou atividade anticoagulante (PIRES et al,
2001).Também ja foi isolada a rubrofusarina, um policetideo inibidor da
topoisomerase Il-a humana, importante enzima na replicagdo do DNA (BRANCO et
al, 2008).
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Fotografia 1. Senna macranthera (Collad.) H. S. Irwin & Barneby. Detalhes do habitat, inflorescéncia,
fruto e sementes (Fonte LORENZI, 1992).

1.5 - CONSTIPACAO INTESTINAL, TRATAMENTOS E AGENTES
LAXATIVOS

Espécies do género Senna sdo muito utilizadas na medicina popular como um
potente agente laxatixo (VALVERDE, et al, 1999 e AREZZO, 2000). Também
apresentam outras atividades farmacoldgicas relacionadas com os diversos
componentes quimicos presentes em sua composicdo, sobretudo a capacidade de
promover a motilidade e secre¢cao do trato gastrointestinal (BRUSICK e MENGS,
1997; LAN et al, 2001).
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Foi demonstrado que os senosideos A, B, C e D sdo os principais compostos

responsaveis por esse efeito laxativo (desenho 4). Eles sao farmacologicamente

inativos, comportando-se como pré-drogas naturais e sédo as formas de transporte de

maior poténcia farmacoldgica; porém, pela reduzida lipossolubilidade, tém maiores

indices de absorcéo que as antraquinonas livres.
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Desenho 4: Estrutura quimica dos senosideo A, senosideo B, senosideo C e senosideo D (fonte:

VAN GORKON et al, 1998).
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A reinantrona é o metabdlito ativo responsavel pelo efeito laxante (YAGI et al,
1991) do sene e € liberada no intestino grosso pela flora bacteriana apés hidrolise
dos glicosideos. Ja as antronas e diantronas sao dez vezes mais ativas que as
antraquinonas e constituem as formas realmente ativas das substancias
antracénicas (LEMLI, 1988).

Véarios mecanismos de acao tém sido propostos para explicar o efeito laxativo
de antraquinonas, os quais incluem a inibicdo da Na/K-ATPase (GAGINELLA, 1978),
a estimulacao direta de contragdo da musculatura lisa do intestino pelo aumento da
motilidade, relacionada com a liberagdo de prostaglandina (BEUBLER e
KOLLAR,1988), histamina (CAPASSO et al, 1986) ou serotonina (BEUBLER e
SCHIRGI-DEGEN, 1993) e inibicdo dos canais de CI', comprovada para inimeras
1,8-hidroxiantranoides como aloe-emodina (HONIG et al, 1992). No entanto, apesar
de numerosos mecanismos de acédo ja terem sido propostos para explicar o efeito
laxante do sene, seu mecanismo de acdo preciso ainda ndo foi claramente
elucidado.

Sabe-se que a constipacao intestinal consiste em dificuldade para evacuar,
fezes endurecidas e secas e dores abdominais. Ocorre com maior frequéncia nas
mulheres do que nos homens, sem que haja explicacdo para isso. Os mais idosos
também tém maior frequéncia de constipacao do que 0s mais jovens, 0 que pode ser
associado a menor ingestdo alimentar, perda da mobilidade, fraqueza das
musculaturas abdominal e pélvica e medicacdes (LOCKE, PEMBERTON e
PHILLIPS, 2000).

A maioria dos pacientes que apresenta o quadro de constipacéo, ndo procura
ajuda médica para realizar o tratamento. Quando os sintomas permanecem, €
necessario buscar as causas primarias da constipacdo e determinar qual tratamento
mais adequado.

A mudanca no estilo de vida, que inclui modificagdes na dieta, maior atividade
fisica, ingestdo de maior quantidade de liquidos, reeducacéo intestinal e auxilio de
preparados de fibras vegetais podem ser os componentes de terapéutica de sucesso
para a maioria dos casos de constipacéo intestinal.

Diversos tipos de laxantes sdo prescritos, e um nimero ainda maior é obtido
sem prescri¢ao, indicando uma preocupacao cultural pela regularidade intestinal. Em

geral, esses farmacos séo classificados, com base no seu mecanismo de a¢do, em
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agentes expansores da massa, agentes osmoticos (amolecedores do bolo fecal) e
agentes irritantes ou estimulantes.

Laxantes expansores de massa sdo polimeros organicos que interagem com
a agua e tém a capacidade de manté-la retida nas fezes. Dentre tais polimeros
podemos incluir as fibras dietéticas como farelo, medicamentos como Psyllium,
polimeros sintéticos como metilcelulose. Sua principal funcéo é evitar a absorcéo de
agua pelo intestino delgado e conserva-la retida nas fezes. O aumento do volume e
peso das fezes estimula a motilidade e acelera o transito intestinal do bolo fecal. Um
dos principais efeitos colaterais que ocorrem sdo provocados pela fermentacéo
dessas fibras, causando a formacgéo de gases e flatuléncias, inchagos e retencao de
liguidos (BURROWS e MERRITT, 1983).

Os agentes osmoticos sdo ions ou moléculas volumosas adicionadas ao
conteudo intestinal, que retém agua dentro do Iimen por efeito de forgca osmética, ou
gue estimulam secrec¢des intestinais ou motilidade, assim causando o aumento da
frequéncia e facilidade de defecacdo (SCHILLER, 2001). ions como o magnésio,
fosfato ou sulfato retém agua no intestino por forca osmética e provocam distensao,
estimulando suas contracfes. As solucdes eletroliticas isosmoéticas que contém
polietilenoglicol sao utilizadas como solu¢des para lavagem do célon, principalmente,
na preparacao de procedimentos radiolégicos ou endoscOpicos, bem como para
remocédo de toxinas ingeridas (KATSUNG, 2003). Um outro exemplo é a lactulose,
um dissacarideo sintético (galactose-frutose), que nao é absorvido pelo intestino,
mas pode ser metabolizado por bactérias intestinais e se transformar em um acido
graxo de cadeia curta, que é facilmente absorvido, ou pode permanecer no lumen,
exercendo suas atividades osmoéticas (HAMMER et al, 1989). Sorbitol e manitol sdo
alcoois de acucares, assim como a lactulose; também n&do sdo absorvidos pelo
intestino. Em um estudo realizado por Lederle et al (1990), observou-se que o
tratamento com sorbitol era tdo eficaz quanto a lactulose. Sua maior vantagem € o
baixo custo.

Laxantes amolecedores do bolo fecal tém a capacidade de se emulsificarem
com as fezes e amolecé-las, facilitando seu transito (KATSUNG, 2003). Destaca-se
o 6leo mineral, que administrado via oral, ndo € quimicamente ativo no corpo, porém
altera as caracteristicas fisicas das fezes agindo como um lubrificante do bolo fecal.
Sua utilizacdo em longo prazo pode causar ma absor¢ao de vitaminas lipossolaveis,

e sua absorcéo pelo intestino pode causar reacdes de corpo estranho na mucosa
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intestinal e linfonodos regionais. Além disso, pode causar problemas no ténus do
esfincter anal (SCHILLER, 2001).

Laxantes estimulantes e irritantes do trato intestinal sdo chamados assim
porque tém a finalidade de estimular a motilidade (SCHILLER, 1997). Incluem o Gleo
ricino, o bisacodil e também as antraquinonas encontradas nos géneros Cascara e
Senna (KATSUNG, 2003). Os derivados de difenilmetano, como por exemplo, o
bisacodil - um éster diacético - utilizado como catartico e hidrolisado no intestino
delgado e célon por enterases enddgenas, depois convertido para sua forma livre
gue apresenta os grupos difendélicos. Tal medicamento tem seu efeito obtido entre
seis e oito horas (FLIG et al, 2000).

1.6 - ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA E PRODUTOS NATURAIS

A busca de novos compostos anti-inflamatérios (VERPOORTR, 1999) tem
sido prioridade das industrias farmacéuticas ha algum tempo. Dois fatores sao
determinantes nesse interesse: primeiramente compostos anti-inflamatoérios, tais
como os opioides, AIEs e AINEs, que apresentam uma variedade de efeitos
colaterais estdo abrindo espaco para a descoberta de novos e mais seguros
compostos (MULLER, LNSEL e MELNON, 1978; AHMADIANI et al, 1998;
VERPOORTE, 1999). Em segundo lugar, o mercado nacional e internacional desses
medicamentos, estimado em vérios bilhdes de dolares (FLOWER, MONCADA e
VANE, 1975).

Por suas propriedades terapéuticas ou téxicas, as plantas adquiriram
fundamental importancia na medicina popular. Com o desenvolvimento das ciéncias
naturais e do método cientifico na medicina, os medicamentos de origem vegetal
tornaram-se objeto de analise cientifica (MARTINS, 2000).

Esforcos tém sido feitos no sentido de melhorar os produtos naturais,
aumentando as propriedades desejadas e minimizando seus efeitos colaterais
adversos (SCHULZ, HANSEL e TYLER, 2002). InUmeros sdo 0s registros que
mostram a busca incessante, nas plantas medicinais, para a cura ou mesmo alivio

de moléstias que tém atingido impiedosamente a humanidade (CARLINI,1995). A
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procura por novos agentes farmacologicamente ativos, obtidos de plantas, tem
levado a descoberta de muitas drogas clinicamente ativas.

Diversas plantas da flora brasileira sédo utilizadas na medicina popular, mas
muitas delas ainda necessitam de estudos que deem suporte cientifico ao seu uso
na terapéutica (BRITO e BRITO, 1993).

A aspirina € um dos exemplos mais conhecidos com atividade anti-
inflamatéria. Conhecida como &cido acetilsalicilico, foi sintetizada por Kolbe, na
Alemanha, em 1874 e produzida com base na estrutura quimica de uma substancia
natural isolada do salgueiro branco (Salix alba). E um dos medicamentos mais
vendidos em todo o mundo (AGOSTA,1997) (desenho 5).

HO O

OH

Desenho 5: Estrutura quimica do acido salicilico extraido de Salix alba.

Flavonoides e terpenoides tém sido relatados por apresentarem efeito
inibitério da enzima lipoxigenase e ciclooxigenase (NARAYANA et al, 2001; KIM et
al, 2004; GUTIERREZ-LUGO et al, 2004; ORHAN et al, 2006; KUPLEI et al, 2006).

O extrato das folhas de S. alata e da substéncia isolada campferol-3-O-
gentiobiosideo apresentaram atividade anti-inflamatéria e o efeito inibitério da
liberacdo de histamina, da 5-lipooxigenase e da cicloxigenase (COX; e COX;) foi
observado por Moriyama et al (2003), mesmo com administracdo do extrato e do
produto isolado em baixas concentragdes.

Saponinas, como a glicirrizina, (isolada de Glycirrhyza glabra) tém
demonstrado importante atividade anti-inflamatéria (SCHENKEL et al,2000).
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1.7 - ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS DA INFLAMACAO E
TRATAMENTOS

A inflamacdo é uma resposta inespecifica a uma agressao externa. O agente
responsavel pela agressdo pode ser de natureza fisica, biolégica ou quimica. A
resposta inflamatéria independe da natureza do agente que a iniciou. Os sintomas
gue caracterizam o quadro de inflamacéo séo dor, calor, rubor e edema, podendo
ocorrer a perda da funcdo da area lesionada. Esses sinais sdo provenientes da
dilatacdo de arteriolas e aumento da permeabilidade vascular por acao de
mediadores da inflamac&do. Com o aumento da temperatura, as reacdes metabdlicas
aceleram e liberam calor adicional. O edema surge com o aumento da
permeabilidade, provocando o extravasamento de liquidos do meio intracelular para
0 meio extracelular. Podem extravasar fatores da coagulacdo para os tecidos, como
o fibrinogénio, que é convertido a uma espessa rede de filamentos insollveis de
fibrina, onde microorganismos invasores sao aprisionados, bloqueando a difusao no
organismo. A dor pode resultar de fatores como: aumento da presséo, devido ao
edema sobre tecidos e terminacdes nervosas; lesdo das fibras nervosas; irritacao,
devido a substancias téxicas produzidas por micro-organismos; por cininas, que
afetam algumas terminagbes nervosas. As prostaglandinas intensificam a dor
associada a inflamacado (CORREA e NOVELLI, 2000; TORTORA e GRABOWSSKI,
2000; CONSTANZO, 2004).

A resposta inflamatéria é dividida em 3 fases: resposta aguda, resposta imune
e resposta crbnica. Na fase aguda, que é transitéria, ha o aumento da
permeabilidade vascular, vasodilatacdo e também extravasamento de proteinas, o
gue aumenta a viscosidade sanguinea. Na fase subaguda (resposta imune), ocorre
migragdo dos leucdcitos e das células sanguineas até o agressor, obedecendo a um
gradiente quimico (quimiotaxia). O reconhecimento do agressor é feito por meio de
marcadores proteicos ligados ao agente agressor, fendbmeno conhecido por
opsonizacgao. Ocorre fagocitose, morte e degradacéo do invasor. A fase proliferativa
cronica é caracterizada por degradacao tecidual e fibrose (ABBAS, LICHTMAN e
POBER, 2003).
Nessa primeira fase da inflamacdo ha liberacdo de substancias

vasodilatadoras como histamina, prostaglandinas, leucotrienos e complementos que
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tém a funcdo de estimular a liberacdo de histamina, de atrair neutréfilos por
guimiotaxia, de estimular fagocitose e algumas de destruir microorganismos
(TORTORA e GRABOWSKI, 2000). Basdfilos e mastocitos podem ser ativados
diretamente por uma variedade de substancias biolégicas, como polibasicos,
peptideos, citocinas, anafilotoxinas e outros (ABBAS, LICHTIMAN e POBER, 2003).
Os mastécitos sao células mononucleadas localizadas nos tecidos de superficie de
contato com 0 meio externo, como mucosas, serosas e pele. Contém poderosos
mediadores de reac¢fes inflamatérias agudas. Seu efeito biolégico é causado,
principalmente, pela liberacdo de aminas vasoativas.

Os anti-inflamatérios sdo farmacos que podem agir em varias etapas do
processo fisiopatolégico, inclusive podendo inibir a biossintese de mediadores pela
interacao direta com as enzimas chaves (como inibidores da enzima ciclooxigenase),
ou reduzir niveis de substratos (reducdo da liberacdo de &cido araquidénico), ou
ainda, na inibicao da liberacdo de mediadores estocados (histamina), ou por meio da
imunoestimulacdo (maturacdo das células mieloides ou estimulacédo da fagocitose,
removendo a substancia irritante e diminuindo a agresséo tecidual (SAFAIHY e
SALIER, 1997)

A COX; esta presente nas células em condi¢des fisiologicas, principalmente
Nnos vasos sanguineos e plaquetas. Essa enzima é responsavel pela producédo de
prostaglandinas que protegem a mucosa gastrica e 0s rins pela homeostase
vascular (SOSLOW et al, 2000; KAM e SEE, 2000). Durante o processo inflamatério,
a COX; tem a funcéo de transformar o &cido araquidénico em prostaglandinas.

Ja a COX; é expressa caracteristicamente por células envolvidas no processo
inflamatorio, como macrofagos, mondcitos e sinovidcitos. Com a descoberta da
COX,, uma nova perspectiva terapéutica emergiu para o desenvolvimento de drogas
mais seletivas e com menores efeitos adversos. O conjunto desses agentes originou
uma nova geracao de anti-inflamatorios (inibidores seletivos da COX5), denominados
de Coxibes (CARVALHO e LEMONICA, 2000).

Os glicocorticoides estdo entre as drogas mais efetivas no tratamento de
processos inflamatérios. Esses farmacos sédo conhecidos por produzirem diversas
atividades bioldgicas e por alterarem a expressdo génica e a sintese de proteinas.
Diversos estudos indicam que parte de seu efeito farmacoldgico € mediado pela
inducdo de proteinas reguladoras, como a lipocortina (MORENO, 1997). A enorme

utilidade clinica colocou essas substancias entre os agentes mais frequentemente
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prescritos. Além de suas atividades anti-inflamatérias, os glicocorticoides
demonstraram importante papel no tratamento de doencas autoimunes, nas quais

também foi observada a inibicdo das funcdes dos leucécitos (WILCKENS, 1995).

1.8 - PLANTAS MEDICINAIS E RESISTENCIA MICROBIANA

As propriedades antimicrobianas de plantas medicinais e de seus compostos
isolados tém sido reconhecidas empiricamente durante séculos, mas foram
confirmadas cientificamente apenas recentemente. Varios grupos de pesquisadores
estudam a atividade biolégica de plantas medicinais originarias de diversas regides
do mundo, orientados pelo uso popular das espécies nativas. Por outro lado, os
micro-organismos que causam prejuizos a salde humana estdo se mostrando
resistentes a maioria dos antimicrobianos conhecidos, o que incentiva ainda mais a
procura por antibiéticos de ocorréncia natural. Extratos de plantas mostraram-se
eficientes no controle do crescimento de uma ampla variedade de micro-organismos,
incluindo fungos filamentosos, leveduras e bactérias (PORTILHO et al, 2001)

Testes antimicrobianos in vitro permitem a selecdo de extratos brutos de
plantas com propriedades potenciais de uso em estudos quimicos e farmacolégicos
(PINTO et al, 2000). Os componentes antimicrobianos das plantas podem inibir o
crescimento bacteriano e fungico por diferentes mecanismos além daqueles
presentes nos antimicrobianos em uso e tem um significativo valor clinico (ELOFF,
1988).

O aparecimento de resisténcia resulta em diversos fatores, tais como: uso
crescente e inadequado de antimicrobianos, procedimentos invasivos, grande
namero de hospedeiros susceptiveis e falhas terapéuticas, entre outros,
ocasionando aumento da transmissdo de organismos multirresistentes. Muitas
cepas sao resistentes a quase todos antimicrobianos, e a perspectiva de
aparecimento de uma cepa resistente a todos 0s micro-organismos constitui uma
séria preocupacao (SCHAECHTER et al, 2002).

Varios sdo 0s mecanismos pelos quais 0s microrganismos podem resistir aos
efeitos dos antimicrobianos. Entre eles esta a alteracdo da estrutura molecular dos

antimicrobianos, a producdo de enzimas que inativam a droga, a alteracdo das
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proteinas ligadoras da penicilina ou outros pontos-alvo nas paredes das células, os
alvos modificados da DNA-girase, as mutacdes de permeabilidade e as modificacdes
ribossémicas (FILE Jr., 2000).

A necessidade de se encontrarem novas substancias com propriedades
antimicrobianas para serem estudadas no combate a esses microrganismos
representa um desafio no tratamento de infeccbes. Assim, o uso de produtos
naturais de conhecida atividade antimicrobiana pode adquirir significado nos
tratamentos terapéuticos (LOGUERCIO et al, 2005).

1.9 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

As células estdo continuamente produzindo radicais livres e espécies reativas de
oxigénio (EROs) como parte do processo metabdlico. Estas espécies reativas sao
normalmente neutralizadas pelos sistemas antioxidantes presentes nos organismos.
Assim, o estado de estresse oxidativo pode resultar tanto de um aumento na
producédo de EROs quanto da reducao da capacidade antioxidante celular total que
pode levar a danos moleculares as estruturas celulares, com consequente alteracao
funcional e prejuizo das funcdes vitais em diversos tecidos ou 6rgaos (HALLIWELL e
CROSS, 1994). No entanto, o efeito deletério do estresse oxidativo varia
consideravelmente de um ser vivo para o outro, de acordo com a idade, o estado
fisiol6gico e a dieta (NIESS et al, 1999).

Um quadro gerado pela presenca excessiva de EROs é a peroxidacdo
lipidica, que pode ser definida como uma cascata de eventos bioquimicos
resultantes da acdo de EROs sobre os lipides insaturados das membranas celulares,
gerando principalmente radical alquila, alcoxila e peroxila, o que leva a destruicdo de
sua estrutura, faléncia dos mecanismos de troca de metabdlitos e, numa condicao
extrema, a morte celular (BENZIE, 1996). As alteracbes nas membranas provocam o
transtorno da permeabilidade e a alteracdo do fluxo ibnico e o fluxo de outras
substancias. Isso resulta na perda da seletividade para entrada e/ou saida de
nutrientes e substancias téxicas a célula, alteracdes do DNA, oxidacdo da LDL e
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comprometimento dos componentes da matriz extracelular (proteoglicanos, colageno
e elastina) (VACA, WILHEM e HARMS-RINGDAHL, 1988).

O processo da peroxidacdo lipidica pode ser dividido em trés etapas:
iniciacdo, propagacgéao e terminacgdo (desenho 6). A fase de iniciagcao representa o
inicio da peroxidacdo, em que o acido graxo poli-insaturado sofre ataque de uma
espécie que é suficientemente reativa para abstrair um atomo de hidrogénio a partir
de um grupo metileno (-CHy), formando um radical de carbono. Este radical é
estabilizado por um rearranjo molecular para formar um dieno conjugado
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Em meio aerébio, o radical alquila inicialmente
formado se combina com o oxigénio formando o radical peroxila, que pode abstrair
um hidrogénio alilico de um outro &cido graxo, gerando outro radical de carbono e
promovendo a etapa de propagacédo. A reacdo do radical peroxila com o atomo de
hidrogénio abstraido gera um hidroperoxido lipidico. Peroxidos ciclicos também
podem ser formados quando o radical peroxila reage com uma dupla ligacdo na
mesma cadeia de acido graxo, o que também pode propagar a peroxidacao lipidica
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

A terceira e Ultima etapa da reacdo, a fase de terminacdo, da-se pela aniquilacédo
dos radicais formados, originando produtos nao radicalares (GARDNER, 1989;
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Os radicais peroxila e alcoxila também podem
sofrer dismutacéo, ou clivagem formando aldeidos, ou uma ligacdo covalente com
residuos de aminoéacidos, ou ainda sofrer um rearranjo compondo produtos
secundarios da peroxidacao lipidica (derivados hidroxi-, ceto-, cetohidroxi- e epoxi-

hidroxi-acido graxo).
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INICIACAO: RH —p Re + He

PROPAGACAO: Re + 0O, —p ROOe
ROOe + RH —5p ROOH + Re

TERMINACAO: ROOe + Re—3p ROOH

ROOs + ROOe —p ROOR + Oy | PRODUTOS
ESTAVEIS
Re + Re —p RR

Desenho 6: Reacdes que ocorrem durante o processo de peroxidacao lipidica de um acido graxo poli-
insaturado (RAMALHO e JORGE, 2006). RH = acido graxo insaturado; Re = radical livre; Rooe =

radical per6xido e ROOH = hidroperoxido.

1.10 - SUBSTANCIAS ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes atuam em diferentes niveis na protecdo dos organismos. O
primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres é o impedimento de sua
formacdao, principalmente pela inibicdo das rea¢cdes em cadeia com o ferro e o cobre.
S&o capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo metabolismo celular ou
por fontes exdgenas, impedindo o ataque sobre lipideos, aminoacidos, dupla ligacédo
dos &cidos graxos poli-insaturados e bases do DNA, evitando a formacéo de lesdes
e perda da integridade celular.

Os antioxidantes obtidos da dieta, tais como as vitaminas C, E e A, e os
compostos fendlicos, como os flavonoides e carotenoides, sdo extremamente
importantes na intercepcdo dos radicais livres. Outro mecanismo de protecdo € o
reparo das lesbes causadas pelos radicais. Esse processo esta relacionado com a
remocédo de danos da molécula de DNA e a reconstituicdo das membranas celulares
danificadas. Em algumas situacdes pode ocorrer uma adaptacdo do organismo em
resposta a geracdo desses radicais com 0 aumento da sintese de enzimas
antioxidantes (BIANCHINI, 1999).
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Os organismos eucariotos possuem enzimas antioxidantes, como a
superoxido dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase, que reagem com 0S
compostos oxidantes e protegem as células e os tecidos do estresse oxidativo
(TRABER, 1997).

Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia
natural, os compostos fenélicos tém recebido muita atencdo nos Ultimos anos; isso
se deve, principalmente, as suas propriedades redutoras e a sua estrutura quimica.
Estas caracteristicas desempenham um papel importante na neutralizacdo ou
sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transi¢do, tanto na etapa de
iniciacdo quanto na propagacédo do processo oxidativo. Os intermediarios formados
pela acdo de antioxidantes fendlicos s&o relativamente estaveis, devido a
ressonancia do anel aromatico presente na estrutura destas substancias (HASLAN,
1996; SOARES, 2002). Estes fendlicos sdo largamente distribuidos na natureza,
encontrados geralmente em todo o reino vegetal e estdo divididos em dois grandes
grupos: os flavonoides e derivados e os acidos fendlicos (acidos benzoico, cindmico
e seus derivados).

Os flavonoides séo os compostos mais diversificados do reino vegetal. Neste
grupo encontram-se as antocianidinas, flavonas, os flavon6is e, com menor
frequéncia, as auronas, chalconas e isoflavonas (SOARES, 2002). Possuem uma
estrutura basica formada por C6-C3-C6, sendo que a atividade antioxidante de um
flavonoide é determinada pelo anel B (desenho 7), enquanto que o restante da
estrutura tem apenas uma pequena influéncia. Isso ocorre devido a uma maior
capacidade eletroredutora desse anel, com uma maior influéncia do restante da

estrutura base no decréscimo de atividade antioxidante do anel B.

8 1
o)
7
B
6 3
5 4

Desenho 7: Nucleo fundamental do flavonoide

A capacidade antioxidante dos flavonoides neutralizando os EROs previne a

oxidagdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), pois anula seus efeitos
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negativos sobre as células. Eles tém capacidade de eliminar processos de
peroxidacéo lipidica do &acido linoleico e fosfolipideos de membrana. Flavonoides,
tais como, quercetina e campferol, sdo importantes no controle da concentracao de
glutationa pois, por atuarem ao nivel do gene da regulacdo, sdo capazes de elevar
sua concentragcdo em 50%, induzindo o sistema antioxidante celular (MARTINEZ-
FLORES, 2002).

Os isoflavonoides sdo uma das mais importantes classes que ocorrem
naturalmente entre os flavonoides. Sdo encontrados predominantemente na familia
Fabaceae. Os isoflavonoides sao originados a partir das chalconas (REYNAUD et al,
2005).

Um dos exemplos mais conhecidos e que vem despertando interesses por
sua propriedade biolégica sé@o as isoflavonas da soja (Glycine max) (VEITCH, 2007).
Em humanos, estudos epidemiol6gicos mostram que compostos isoflavonélicos
como a daidezeina, genisteina e gliciteina desempenham importante papel na
prevencdo de doencas cardiovasculares, osteoporose e cancer, além de serem

considerados compostos antioxidantes (BRANDI, 1997) (desenho 8).

Daidezeina Genisteina

Desenho 8: Estruturas quimicas dos principais isoflavonoides da soja.
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1.11 - LETALIDADE PARA Artemia salina

A fim de estabelecer a toxicidade de novos produtos naturais, muitos ensaios
podem ser utilizados. O ensaio de letalidade com Artemia salina foi desenvolvido
para detectar compostos bioativos em extratos vegetais e expressar a toxicidade de
produtos naturais (MEYER et al, 1982; NICK, RALI e STICHER, 1995; CARBALLO
et al, 2002; RUIZ et al, 2005; LHULLIER, HORTA e FALKENBERG, 2006; SILVA et
al, 2007, SHOEB et al, 2007; MOTA et al, 2008)

Artemia salina € um microcrustadceo marinho da subclasse dos Anostraceos,
gue apresenta de 8 a 13 mm de comprimento na forma adulta e, quando recém-
eclodido do cisto, apenas uma fracdo de milimetros; esta forma € denominada
nauplio. Em razdo de suas reservas energéticas em meio adequado, ou seja,
salinidade marinha correspondendo a 3,5 g% de NaCl a 28 °C, possui intensa

atividade natatoria, que se estende por mais de uma semana (fotografia 2).

Fotografia 2: Artemia salina utilizada para o0s ensaios de toxidade (fonte:

www.akvaristi.org/img_znanja/znanja_fil.html).

A avaliacdo da bioatividade de extratos de plantas, medida pela toxicidade
frente Artemia salina, pode fornecer informacgdes valiosas ao trabalho de quimicos
de produtos naturais e farmacdlogos, indicando fontes vegetais com importantes
atividades bioldgicas. Adicionalmente, alguns trabalhos mostram uma boa correlacdo
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entre o ensaio de letalidade com larvas de A. salina e a citotoxidade em linhagens
de células tumorais (McLAUGHLIN et al, 1995; CARBALLO et al, 2002).

1.12 - ATIVIDADE LEISHMANICIDA

7

A leishmaniose é uma infeccdo parasitaria determinada por espécies de
protozoarios do género Leishmania. Possui alto impacto social e econdmico e é a
segunda maior incidéncia parasitaria apos a malaria (LAINSON e SHAW, 1978),
uma das seis parasitoses de maior importancia mundial (BERMAN, 1998). Segundo
a Organizacdo Mundial da Saude, a prevaléncia mundial € estimada em 12 milhdes
de individuos infectados e 350 milhdes expostos ao risco de adquirem a doenca.

No Brasil, as leishmanioses ocorrem em quase todos os estados. O Ministério
da Saude registrou uma média anual de 35000 novos casos de leishmaniose
tegumentar e 4000 de leishmaniose visceral (HABTERMARIAM, 1995).

Todas as espécies do género Leishmania sdo protozodarios unicelulares,
digenéticos e apresentam duas formas morfolégicas: a promastigota, encontrada no
trato digestivo dos hospedeiros invertebrados, e a amastigota, representada por
parasito intracelular obrigatério do sistema fagocitico mononuclear dos hospedeiros
vertebrados (NEVES et al, 1999) (fotografias 3 e 4).

Fotografia 3: Forma promastigota, flagelada de leishmania.
(Fonte: Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar
Americana, 2007).

Fotografia 4: Forma amastigota, aflagelada de leishmania.
(Fonte: Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar
Americana, 2007).
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As drogas mais utilizadas no tratamento das leishmanioses séao
representadas pelos antimbnios pentavalentes: antimoénio de meglumina
(glucantime) e o estibogluconato de sodio (pentostan); o mais utilizado no Brasil é o
glucantime. Sao farmacos muito téxicos, e muitos pacientes nédo respondem bem a
estes tratamentos, porém continuam sendo usados em muitos paises (BOGDAN et
al, 1996). Outro medicamento usado € a anfotericina B, que € nefrotdxico e
apresenta muitos efeitos colaterais, requerendo internacao hospitalar do paciente na
maioria das vezes, a fim de se administrar o medicamento (SUNDAR et al, 2001). No
Brasil, o Ministério da Saude registrou 14 mortes causadas pelo uso de antimoniais
em 2000, e o numero aumentou para 17 em 2001.

Rastrear espécies vegetais biologicamente ativas contra leishmanioses tem

sido um dos grandes propésitos de determinados grupos de pesquisa em todo
mundo. A observacdo das propriedades terapéuticas de produtos naturais tem
levado a pesquisa dos principios ativos de varias espécies vegetais. Metabdlitos
secundarios, tais como alcaloides, terpenoides, flavonoides, considerados no
passado como inativos, sdo hoje ferramentas importantes no tratamento e na
investigacao clinica para amenizar esta doenca (WILLCOX et al, 2001).
Estudos quimicos e imunofarmacolégicos tém sido realizados com o intuito de se
encontrar em nNovos compostos menos toxicos, economicamente mais viaveis de
efeito especifico e que revertam a resisténcia do parasita as drogas. Dentre as
numerosas plantas com potencial na modulacéo da resposta imune na leishmaniose,
a Kalanchoe pinata tem demonstrado efeito sobre a redugcdo das lesbes em
camundongos de linhagem susceptivel pelo aumento da producédo de 6xido nitrico
por macrofagos (BERGMANN et al, 1997). O efeito leishmanicida dos compostos
isolados das espécies vegetais tem sido avaliado in vitro sobre formas
promastigostas e/ou amastigota de Leishmania; dentre eles terpenoides de Artemisia
annua (YANG et al, 1992), de Peperomia galioides (MAHIOU et al, 1995) e de
Guarea rhophalocarpa (CAMACHO et al, 2000); aminoglicosteroides e
aminosteroides de Holarrhena curtisii (KAM et al, 1997), naftoquinonas de Pera
benensis (FOURNET et al, 1992; KAYSER et al, 2000), iridoides glicosidicos de
Picrorhiza kurroa (MITTAL et al, 1998); flavonoides de Centrolobium sclerophyllum
(ARAUJO et al, 1998) e neolignanas de Virola surinamensis (BARATA et al, 2000).
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral:

Avaliar o potencial farmacoldgico e identificar as classes de constituintes
qguimicos de Senna macranthera (Collad.) H. S. Irwin & Barney visando seu

aproveitamento na terapéutica humana e/ou veterinaria.

2.2 - Objetivos especificos

1- Identificar as classes de constituintes quimicos de S. macranthera

2- Avaliar as seguintes atividades dos extratos de S. macranthera:
a) Antioxidante (DPPH e poder de reducé&o)
b) Citotdxica por meio do ensaio com Artemia salina
c) Leishmanicida para as formas promastigotas de L. chagasi e L.
amazonensis
d) Antimicrobiana para as cepas bacterianas de Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Salmonella enterica
sorovar typhimurium (ATCC 13311), Shigella sonnei (ATCC 11060), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 13866), Escherichia coli (ATCC 10536) e Bacillus cereus
(ATCC 11778) e cepas de leveduras de Cryptococcus neoformans (ATCC
32608) e Candida albicans (ATCC 18804)
e) Laxativa
f) Sobre a motilidade intestinal
g) Anti-inflamatéria no modelo edema de pata induzido por carragenina
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Coleta da planta e preparacao dos extratos

3.1.1 - Material Vegetal

Foram coletados 2,5 kg das folhas de S. macranthera no més de julho de
2007 no Campus Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).
Uma exsicata foi depositada no Herbario Leopoldo Krieger/UFJF (CESJ 46159).

As folhas foram secas em estufa com circulacéo de ar a 45 °C, fornecendo 1,6
kg de material que foram pulverizados e extraidos por maceracdo estatica com
metanol até esgotamento. O extrato foi concentrado em evaporador rotatério a 45 °C
até completa remocédo do solvente. Foram obtidos 400 g (16%) de extrato bruto
(desenho 9).

2,5 kg folhas frescas

l

Estufa de circulagcéo de ar
45°C

I

1,6 kg folhas secas

l pulverizagdo

Extragdo em metanol

'

Solvente evaporado a
45°C

:

Extrato em metanol (400 g)
Rendimento 16%

Desenho 9: Esquema do procedimento de preparo do extrato metandlico das folhas de S.
macranthera.
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3.1.2 — Preparo do extrato bruto de sene comercial

Duzentos gramas do pé das folhas de sene (Pharmacopea®) foram adquiridos
em uma farmacia de manipulacdo, pesados e extraidos em MeOH até esgotamento.
O extrato foi concentrado a 45 °C em evaporador rotatorio até completa remocao do

solvente. Foram obtidos 9 g (rendimento de 4,5%) de extrato bruto.

3.1.3 - Preparo das particdes

O extrato em MeOH de S. macranthera foi ressuspendido em metanol:agua
destilada (8:2) e particionado com solventes de polaridades crescentes: hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol (5 X 200 ml). Os solventes foram
evaporados utilizando-se evaporador rotatério (45 °C). As particbes foram mantidas
sobre refrigeracdo (4° C) até serem utilizadas nas analises fitoquimicas e biologicas
(desenho 10).

Extrato MeOH 400 g IJ

Particdo em Hex 28 g (1,75 %) I

Particdo em CH,Cl, 13 g (0,81 %) I

Particdo em EtOAc 16 g (1,0 %) I

Particdo em n-BuOH 28 g (1,75 %)I

Desenho 10: Esquema do particionamento liquido-liquido do extrato metandlico de S. macranthera

utilizando-se solventes de polaridades diferentes.
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3.2 - Estudo fitoquimico

3.2.1 - Triagem fitoquimica

As amostras (extrato e particdes) foram submetidas as analises fitoquimicas
preliminares para determinacdo das principais classes quimicas de metabdlitos
especiais, de acordo com o protocolo descrito por Matos (1997), com algumas

modificacdes.

3.2.2 - Preparo das amostras para identificacdo dos metabdlitos especiais

Aproximadamente 100 mg de cada amostra foram solubilizados em MeOH e
utilizados para identificacdo de alcaloides, triterpenoides, esteroides, saponinas,
cumarinas, compostos fendlicos, taninos, flavonoides e antraquinonas livres e

heterosideos.

3.2.2.1- Alcaloides

Em uma placa de Elisa, 150 ul das amostras foram colocados em trés pocos
diferentes e 50 ul de diferentes reagentes utilizados para identificacdo de alcaloides
(Reativos de Hager, Mayer e Dragendorff) foram adicionados em cada poco. O
aparecimento de precipitado branco com os reativos de Hager e Mayer e de cor

alaranjada com o reativo de Dragendorff indica a presencga de alcaloides.

3.2.2.2 — Triterpenoides e Esteroides

Em uma placa de Elisa, 150 pyl das amostras foram colocados em um pogo. Em
seguida foi acrescentada uma gota de anidrido acético e duas gotas de acido
sulfarico concentrado. O aparecimento de cor azul-esverdeada foi indicativo da

presenca de esteroides e de cor vermelha, da presenca de triterpenoides.
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3.2.2.3 - Saponinas

Em um tubo de ensaio foi colocado 1 ml das amostras e aproximadamente 2 ml da
agua destilada. O tubo foi agitado vigorosamente por 30 segundos e colocado em
repouso por 20 segundos. A presenca de espuma persistente com

aproximadamente 1cm de altura indicou a presenga de saponinas.

3.2.2.4 - Cumarinas

As amostras foram gotejadas em um pedaco de papel de filtro. Em seguida, uma
gota da solugdo de KOH 5% em etanol foi adicionada a elas. O aparecimento de
fluorescéncia de cor azulada analisada sob luz UV 365 nm indicou a presenca de

cumarinas.

3.2.2.5 - Compostos fendlicos

Em uma tira de papel de filtro as amostras foram gotejadas. Em seguida, uma gota
da solucéo de FeCls 2% foi adicionada a elas. O aparecimento de uma mancha azul
escura indica a presenca de compostos fendlicos.

3.2.2.6 - Taninos

Em um tudo de ensaio foi colocado 1 ml das amostras e, gota a gota, foi
acrescentada uma solucao de gelatina 2,5%. O aparecimento de precipitado branco
indicou a presenca de taninos.

3.2.2.7- Flavonoides
Em uma tira de papel de filtro, a amostra foi gotejada seguida da adicdo de uma

solucdo de AICIz 5% em etanol. O aparecimento de fluorescéncia de cor amarela
analisada sob luz UV 365 nm indicou a presenca de flavonoides.
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3.2.3 — Pesquisa de compostos antracénicos

Cinco gramas das folhas de S. macranthera e sene comercial foram extraidos
com 20 ml de éter etilico. Ap6s decantacdo, o sobrenadante foi transferido para um
tubo de ensaio. O procedimento foi repetido novamente e 0s extratos etéreos
reunidos. O residuo foi reservado para a pesquisa de antraquinonas livres.

A solucéo etérea foi adicionado cerca de 1 ml de solucéo aquosa de NH;OH a
10%. O aparecimento da coloracao résea ou vermelha na camada aquosa indica a
presenca de antraquinonas livres, e coloracdo amarelada na fase organica indica
presenca de antronas.

Ao residuo foram adicionados 40 ml de agua destilada. A mistura foi aquecida
até fervura por 10 minutos e, posteriormente, foi resfriada e filtrada. Ao filtrado,
adicionou-se 5 ml de HCI concentrado. A mistura foi novamente fervida por 10 min e
apos resfriada foi filtrada e extraida com éter etilico. O extrato etéreo foi alcalinizado
com 2 ml de solugdo de NH4,OH a 10%. Uma coloragdo avermelhada na fase
alcalina aquosa indica a presenca de O-heterosideos (desenho 11).

O mesmo procedimento foi realizado para o extrato metandlico e particdo

hexanica de S. macranthera.



5g po6 das folhas secas

Eter etilico/
NaOH,; 10%

F.A. vermelho

+ antraquinona livre

v

F.O. amarelo

+ antrona

Residuo

HCI conc./A

Eter etilico

F.O.

NaOH, 10%

F.A. vermelho
O-heterosideo

H,O destilada/A
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Desenho 11: Esquema do procedimento para identificacdo de compostos antracénicos nas folhas de

Senna macranthera e sene comercial.

3.2.4 — Extracdo acido-base de alcaloides

A extracdo de alcaloides foi realizada segundo protocolo descrito por Matos

(1997), com algumas modificagdes. As folhas de S. macranthera foram secas e

extraidas exaustivamente com hidroxido de amoénio 25% e uma mistura de éter
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etilico e diclorometano (3:1) por 2 h a temperatura ambiente. O extrato foi filtrado e
solubilizado em solucdo reagente de acido cloridrico (pH 1~2). A fase aquosa foi
alcalinizada novamente com hidroxido de ambnio 25% (pH 8~10) e extraida com a
mistura de éter etilico e diclorometano. Todas as etapas foram monitoradas pelos
reativos de Dragendorff, Mayer e Hanger (desenho 12). A presenca de alcalbides é

confirmada pela presenca de um precipitado na fase aquosa.

5 g do po6 das folhas secas

NH,OH 25% (pH ~9) /
Eter etilico e diclorometano

Filtragem

HCI S.R. (pH ~1)

F.A.

NH,OH 25% (pH ~9) /
Eter etilico e diclorometano

F.O. precipitado

+ alcaloides

Desenho 12: Esquema do procedimento de extracdo acido-base de alcaloides nas folhas de S.
macranthera.
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3.2.5- Teor de flavonoides

O contetdo de flavonoides foi determinado pelo método descrito por
Miliauskas, Venskutonis e Van-Beek (2004), com pequenas modificacdes.

Um mg de cada amostra foi ressuspendido em 1ml de MeOH e misturado com
1 ml de uma solucédo de AICIl; 2% em etanol e 1 gota de acido acético glacial. O
volume final foi completado com MeOH para 25 ml até uma concentracéo final de 40
pug/ml.

Para o branco, 1 ml da amostra foi ressuspendido em MeOH com 1 gota de
acido acético glacial. O volume final completado com MeOH para 25 ml.

Como referéncia foi utilizado 1 mg de rutina (Vetec), diluido em 1 ml de MeOH
e misturado com 1 ml de uma solucdo de AICl;3 2% em etanol e uma gota de acido
acético glacial. O volume final foi completado com MeOH para 25 ml. A curva de
calibracdo foi construida nas concentracdes de 40, 20, 10, 5, e 2 ug/ml. A
absorvéancia foi medida a 415 nm em espectrofotémetro apés 30 min de incubacéo a
temperatura ambiente. Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata. O
contetudo total de flavonoides foi expresso em mg/g de extrato vegetal, em

equivalentes de rutina (ER).

3.2.6- Teor de fendis totais

O conteudo de compostos fendlicos totais nas amostras foi determinado pelo
método de Folin-Denis (DUH e YEN, 1997).

Dois mg de extrato foram ressuspendidos em 4ml de EtOH (0,5 mg/ml). Um
ml desta solugdo foi misturada com 1 ml do reagente de Folin-Denis e 8ml de
tampdo Na,COs3; 2% em NaOH 0,IN. A mistura foi agitada e apdés 60 min de
incubacdo em banho-maria a 30 °C, foi centrifugada a 3000 g/min. A absorbancia do
sobrenadante foi medida a 730 nm em espectrofotometro. Esta determinacgédo foi
realizada em triplicata e a média dos resultados foi utilizada para o calculo do teor de
compostos fendlicos.

O branco foi preparado com 1 ml de EtOH, 1 ml do reagente de Folin-Denis e
8 ml de tampao Na,CO3; em NaOH 0,1N.
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A curva padréo foi construida com aliquotas de 100, 150, 200, 300, 400, 600
e 800 ul de solucdo de &cido tanico em EtOH (1 mg/ml). Todas as determinacdes
foram realizadas em triplicata.

O conteudo de compostos fendlicos foi expresso em mg/g de extrato, em
equivalentes de acido tanico (EAT).

3.2.7 — Cromatografia em camada delgada — CCD

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram efetuadas em
cromatoplacas de silicagel 60 F254 (Merck). Como fase movel, foi utilizado
diclorometano:metanol (99:1). A deteccdo dos compostos foi feita por pulverizacéo
com revelador com Liebermann-Burchard seguido de aquecimento em estufa a 110
°C por 5 min, para analise de compostos triterpenoides e esteroides e hidroxido de
potassio 5% em etanol para identificacdo de compostos antracénicos.

3.2.8 — Cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE

Para determinar os perfis cromatograficos das amostras foi utilizado um
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE), Agilent Technologies 1200 Series
com detector de arranjo de fotodiodos e injetor automatico. Foi utilizada uma coluna
de fase reversa (Zorbax SB-18; 25 cm X 4,6 cm X 5 pum). Como fase movel, foi
utilizado um gradiente crescente dos solventes (tabela 1); o fluxo foi 1 ml/min e o
volume de injecéo foi de 20 pl. A deteccao foi feita no comprimento de onda de 270
nm.

O extrato em MeOH de sene comercial, o extrato em MeOH e as particoes de
S. macranthera foram dissolvidos na fase mdvel inicial (1 mg/ml).

A emodina foi utilizada como substancia de referéncia nas mesmas condi¢des

gue as amostras, e observado seu espectro de absorgéo no ultravioleta.
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Tabela 1: Esquema do gradiente utilizado para a realizacdo da determinacdo do

perfil cromatografico das amostras.

Fase movel A Fase movel B

Tempo (min) | (4dgua pH 3,8 com acido (acetonitrila pH 3,8 com

fosforico) acido fosférico)
0-20 90 10
20-30 70 30
30-40 20 80

3.3 - ATIVIDADES BIOLOGICAS IN VITRO

3.3.1 - Atividade antioxidante

3.3.1.1 - Teste com DPPH

O método de Brand-Williams (GOVINDARAJAN et al, 2003) tem por base a
reducdo do radical 2,2’-difenil-1-picrihidrazilo (DPPH'), que apresenta um maximo de
absorcdo a 517nm. O DPPH atua como um radical livre que possui um par de
elétrons desemparelhados capaz de capturar um préton da substancia antioxidante.
Isso provoca a alteragdo na sua coloracao de violeta para amarelo, levando a uma
diminuicdo da absorvancia, o que permite calcular, ap6s o estabelecimento do
equilibrio da reacéo, a quantidade de antioxidante gasta para reduzir 50% do DPPH

Solugdes metandlicas das amostras nas concentracdes de 62,5; 31,25; 15,63;
7,81; 3,91; 1,95; 0,98; e 0,49 pg/ml foram preparadas e adicionadas a 3 ml da
solucdo de DPPH a 2%. Apds um periodo de 30 minutos, na auséncia de luz, foi
realizada a leitura da absorvancia das amostras e do branco (MeOH + DPPH) num
espectrofotbmetro a 517nm.

Foi calculado o Clsp, que € a concentracdo da amostra necessaria para inibir
em 50% a concentracéo inicial do DPPH (CHEVOLLEAU et al, 1992). Desta forma,
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guanto menor o valor de Clsp, maior a atividade antioxidante da amostra. Rutina e

guercetina foram utilizadas como substancias de referéncia.

3.3.1.2 - Poder de redugéao

O poder de reducdo das amostras foi determinado pelo método descrito por
Oyaku (1986). Dois mg de cada amostra diluidos em 2 ml de agua destilada foram
misturados com 2,5 ml de tamp&o fosfato de potassio 200 uM, pH 6,6 e 2,5 ml de
ferricianeto de potassio 1 % [KsFe(CN)g]. A mistura foi mantida em banho-maria a 50
°C por 20 minutos. Uma aliquota de 2,5 ml de acido tricloroacético 10% foi
adicionada a mistura, que foi centrifugada a 3000 g/min. A camada superior foi
retirada e misturada com 2,5 ml de agua destilada e 0,5 ml de FeCl; 0,1% e a
absorbéancia foi mensurada a 700 nm em espectrofotémetro. L(+) acido ascérbico foi
utilizado como substéncia de referéncia. Todos os testes foram realizados em

triplicata.

3.3.2 - Atividade citotoxica

A presenca de constituintes citotoxicos foi avaliada utilizando-se a
metodologia proposta por Meyer et al (1982) e modificada por Afonso-Neto (2003).
Larvas de Artemia salina (nauplios), obtidas a partir de ovos utilizados como racéo
para peixes ornamentais (TROPFISH®), foram colocadas para eclodir em aquario
com agua do mar artificial arejada durante 48 h. As amostras foram testadas nas
concentracdes que variaram de 1000; 100 e 10 ppm e foram solubilizadas na agua
do mar artificial com a ajuda de um diluente (DMSO a 3%). Os testes foram
realizados em tubos de ensaio com 10 nauplios, preenchidos com 4,5 ml de agua do
mar artificial e 0,5 ml do material a ser avaliado. Os tratamentos e o controle (dgua
do mar artificial, com ou sem diluente) foram realizados em triplicata. Apos 24 h
foram contados os individuos vivos de cada tubo. Os resultados foram expressos em
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CLso (concentracdo necessaria para matar 50% dos nauplios). Timol foi utilizado

como controle positivo e apresentou CLsp=a 1,4 ug/ml

3.3.3- Atividade leishmanicida

Promastigotas de L. amazonensis (MHOM/Br/75/Josefa isoladas de um
paciente com leishmaniose cutanea difusa) e L. chagasi (MHOM/Br/74/PP75
isoladas de um paciente com leishmaniose visceral) foram usadas para 0 ensaio in
vitro. A atividade leishmanicida foi realizada de acordo com o método descrito por
M'Bongo et al (1997). No ensaio da atividade antipromastigota, as formas
promastigotas foram contadas na camara de Neubauer. Os parasitas foram langados
a razdo de 2 X 10° células/ml de meio Warren com 10 % de SBF para L. amazonensis
e 3 X 10° células/ml de meio 199 com 10 % de SBF para L. chagasi, em uma placa de
96 pocos.

As amostras testadas foram adicionadas ap6s 1 hora em concentracbes
variadas. Os testes foram realizados em triplicata. Em trés po¢os nao ocorreu adi¢ao
de amostras; estes foram o controle. Apds trés dias de incubacédo em estufa a 24 °C,
foram adicionados 10 ul de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5 difenil tetrazélico (MTT; Sigma)
(MOSSMAN, 1983) a 5 mg/ml em cada poco, e novamente incubados durante 4 h. A
reacao foi interrompida pela adicdo de 100 ul de isopropanol / &cido (100 ml de
isopropanol / 0,4 ml de HCI 10 N) e lida em espectrofotdmetro a 570 nm. A partir do
teste de viabilidade, foi determinada a concentracéo inibitéria (Clsg) de cada amostra,
gue representa a concentracdo molecular inibidora de 50% do crescimento celular.
Anfotericina B foi usada como droga de referéncia, e o valor da concentragéao
inibitéria Clso foi de 0,9 ug/ml e 1,9 uyg/ml para a forma promastigota de L.

amazonensis e L. chagasi, respectivamente.
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3.3.4 - Atividade antimicrobiana

As cepas padrdo de bactérias usadas neste trabalho foram Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Salmonella enterica
sorovar typhimurium (ATCC 13311), Shigella sonnei (ATCC 11060), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 13866), Escherichia coli (ATCC 10536) e Bacillus cereus (ATCC
11778) e as de fungo foram Cryptococcus neoformans (ATCC 32608) e Candida
albicans (ATCC 18804)

O ensaio de susceptibilidade em microdiluicdo em caldo foi realizado usando-
se 0 método descrito pela NCCLS para determinacéo do CIM (NCCLS, 2002). Todos
os testes foram realizados utilizando-se caldo Mueller-Hinton (MHB) (Isofar) para
bactérias e RPMI-1640 (Sigma) para fungos. Cepas de bactérias foram cultivadas
“overnight” a 37 °C por 24 h em agar Mueller Hinton, e as cepas de fungos a 35 °C
por 48 h em agar Sabouraud Dextrose.

Diluicdes sucessivas de 5,0 a 0,0046 mg/ml das amostras foram preparadas
em microplacas de 96 pocos. Para isso foram utilizadas solucdes estoque de 25
mg/ml em DMSO 1%. Foram transferidos 160 ul dessa solugao para o primeiro pogo
das microplacas, que ja continha 200 pyl de meio de cultura. Em seguida foram
realizadas sucessivas diluicdes dos extratos, transferindo-se 180 ul do pogo anterior
para o pogo posterior, que contém 180 pl de meio. Para completar o volume final de
200 pl, foram adicionados 20 pl de inéculo (10° unidades formadoras de colénias
(CFU/mI), de acordo com a escala turbidimétrica padrdo de McFarland). As placas
foram incubadas a 37 °C por 24h para bactérias, e 35 °C por 48h para fungos. Os
mesmos testes foram realizados simultaneamente com o crescimento do controle
(MHB ou RPMI-1640 + microorganismo) e o controle negativo (MHB ou RPMI-1640
+ extrato). Cloranfenicol (Feniclor®) foi usado como droga de referéncia para
bactérias, e anfotericina B, como droga de referéncia para fungos com
concentragdes de 500 a 0,24 ug/ml. O CIM foi calculado como a menor diluicdo que
apresenta completa inibicdo da cepa testada. Todos os testes foram realizados em

duplicatas.
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3.4 — ATIVIDADES FARMACOLOGICAS IN VIVO

3.4.1 — Animais

Utilizaram-se ratos Wistar machos, com 60 dias, pesando entre 200 e 230 g,
provenientes do Centro de Biologia da Reproducéao (CBR) da Universidade Federal
de Juiz de Fora. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura
controlada de 23 + 2 °C e umidade 45 — 55%, fotoperiodo de 12/12 h e livre acesso a

agua e a racdo comercial (Nuvital™, Colombo, PR, BR).

3.4.2 - Motilidade intestinal

Para avaliacdo do transito intestinal, o extrato metandlico das folhas de S.
macranthera e suas particoes foram ressuspendidas em salina com 3% de DMSO na
concentracdo de 400 mg/kg de animal e administradas em volume de 1ml. Os
animais foram mantidos por um jejum de 12 horas para total esvaziamento
gastrointestinal e divididos em nove grupos contendo sete ratos em cada um, como

se segue:

grupo |: atropina e.v. (controle negativo);

grupo II: bisacodil v.o. 0,25 mg/kg (controle positivo);
grupo lll: solucao salina v.o. (veiculo);

grupo IV: extrato em MeOH de sene comercial;
grupo V: extrato MeOH de S. macranthera;

grupo VI: particdo em Hex;

grupo VII: particado em CH,Cly;

grupo VIII: particdo em EtOAc;

grupo IX: particdo em n-BuOH.
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A atividade sobre o transito intestinal foi determinada segundo Janssen e
Jageneau (1957) e Wong e Wai (1981). A administracéo via oral foi realizada por
meio de gavagem. Apés 40 min, os animais receberam a suspensao de carvao ativo
10% em solucdo de goma arabica 5% (1 ml/animal). Ap6s 20 min, os ratos foram
sacrificados e foi realizada a extirpacdo imediata do intestino desde o piloro até o
inicio do ceco. O comprimento total do intestino delgado e a distancia percorrida pela
suspensdo de carvdo ativo foram medidos. O resultado foi expresso em

porcentagem do comprimento total percorrido pelo carvéo.

3.4.3 - Atividade laxativa

A avaliagdo da atividade laxativa foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Capasso et al (1986). O extrato metandlico das folhas de S.
macranthera e as particbes foram ressuspendidas em solugéo salina com 3% de
DMSO na concentracédo de 400 mg/kg de animal e administradas em volume de 1ml.
Os animais foram mantidos em jejum por 8 h, porém com livre acesso a agua.

Eles foram divididos em nove grupos contendo sete animais cada um, como a

sequir:

grupo |: atropina e.v. (controle negativo);

grupo Il: bisacodil v.0. 0,25 mg/Kg (controle positivo)
grupo lll: solucao salina v.o. (veiculo);

grupo IV: extrato em MeOH de sene comercial;
grupo V: extrato MeOH de S. macranthera;

grupo VI: particdo em Hex;

grupo VII: particado em CH,Cly;

grupo VIII: particdo em EtOAc;

grupo IX: particdo em n-BuOH.

Os animais receberam os extratos e imediatamente foram separados em
caixas individuais para a coleta das fezes. ApGs oito horas de administracdo das

amostras, as fezes foram coletadas. Em seguida, todos os animais receberam
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alimentacdo e ap0s oito horas, novamente as fezes foram coletadas, completando

um ciclo de 24 horas.

3.4.4 — Atividade anti-inflamatoéria

Edema de pata induzido por carragenina

A avaliacdo da atividade anti-inflamatoria foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Winter et al, (1962). O extrato metandlico das folhas de S.
macranthera e as particbes em Hex e MeOH foram ressuspendidos em solucao
salina com 3% de DMSO na concentracao de 400 mg/kg de animal e administradas
em volume de 1ml. Os animais foram mantidos em jejum por 8 horas, porém com
livre acesso a agua.

Eles foram divididos em quatro grupos com sete animais em cada um, como
se segue:
grupo |: solucao salina v.o. (veiculo);
grupo llI: diclofenaco de sodio v.o0. 10mg/kg (controle positivo)
grupo lllI: extrato MeOH;

grupo IV: particdo em Hex;

Ap6s 60 min da administragdo das amostras, os animais foram submetidos a
uma injecdo sub-plantar de 0,1 ml de carragenina 1% em solucédo salina 0,9% na
pata traseira esquerda. O tamanho do edema da pata dos animais foi medido
imediatamente com paquimetro apds injecdo de carragenina (tempo 0) e em
intervalos de 60, 120, 180 e 240 min apés administracdo do agente flogistico. A

pata traseira direita foi utilizada como controle.
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3.5 - Analise estatistica

Os ensaios bioldgicos in vitro que foram realizados em triplicata tiveram os
resultados apresentados como média + erro padréo (EP).

Para os ensaios farmacoldgicos in vivo, foram realizadas andlises de
variancia (one-way ANOVA) e comparacbes multiplas de Dunnett e Tukey a fim de
se verificarem em quaisquer diferengas significativas. Utilizou-se o software
Prismagraf e Sigmaplot. Diferencas entre as médias no nivel de 5% (P<0,05) foram
consideradas significativas.
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4 - RESULTADOS

4.1 - TRIAGEM FITOQUIMICA

Os resultados da triagem fitoquimica do extrato metandlico e particbes de

Senna macranthera estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Triagem fitoquimica do extrato e particbes de Senna macranthera

Constituintes

o MeOH Hex CH2Cl, | EtOAc | n-BuOH
quimicos
Fendis + - + + n
Flavonoides + - + + +
Cumarinas + - + + +
Saponinas + - + + +
Taninos + - - + +
Antraguinonas - - - - -
Antronas + + nr nr nr
Esteroides - + - - -
Triterpenoides + + + + +
Alcaloides - - - - -

+ presencga; - auséncia; nr: ndo realizado

4.1.1 - Pesquisa de compostos antracénicos

De acordo com os resultados obtidos, as folhas de S. macranthera
apresentaram coloracdo amarelada na fase organica apos adicdo de NaOH,4 10%, o
gue significou presenca de antronas na amostra. O sene comercial apresentou
coloracao avermelhada em ambas fases aquosas apds adicdo de NaOH,; 10%,

determinando a presenca de antraquinonas livres e O-heterosideos.
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4.1.2 - EXTRACAO ACIDO-BASE DE ALCALOIDES

De acordo com os resultados obtidos, as folhas de S. macranthera nao
apresentaram alcal6ides, pois ndo ocorreu a formacdo de um precipitado estavel
apos a reacdo com os reativos de Mayer, Hager e Dragendorff.

4.1.3- PERFIL CROMATOGRAFICO OBTIDO POR CLAE

O cromatograma obtido por CLAE da emodina esta apresentado no desenho

13. J4 o desenho 14 mostra os cromatogramas do extrato e particbes de S.

macranthera.
mAU
N~
mAU N 800
140 1 600
120 1 400
| 200
100
80 200 225 250 275 300 325 350 375nm
60
40 1
20 L
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 min

Tempo (min)

Desenho 13: Cromatograma da substéncia de referéncia emodina com tempo de reteng&o 2,7min. No

detalhe o espectro U.V da emodina.
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Extrato metandlico de Extrato metandlico de
sene comercial S. macranthera
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Desenho 14: Cromatogramas obtidos por CLAE mostrando a presenca de emodina (TR = 2,7min) nas
diversas amostras. Detec¢cdo em 270 nm.
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4.1.4 -TEOR DE FENOIS TOTAIS E FLAVONOIDES

O teor de fendis totais e de flavonoides estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Teor de fendis totais e flavonoides do extrato e particbes de Senna

macranthera.

Extrato/ Teor de fendis em mg/g Teor de flavonoides em mg/g
classes do extrato ® do extrato °
MeOH 270,4+ 0,014 430,25 + 0,007
Hexano 28,16 + 0,015 55,0 £ 0,011
CH,CI, 382,0 £ 0,013 196,06 + 0,024
EtOAC 547,0 £ 0,025 198,52 + 0,0065
n-BuOH 395,8 £ 0,045

109,18 + 0,004

& Teor de fendis totais expressos em equivalente de acido tanico

P Teor de flavonoides expressos em equivalente de rutina

4.1.5 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E PODER DE REDUCAO

Os

resultados da atividade antioxidante e poder de

demonstrados na tabela 4.

reducdo estao



Tabela 4: Atividade antioxidante do extrato e particbes de Senna macranthera

Extrato e particbes

DPPH Clso (ug/ml)?

Poder de reducéao

CEso (ng/ml)?

MeOH 11,47 +£1,890 29,18 £ 0,517

Hex 59,12 + 2,258 88,64 £ 3,514

CH,Cl, 23,38 £ 2,426 46,64 + 10,22

EtOAC 4,26 £ 3,172 7,68 + 0,969

n-BuOH 39,47 £ 2,219 24,79 £0,124
Rutina 2,5+0,112

Quercetina 0,931 + 0,068
Acido ascorbico 1,80 + 0,480

% média das medidas realizadas em triplicata + erro padréo

4.2 - ENSAIOS BIOLOGICOS IN VITRO

4.2.1 - Atividade citotoxica e leishmanicida

64

O extrato metandlico e as particbes de S. macranthera ndo apresentaram

toxidez no teste com Artemia salina (Clsp > 1000 pg/ml). Também ndo demonstraram

atividade leishmanicida (Clsp > 250 pg/ml) para as formas promastigotas de

Leishmania amazonensis e L. chagasi.
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4.2.2 - Atividade antimicrobiana

Os resultados referentes a atividade antimicrobiana do extrato metandlico e
das particdes de S. macranthera estdo demonstrados na tabela 5:

Tabela 5: Atividade antimicrobiana do extrato e particbes de S. macranthera.

. . a b Controles
Microorganismos Extratos (mg/ml) Positivos (ug/mi)
MeOH Hex CHxCl, EtOAC n-BuOH Cloranfenicol Anfotericina
BC 2,5 2,5 1,25 0,62 1,25 3,9
EC 5 5 5 5 5 15,6
KP 5 5 5 5 5 0,98
PA 0,078 0,02 0,62 1,25 2,5 15,6
ST 5 5 5 5 5 0,98
SS 5 5 5 2,5 5 0,98
SA 2,5 0,62 2,5 5 2,5 62,5
CA 5 5 2,5 2,5 2,5 0,39
CN 5 5 5 5 5 0,78

®BC: Bacillus cereus; EC: Escherichia coli; KP: Klebisiela pneumoniae; PA: Pseudomonas aeruginosa; ST:
Salmonella typhimurium; SS: Shigella sonnei; SA: Staphylococcus aureus; CA: Candida albicans; CN:
Cryptococcus neoformans

® MeOH: extrato metandlico de S. macranthera; Hex: particio em hexano de S. macranthera; CH,CI2: particdo
em diclorometano de S. macranthera; EtOAc: particdo em acetato de etila de S. macranthera; n-BuOH: particao

em butanol de S. macranthera.
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4.3 - ATIVIDADE FARMACOLOGICA IN VIVO

4.3.1 - Atividade laxativa

Os resultados referentes a atividade laxativa do extrato metandlico e as
particdes de S. macranthera apds 8 e 16 horas do tratamento estdo demonstrados

nos graficos 1 e 2, respectivamente.

*
6 _
Atropina
5= === Bisacodil
E== Salina

[N Extrato de Sene comercial
Extrato MeOH

N° fezes

Particdo Hex
FEHE Particdo CH.CI,
Particdo EtOAc

1 Particao n-But

8 horas

Gréfico 1 — Efeito laxativo do extrato e particGes de S.macranthera, extrato de sene comercial (400 mg/kg/v.o.),
atropina (1 mg/kg/i.v.), Bisacodil (5 mg/kg/v.0.) e salina por via oral, durante periodo de 8 horas apés
administracdo das amostras em ratos Wistar albinos. N = 7/grupo, * p<0,05.
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30m=

B Atropina
B=5a Bisacodil
E== Salina

MM Extrato de sene comercial

Extarto MeOH

N° fezes

Particdo Hex
R Particdo CH.CI,
Particdo EtOAc

Particdo n-BuOH

16 horas

Graéfico 2: Efeito laxativo do extrato metandlico e particées de S. macranthera, do extrato de sene comercial (400
mag/kg/v.0.), atropina (1 mg/ml/ e.v.), bisacodil (5 mg/kg/v.0.) e salina (veiculo/ v.0.), durante periodo de 16 horas
ap6s administracdo das amostras em ratos Wistar albinos e com livre acesso a comida e a agua. N = 7/grupo, *
p<0,05.

4 3.2 - Motilidade intestinal

O resultado da motilidade intestinal, descrita como sendo a distancia
percorrida pelo carvao ativo no intestino de ratos, sob a influéncia de diferentes

tratamentos esta demonstrado no grafico 3:



[*)]

8

106

1%

% do transito intestinal

0

Atropina Bisacodil Salina Sene MeOH Hex CHCb EtOAc n-BuOH

Grafico 3: Distancia percorrida pelo marcador (carvdo) no intestino delgado de ratos nos diversos grupos
experimentais. N = 7/grupo, *p<0,01 e **p<0,05. Atropina 1mg/ml e.v.; bisacodil 5mg/kg de animal; extrato
metandlico e particdes de S. macranthera e sene comercial (400 mg/kg/v.0.). Legenda: Sene (extrato de sene
comercial); MeOH (extrato metandlico de S. macranthera); Hex (particdo em hexano); CH2CI2 (particdo em
diclorometano); EtOAc (particdo em acetato de etila); n-BuOH (particdo em butanol).

4.3.3 - Atividade anti-inflamatéria

O efeito anti-inflamatério dos extratos de S. macranthera avaliado pelo
método do edema de pata induzido por carragenina é mostrado no gréafico 4 e na
tabela 6.
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Tamanho do edema

10+

Tempo (horas)
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Salina

1 Diclofenaco de sédio
E= Extrato MeOH
ParticBio Hex

Graéfico 4: Efeito do extrato metandlico e particdo em hexano de de S. macranthera (400 mg/Kg/v.o)

sobre 0 edema de pata induzido por carragenina (1% em solucdo salina/sub-plantar) durante 4 horas

de experimento. Controle positivo diclofenaco de sodio (10mg/kg/ v.o0.), N = 7/grupo, *p<0,05;

*+*p<0,01 e **p<0,001

Tabela 6: Porcentagem de inibicdo do edema de pata induzido por carragenina (n =

7) do extrato bruto e particdo em hexano de S. macranthera.

Grupos experimentais Dose 12 hora | 22 hora | 32 hora | 42 hora
Diclofenaco de sédio 10 mg/kg 56% 65% 76% 75%
Ext.MeOH?® 400mg/kg 6% 17% 12% 7%
Part. Hex" 400mg/kg | 47% 40% 38% 58%

& = MeOH: extrato metandlico de S. macranthera

® = Hex: particdo em hexano de S. macranthera
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5 - DISCUSSAO

51 - CONSTITUIQAO QUIMICA DO EXTRATO E PARTIQOES DE Senna
macranthera

A prospeccao quimica tem como objetivo conhecer os constituintes quimicos
presentes em extratos vegetais e se torna bastante importante quando néo se
dispde de estudos quimicos sobre a espécie de interesse. No estudo fitoquimico do
extrato metanolico e particbes de S. macranthera, péde-se constatar a presenca de
substancias fendlicas e triterpenos em todas as amostras, com exce¢ao da particao
em hexano, na qual s6 foram evidenciados antronas, esteroides e triterpenoides
(tabela 2). A presenca desses 2 Ultimos constituintes foi confirmada em anélise
posterior por CCD, utilizando-se reativo de Liebermann-Burchard como revelador. O
aparecimento de manchas arroxeadas com Rf de 0,3 e 0,5 caracterizou a presenca
de triterpenoides, e de manchas esverdeadas com Rf de 0,35 e 0,65 e 0,95, de
esteroides. Representantes dessas classes, como os esteroides [3-sitosterol e
estigmasterol e os triterpenos a e B amirina, foram isolados de uma outra espécie de
Senna, conhecida por S. reticulata (SANTOS e SILVA, 2008).

Apesar de os alcaloides piperidinicos terem sido anteriormente identificados
em algumas espécies de Senna (VIEGAS et al, 2004, 2006 2007), as reacbes de
Dragendorff, Mayer e Hager utilizadas nesse estudo para deteccdo deles
apresentaram resultado negativo para todos os extratos de S. macranthera (tabela
2).

Espécies do género Senna sao notoriamente conhecidas por possuirem
compostos antracénicos, como antraquinonas, antronas, antranois, diantronas e
outros. As antraquinonas constituem o grupo mais numeroso das quinonas naturais,
apresentam significativas atividades biol6gicas e sua ocorréncia tem sido relatada
em quase todas as espécies de Senna estudadas. Apresentam-se geralmente como
substancias cristalinas de cor amarela, vermelha ou laranja e estdo distribuidas
largamente no reino vegetal, desde as plantas superiores até aos fungos e liquens
(VAN GORDON et al, 1999).

Nas folhas de S. macranthera ndo foi possivel detectar a presenca de
antraquinonas pelo método utilizado (Reacdo de Borntraeger). Dessa forma,
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procedeu-se a uma investigacdo mais apurada para deteccdo de outros compostos
antracénicos. Foi verificada a presenca de antronas no extrato metandlico e na
particio em hexano, pelo aparecimento de intensa coloracdo amarela na fase
etérea. Esse resultado foi confirmado por CCD, utilizando-se solu¢do de KOH 5%
em etanol como revelador. Foi observada uma mancha de coloracdo amarelo
intenso com Rf de 0,75.

Apesar de as antraquinonas nao terem sido observadas pela reacdo de
Borntraeger, a andlise das amostras por CLAE permitiu identificar a presenca da
antraquinona emodina (desenho 13) nas amostras de S. macranthera (desenho 14).
Provavelmente ela se encontra em concentracdes abaixo do limite de deteccao da
reacdo em foco. As particbes em diclorometano e em butanol apresentaram uma
concentracao de emodina maior do que a detectada no extrato de sene comercial.

Tendo em vista a presenca de substancias fenélicas em todas as amostras
estudadas, procedeu-se a quantificacdo de fendlicos totais e de flavonoides. Com
excecao da particdo em hexano, as demais apresentaram elevada concentracio
desses compostos, porém nao foi observada uma correlacao positiva entre os teores
de fendlicos e de flavonoides (tabela 3).

Véarios métodos espectrofotométricos para quantificacdo de compostos
fendlicos em extratos vegetais tém sido desenvolvidos (ANGELO e JORGE, 2007).
O método de Folin-Denis € um dos mais utilizados para a determinacdo de fendlicos
totais em vegetais (NACZK e SHAHIDI, 2004). Este método descrito por Swain e
Hills (1959) baseia-se na reducdo do acido fosfomolibdico-fosfotingstico pelas
hidroxilas fendlicas, produzindo um complexo de coloracédo azul que absorve entre
620 e 740 nm com um comprimento de onda maximo em 725 nm. A reacgao ocorre
em meio alcalino e a solucdo saturada de carbonato de sédio é a base mais
indicada. O numero de grupos hidroxilas ou de grupos potencialmente oxidaveis
controla a quantidade de cor formada. O grupo fendlico deve estar na forma de
fenolato para os &anions molibdo e tungstofosfato produzirem a oxidacdo. As
moléculas reduzidas s@o azuis e as ndo reduzidas sdo amarelas. Estas ultimas se
decompdem vagarosamente em pH alcalino, que é necessario para a manutencao
do fenol na forma de fenolato (SHAHIDI e NACZK, 1995).

A utilizacdo de métodos espectofotométricos para a determinacdo de
flavonoides totais em plantas também ja foi proposta, utilizando-se AICl; (SCHMIDT
e ORTEGA, 1993). O cétion aluminio forma complexos estaveis com os flavonoides
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em metanol, ocorrendo na andlise espectrofotométrica um desvio para maiores
comprimentos de onda e uma intensificacdo da absor¢cdo. Dessa maneira, é possivel
determinar a quantidade de flavonoides, evitando-se a interferéncia de outras
substancias fendlicas, principalmente os acidos fendlicos, que invariavelmente
acompanham os flavonoides nos tecidos vegetais. A leitura é feita em
espectofotbmetro a 425 nm (WOISKY, 1996). Nessas condi¢cdes, o complexo
flavonoide-Al absorve em comprimento de onda bem maior do que aquele sem a

presenca do agente complexante.

5.2 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Sistemas enzimaticos importantes para a manutencdo do organismo também
tém a capacidade de produzir substancias indesejaveis que, ao fim de um longo
periodo, sdo capazes de promover danos aos tecidos causando perda das funcbes
fisiologicas, doencas e até morte (SORG, 2004). Substancias antioxidantes tém a
capacidade de inibir as enzimas como a ciclo-oxigenase, xantina-oxidase, lipo-
oxigenase, mono-oxigenase microssomal, glutation-S-transferase, succinoxidase
mitocondrial e NADH oxidase responsaveis pela formacdo de radicais livres
(PIETTA, 2000).

Dessa forma, o potencial antioxidante das amostras de S. macranthera foi
avaliado de acordo com sua capacidade sequestradora de elétrons (método do
DPPH) e seu potencial de reducéo.

Os extratos em MeOH e particho em EtOAc apresentaram significativo
aumento na capacidade sequestradora do radical DPPH. Quanto maior o consumo
de DPPH pela amostra, menor sua concentracao inibitéria (Clsp) € maior serd sua
atividade antioxidante.

Geralmente substancias com potencial antioxidante reagem com DPPH, que
€ um radical nitrogenado com absor¢cdo caracteristica em 517nm e convertem em
1,1-difenil-2-picrilhidrazina, devido a sua capacidade de doar protons. Acredita-se
gue substancias antioxidantes conseguem interceptar a oxidacao de radicais livres
pela doacéo de hidrogénio da hidroxila presentes em compostos fendlicos, formando
um produto final estavel, que nao propaga mais reacbes de oxidacao
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(JAYAPRAKASHA e PATIL, 2007). O teste que utiliza o radical estavel DPPH mede
a capacidade das substancias testadas em doar hidrogénio radicalar a esse radical;
assim, quanto maior o numero de hidroxilas presentes na amostra, maior sua
atividade antioxidante. A estabilidade do radical formado é outro fator que influencia
no potencial antioxidante, sendo maior nas substancias que possuem maior
capacidade de deslocalizar o radical pela estrutura (DUARTE-ALMEIDA, 2006)

A capacidade de reducdo do Fe** para Fe®* também foi expressiva para a
particdo em acetato de etila que apresentou ECso mais proximo ao acido ascorbico,
utilizado como referéncia por ser um potente agente redutor (tabela 4).

Compostos fendlicos de plantas se enquadram em diversas categorias, como
fendis simples, &cidos fendlicos (derivados de &cido benzoico e cinamico),
cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisados, lignanas e
ligninas (NACZK e SHAHIDI, 2004). Dentre as diversas classes de substancias
antioxidantes de ocorréncia natural, os compostos fendlicos tém recebido muita
atencdo, sobretudo por inibirem a peroxidacado lipidica e lipooxigenase (HASLAN,
1996; SOARES, 2002).

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos deve-se, principalmente, as
suas propriedades redutoras e a sua estrutura quimica. Estas caracteristicas
desempenham um papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres
e quelacdo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo quanto na
propagacdo do processo oxidativo. Os intermediarios formados pela acdo de
antioxidantes fendlicos sdo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel
aromatico presente na estrutura dessas substancias (HASLAN, 1996; SOARES,
2002; CHUNN et al, 2005).

De modo geral, os polifendis em particular os flavonoides, possuem estrutura
ideal para o sequestro de radicais, sendo algumas vezes, antioxidantes mais efetivos
gue a vitamina C e E. Quanto maior o numero de hidroxilas, maior a atividade como
agente doador de H' e elétrons. Flavonoides monohidroxilados apresentam
atividade muito baixa: por exemplo, a 5-hidroxi-flavona tem atividade n&do detectavel
(CAO, SOFIC, e PRIOR, 1997). A glicosilagao reduz a atividade antioxidante, no
entanto, aumenta a solubilidade em agua, o que permite seu armazenamento nos
vacuolos da célula.

Dessa forma, provavelmente, os flavonoides encontrados no extrato

metandlico de S. macranthera séo glicosilados, visto que foram extraidos em grande
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guantidade em metanol (tabela 3). Além disso, pode se tratar de isoflavonoides, que
estdo presentes no género Senna e sdo uma classe importante entre os flavonoides.
A pronunciada atividade antioxidante da particio em acetato de etila (tabela 4) deve-
se principalmente a outros compostos fendlicos que ndo os flavonoides.

Os resultados apresentados neste trabalho estimulam a continuidade dos
estudos para se identificar em substancias antioxidantes presentes em S.

macranthera.

5.3 - ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Segundo Rios e Recio (2001), extratos que apresentam CIM < 0,1 mg/ml sédo
considerados ativos e, dessa forma, promissores para estudos posteriores. Assim, 0
extrato metandlico de S. macranthera e a particdo em hexano apresentaram
atividade pronunciada e seletiva para P. aeruginosa (CIM = 0,078 e 0,02 mg/ml,
respectivamente). Porém, para os demais microorganismos, as amostras testadas
nao apresentaram atividade significativa (tabela 5).

Pseudomonas aeruginosa € um bacilo gram-negativo ndo fermentador de
glicose que pode ser isolado do solo, agua, plantas e mesmo animais — incluidos ai
os seres humanos (GALES et al, 2001). Fatores como a habilidade de utilizar uma
grande variedade de substratos como fontes de carbonos, a excepcional capacidade
de colonizar nichos ecologicos diversos (nos quais a oferta de nutrientes é limitada)
e a capacidade de sobreviver por longos periodos em ambientes Umidos contribuem
para sua caracteristica de ser altamente resistente em ambientes adversos. Por isso,
€ considerada como um patégeno oportunista (POLLACK,1984).

Ocasionalmente essa espécie bacteriana se torna infecciosa para animais e
plantas. Raramente a P. aeruginosa se torna causa de infeccfes em individuos
saudaveis, entretanto, essa espécie assume importante papel como agente
etiolégico de infeccbes hospitalares. O processo infeccioso inicia-se com algum tipo
de alteracdo ou destruicdo das barreiras fisicas. Entre eles sdo evidenciadas a
utilizacdo de catéter urinario, da sonda oro-traqueal e a realizagdo de cirurgias.
Também podem aparecer nos pacientes com queimaduras que fazem uso de drogas

imunossupressoras (POLLACK, 1984; LEE et al, 1999) e aqueles com Diabetes
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mellitus, com hospitalizacéo prolongada, e com uso prévio de outros antimicrobianos
(CARMELI et al, 1999).

No Brasil, segundo dados do Programa SENTRY de Vigilancia de Resisténcia
a Antimicrobianos (PFALLER et al, 1998), a infeccao por P. aeruginosa € a causa
mais frequente de infec¢cdes em feridas cirlrgicas e o sexto patégeno mais comum
em infec¢des da corrente sanguinea durante o periodo de 1997 a 2001 (SADER et
al, 2004).

Frequentemente, isolados de P. aeruginosa apresentam um amplo espectro
de resisténcia, podendo sobreviver a diferentes classes de agentes antimicrobianos,
inclusive contra cefalosporinas de terceira e quarta geracdes e carbapenémicos
(como imipenem e meropenem). Por estas razdes, as infecgbes causadas por cepas
de P. aeruginosa estabelecem um substancial desafio para a terapia antimicrobiana,
trazendo ao cenario atual a inevitavel necessidade de identificacdo de novos
compostos bioativos capazes de inibir o crescimento e/ou destruir esses
microrganismos (FUENTEFRIA et al, 2008).

5.4 - ATIVIDADE LAXATIVA E MOTILIDADE INTESTINAL

Para se avaliar a atividade laxativa do extrato metandlico e particdes de S.
macranthera, as fezes dos animais foram examinadas 8 e 16 horas apés o
tratamento. Observou-se que a producao de fezes aumentou significativamente nos
grupos tratados com extrato metandlico de sene comercial, extrato metandlico e
particio em hexano de S. macranthera durante as primeiras 8 horas quando
comparadas com o controle negativo salina (grafico 1). Entretanto, ndo foi observado
um aumento na producéo de fezes para o grupo tratado com bisacodil. E importante
ressaltar que os animais tratados com a particdo em hexano apresentaram as fezes
pouco mais pastosas, sem, todavia, determinar o aparecimento de fezes liquidas.

No entanto, quando as fezes foram analisadas ap6s 16 h de tratamento, a
producao de fezes aumentou significativamente em todos os grupos, provavelmente
porque 0s animais passaram a ter livre acesso a comida apés as primeiras 8 horas
de tratamento (grafico 2). Apos esse periodo, nenhuma diferenca significativa no
namero de fezes foi observada entre os diferentes grupos, o que indica que o tempo
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de acdo, tanto dos extratos de S. macranthera, quanto dos controles positivos,
bisacodil e sene comercial, acontecem durante as primeiras 8 horas ap0s sua
administracao.

Quanto ao efeito sobre a motilidade intestinal, somente o tratamento com
particdo em hexano de S. macranthera mostrou um aumento significativo no trajeto
percorrido pelo carvdo quando comparado com o controle negativo salina (gréafico 3).

Além disso, essa particdo apresentou um aumento significativo na motilidade
intestinal quando comparada com o0s controles positivos bisacodil e extrato
metandlico de sene comercial, cuja funcdo de estimulo da motilidade é claramente
conhecida. Provavelmente isso se deve ao fato de que o bisacodil e o sene
comercial s6 comecam a exercer sua atividade entre 6 e 12 h apds sua
administracdo, de modo diferente da particio em hexano, que apresentou
pronunciado aumento na motilidade intestinal nos primeiros 60 min apés o
tratamento.

A atropina € um alcal6ide que interfere na acédo da acetilcolina, estimulando o
sistema nervoso parassimpatico, que atua diminuido peristaltismo intestinal. Para
esse modelo experimental, a atropina foi utilizada como controle de constipacao.
Porém, nenhuma das amostras avaliadas apresentou atividade constipativa.

Como nédo foram observadas fezes diarreicas apés o tratamento com
particdo em hexano, provavelmente ocorreu um aumento no peristaltismo intestinal,
sem ocorrer um total relaxamento, confirmando seu potencial laxativo e antidiarreico
(AKOMOLAFE et al, 2004).

A atividade laxativa e o aumento da motilidade intestinal causados por
espécies do género Senna sdo atribuidos a presenca de derivados fendlicos
antracénicos e antraquinénicos (AGAKAR e JADGE, 1999 e SAMY e
IGNACIMUTHU, 2000).

A atividade laxativa encontrada para o extrato metandlico e particdo em
hexano de S. macranthera se deve em parte a presenca de emodina, identificada
nessas amostras (desenho 14). Porém, com certeza, essa antraquinona nao é a
Unica responsavel pelo efeito laxante, visto que, nas particdes em acetato de etila,
diclorometano e butandlica, também foram evidenciadas a presenca de emodina e

as mesmas nao apresentaram tal atividade.
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Portanto, pode-se sugerir que outras substancias, de carater mais apolar,
possivelmente antronas, também sejam responsaveis pela atividade observada

(tabela 2). As antronas, de maneira geral, sdo laxantes mais drasticos.

5.5 - ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Para avaliagdo anti-inflamatéria dos extratos de S. macranthera, utilizou-se,
como agente inflamatorio, a carragenina que € um agente inflamatério que produz
inflamacdo por liberagcdo de prostaglandinas (SANTOS e RAO, 1998; DI ROSA,
GIROUD e WILLOUGHBY, 1971), ocasionando a formac&o de um edema rico em
proteinas que contém grande numero de neutréfilos (LO et al, 1982). O edema
constitui um dos sinais mais caracteristicos da inflamacédo aguda e é o acumulo de
liquido no tecido intersticial ou nas cavidades serosas causado pelo extravasamento
do liquido intracelular para o espaco extracelular. A principal causa desse
extravasamento € o aumento da pressao hidrostatica e da permeabilidade celular. O
edema inflamatério apresenta-se de forma localizada e é composto por agua,
eletrdlitos e proteinas. A inflamacao causada pela carragenina apresenta duas fases
distintas envolvidas na resposta inflamatéria aguda. A primeira fase (0-1 h)
relaciona-se a liberagdo de histamina, serotonina e bradicinina, e a fase posterior (1-
4 h) envolve a liberacdo de prostaglandinas, ativacao das enzimas COX; e COX; e
liberacdo de NO (SALVEMINI et al, 1996).

Foi avaliada a atividade anti-inflamatéria do extrato metandlico e da particao
em hexano de S. macranthera. Somente a particAio em hexano apresentou
propriedade anti-inflamatéria e antiedematogénica inibindo significativamente o
edema de pata (58 % p < 0,05) na dose de 400 mg/kg ao final das quatro horas de
avaliacdo (grafico 4). E importante ressaltar que, durante as duas primeiras horas,
ndo ocorreu diferenca significativa entre o diclofenaco de sédio (controle positivo) e
particdo em hexano de S. macranthera. A diferenca entre eles apareceu somente
apos trés horas da sua administracao, o que significa que ambos estdo atuando na
primeira fase da inflamagdo. A particAo em hexano apresentou atividade anti-
inflamatéria significativa na segunda fase da inflamacdo, mas néo tanto quanto o

diclofenaco de soédio.
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Diclofenaco de sédio na dose de 10 mg/kg causou 75% de reducéo do edema
de pata ao longo das 4 h (tabela 6). Este efeito de inibicdo sobre o edema foi
avaliado em relacdo ao controle negativo (salina). O diclofenaco de sédio é um
potente anti-inflamatério nao-esteroidal, que inibe de maneira ndo-seletiva a
ciclooxigenase, consequentemente inibindo a formagdo de prostaglandinas
(KATSUNG, 2003). As prostaglandinas podem mediar a infiltracdo de proteinas
plasmaticas induzidas por carragenina. E possivel que, assim como o diclofenaco
de sédio, componentes desta particdo estejam inibindo a liberacdo de histamina e
biossintese de prostaglandinas.

Na prospeccao fitoquimica da particdo em hexano, esteroides e triterpenoides
foram identificados (tabela 2). Como essas classes possuem diversas atividades
farmacoldgicas, entre as quais anti-inflamatoria, € possivel que sejam responsaveis
pela acdo apresentada por essa particao.

Os terpenoides constituem uma grande variedade de substancias de origem
vegetal, sendo que esse termo € empregado para designar todas as substancias
cuja origem biossintética deriva de unidades do isopreno (AYDA KHADRI et al,
2008). Dados da literatura demonstram a atividade anti-inflamatoria de compostos
terpenoides, incluindo inibicdo de eicosanoides e da producao de citocinas, atividade
da enzima hidrolitica, peroxidacao lipidica (SAFAYHI e SAILER, 1997) e interacdo
com a serina/tirosina quinase (HASMEDA et al, 1999).

Medeiros et al (2007) e Otuki et al (2005) demonstraram que a-amirina
(triterpeno pentaciclico) apresenta uma acao anti-inflamatéria com inicio bastante
rapido em modelos animais de edema de orelha induzida pelo TPA (12-O-
tratradecanoilforbol acetato), provavelmente por inibir a expressao da COXa.

A literatura descreve alguns trabalhos que demonstram significativa atividade
anti-inflamatéria do composto lupeol (GEETHA e VARALAKSHMI, 2001), sitosterol e
estigmasterol (GOMEZ et al, 1999; SENATORE et al, 1989). Um desses estudos foi
realizado com as raizes de Strobilanthus callosus e Strobilanthus ixiocephala. O
lupeol foi identificado como principal agente na supresséo de PGE;, sem qualquer
efeito na liberacdo de leucotrienos, demonstrando que sua atividade anti-inflamatéria
possivelmente ocorre devido a sua capacidade de prevenir a produgdo de alguns
mediadores pro-inflamatorios (FERNANDEZ et al, 2001).
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6 - CONCLUSAO

Substéncias apolares e derivados antracénicos extraidas de S. macranthera
sdo os principais responsaveis pela sua atividade laxativa e pelo aumento da
motilidade intestinal.

Esteroides e triterpenoides presentes na particdo hexanica de S. macranthera

parecem ser 0s responsaveis pela significativa atividade anti-inflamatéria.

A particdo em hexano possui significativa atividade contra Pseudomonas e

apresenta alta seletividade contra esse micro-organismo.

S. macranthera possui outras substancias fendlicas, além de flavonoides, com

potencial atividade antioxidante.

Senna macranthera apresenta-se como uma fonte promissora de substancias
com grande potencial antibacteriano, laxativo, anti-inflamatério e antioxidante, o que

estimula a continuidade do seu estudo.
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ANEXO

Anexo A: Cromatogramas obtidos por CLAE do extrato metandlico de sene, extrato

metandlico e particbes de S. macranthera.
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Figura 1: Extrato metandlico de sene comercial.
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Figura 2: Extrato metandlico de S. macranthera.
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Figura 3: Particdo em hexano de S. macranthera
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Figura 4: Particdo em diclorometano de S. macranthera.
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Figura 5: Particdo em acetato de etila de S. macranthera.
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Anexo B: Artigo sumetido revista cientifica, intitulado Anti-inflammatory, laxative and
intestinal motility effects of Senna macranthera leaves.
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Abstract

Several species of Senna are well known for their therapeutic properties,
being used in folk medicine to treat throat inflammation and constipation. In this
regard, the anti-inflammatory, laxative and intestinal motility effects of different
extracts of Senna macranthera (Collad.) H. Irwin & Barneby. leaves were determined.
The hexane extract significantly reduced carrageenan-induced paw edema in rats in
a manner similar to that of sodium diclofenac. Laxative effect was observed for the
methanolic and hexane extracts comparative to the standard drug bisacodyl,
however only the hexane extract increased the intestinal motility in the studied
period. Moreover, the extracts were evaluated for their antioxidant activity and the
ethyl acetate extract presented a pronounced activity comparable to the standard
rutin. Phytochemical screening was also performed and phenolic compounds like
flavonoids, tannins and coumarins were observed in all extracts except for the
hexane one which presented anthrones, triterpenes and steroids in its composition.

The HPLC profile showed the presence of the anthraquinone emodine in all extracts.

Key words: Senna macranthera; laxative; intestinal motility; anti-inflammatory;

antioxidant

1. Introduction

Senna is a large genus in the family Fabaceae of around 250 species of
flowering plants. This diverse genus is native throughout the tropics, with a small
number of species reaching into temperate regions. Almost all species were at one

time or another placed in Cassia (Agarkar and Jadge, 1999). Typically, Senna
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species are recognized as ornamental due to the beauty of their yellowish flowers
(Viegas et al, 2004).

Several species are well known for their therapeutic properties, being used in
the folk medicine of some countries (Corréa, 1984). The tea of their crushed leaves is
used to treat throat inflammation (Viegas et al, 2007) and constipation (Leng-
Peschlow, 1993). Also, they are known to be a rich source of phenolic derivatives,
most of them with important biological and pharmacological properties (Hazra et al,
2004).

Although, in recent decades, many studies have been published regarding the
pharmacological and biological properties of Senna extracts (Viegas et al, 2006), just
a little is known about Senna macranthera (Colladon) H. Irwin & Barneby. This specie
is native to Brazil and also grows in Colombia, Equador, Peru and Venezuela. The
phytochemical studies on the endosperm of its seeds revealed the presence of a
galactomannan, a sulphated derivative of which presented anticoagulant activity
(Pires et al, 2001). In another study, Branco et al (2000) isolated the polyketide
rubrofusarin, a human topoisomerase ll-a inhibitor.

Due to the widespread medicinal use of Senna, the focus of this study was to
investigate the anti-inflammatory, the laxative activities and the effect on intestinal
motility of the extracts of S. macranthera. Moreover, their antioxidant activity and
phytochemical profile were also determined.

2. Materials and methods

2.1. Plant material

S. macranthera leaves were collected in Juiz de Fora, Minas Gerais, Brazil, in
July, 2007. The plant was identified by Dr Fatima Regina Salimena. A voucher
specimen (CESJ 46159) was deposited at the Herbarium Leopoldo Krieger of
Federal University of Juiz de Fora.
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2.2. Preparation of the extracts

Oven dried and powdered leaves of the plant (2.5 kg) were extracted by
maceration with methanol (3 x 3 I) for five days at room temperature. The crude
extract (400 g), after removal of solvent, was dissolved in MeOH-H,O (8:2) and
partitioned with hexane, dichloromethane (CH.Cl,), ethyl acetate (EtOAc) and, n-
butanol (n-BuOH) successively to give hexane (28 g), CH.CI, (12 g) EtOAc (16 g)
and n- BuOH (28 g) extracts. The solvents were evaporated and kept in tightly
stoppered bottles under refrigeration until used for the biological testing and

phytochemical analysis.

2.3. Phytochemical screening

A portion of each sample that was subjected to biological screening was used
for the identification of the major secondary metabolites employing the protocols
described by Matos (1997).

2.4. Amount of total phenolic compounds and flavonoids

The amount of phenolic compounds in plant extracts was determined by Folin-
Denis method (Duh and Yen, 1997). Tannic acid was used as the standard for a
calibration curve. One ml of the samples re-suspended in ethanol (0.5 mg/ml) was
mixed thoroughly with 1 ml of the Folin-Denis reagent and 8 ml of Na,CO3; 2% in
0.1N NaOH. After a 60 min incubation period at 30 °C, the absorbance was read
against a blank at 730 nm. All determinations were performed in triplicate. Total
content of phenolic compounds was expressed in mg/g plant extracts in tannic acid
equivalents (TAE).

The amount of flavonoids was determined as previously described by
Miliauskas et al (2004) with slight modifications. Rutin was used as the standard for a
calibration curve. One ml of plant extracts was re-suspended in methanol (0.5 mg/ml)
and mixed withl ml of 2% aluminum trichloride in ethanol. The mixture was diluted
with ethanol to 25 ml and allowed to stand for 40 min at 20 °C. Thereafter its

absorbance was measured at 415 nm. The blank was prepared from 1 ml of the plant
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extracts and one drop of acetic acid diluted to 25 ml in ethanol. All determinations
were performed in triplicate. Total amount of flavonoids was expressed in mg/g plant
samples, in rutin equivalents (RE).

2.5. HPLC analysis

Liquid chromatography was performed using an Agilent 1200 machine. The
extracts were applied using an automatic injector and separated on a Zorbax SB-C18
column, 250 x 4.6 mm at 25 °C. The mobile phase was a gradient system with
acetonitrile/water pH 3.8 with acetic acid as follows: 0-20 min: 90:10; 20-30 min: 70-
30; 30-40 min: 20:80.The flow rate was 1 ml/min and for detection a DAD was used.

2.6. Antioxidant activity

2.6.1. DPPH assay

The free radical scavenging activity of extracts (Sigma, St. Louis, MO, USA)
solutions in methanol was determined based on their ability to react with stable 1-
1diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) free radical (Sigma) (Govidarajan et al, 2003).
The plant samples at various concentrations (7.8 to 250 pg/ml) were added to a 152
MM solution of DPPH in methanol. After incubation at 37 °C for 30 min, the
absorbance of each solution was determined at 517 nm. The antioxidant activity of
the samples was expressed as ICsp, which was defined as the concentration (in
ug/ml) of sample required to inhibit the formation of DPPH radicals by 50%. It was
calculated by linear regression analysis and expressed as means of three

determinations. Rutin and quercetin were used as positive control.

2.6.2. Reducing power

The reducing power was determined by the method of Oyaku (1986). Ten mg
of each sample were mixed with 2.5 ml of potassium phosphate buffer (0.2 M, pH
6.6) and 2.5 ml of potassium ferricyanide (10 g/l). The mixture was incubated at 50
°C for 20 min. A 2.5 ml aliquot of 10% trichloroacetic acid was added to the mixture,
which was then centrifuged at 3 000 g for 10 min. The upper layer of the solution (2.5
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ml) was mixed with 2.5 ml distilled water and 0.5 ml 0.1% FeCl; and absorbance was
measured at 700 nm. Ascorbic acid was used as reference material. All tests were
performed in triplicate. Increase in absorbance of the reaction indicated the reducing
power of the samples. A higher absorbance indicated a higher reducing power. ECsg
values (ug/ml) were calculated and indicate the effective concentration at which the

absorbance was 0.5 for reducing power.
2.7. Animals

Male Wistar rats of 60 days in age, weighing 160 — 200 g, obtained from the
Reproduction Biology Center of the Federal University of Juiz de Fora, were housed
in a room kept under controlled conditions with temperature maintained at 23 °C + 2
°C, on a 12h light: 12h dark cycle and free access to water and complete commercial
chow (Nuvital™, Colombo, PR, BR). Throughout the experiments, animals were
processed according to the suggested ethical guidelines for the care of laboratory

animals.
2.8. Drugs and chemicals

Bisacodyl (Dulcolax®) and sodium diclofenac were obtained from Boehringer
Ingelheim and Medquimica, respectively. Commercial senna (Pharmacopeia®) was
purchased from local market. Emodin, atropine sulphate, carrageenan and DPPH
were from Sigma Chemicals Co. (St. Louis, MO). All other chemicals used were of

analytical grade.
2.9. Effect on intestinal motility

The method described by Jansen and Jageneau (1957) and Wong and Wai
(1981) was used to test the effect of the extracts on intestinal motility.
The animals were divided into nine groups (n = 7) as follows:
Group I: received atropine sulphate (1 mg/kg ev);
Group II: reference group received bisacodyl in saline (0.25 mg/kg);
Group llI: negative control received normal saline orally;

Group IV: received methanolic extract of commercial senna;
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Group V: received methanolic extract of S. macranthera;
Group VI: received hexane extract;

Group VII: received dichlorometane extract;

Group VIII: received ethyl acetate extract;

Group IX: received n-butanol extract.

The animals were starved for 12 h prior to the experiment, but were allowed
free access to water. All extracts were re-suspended in saline (400 mg/kg/ml) and
administered orally, by gavage (1 ml). After 40 min, 1 ml of 10% charcoal suspension
in 5% acacia solution was administered to each animal orally. The animals were
sacrificed after 20 min and the abdomens were opened. The small intestines were
dissected out and placed on a clean surface. The distance traveled by the charcoal
meal from the pylorus was measured. The entire length of the small intestine was
measured then the percentage distance traveled by the charcoal plug along the small
intestine (from the pylorus to the caecum) was estimated for the extracts, control and
the reference drug.

2.10. Laxative activity

The test as performed according to Capasso et al (1986) on rats fasted for 8
hours before the experiment, but with water provided ad libitum. The animals were
divided into nine groups (n = 7) as follows:

Group I: received atropine sulphate (1 mg/kg ev);

Group II: reference group received bisacodyl in saline (0.25 mg/kg);
Group llI: negative control received normal saline orally;

Group IV: received methanolic extract of commercial senna;

Group V: received methanolic extract of S. macranthera;

Group VI: received hexane extract;

Group VII: received dichlorometane extract;

Group VIII: received ethyl acetate extract;

Group IX: received n-butanol extract.

All extracts were re-suspended in saline (400 mg/kg/ml) and administered
orally, by gavage (1 ml). Immediately after dosing, the animals were separately
placed in cages suitable for collection of the feces. After 8 h of drug administration,
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the feces were collected and weighed. Thereafter, food and water were given to all

rats and fecal outputs were again weighed after a period of 16 h.

2.11. Anti-inflammatory activity

Carrageenan-induced hind paw edema model was used for determination of
anti-inflammatory activity (Winter et al, 1962; Saha et al, 2007). The rats fasted for 8
hours before the experiment, but with water provided ad libitum, were divided into
four groups (n = 7) as follows:

Group I: negative control received normal saline orally;

Group II: reference group received standard drug sodium diclofenac (10 mg/Kg)
Group llI: received methanolic extract of S. macranthera (400 mg/kg);

Group IV: received hexane extract of S. macranthera (400 mg/kg).

The control saline, extracts and standard drug were administered 60 min prior to the
administration of carrageenan (0.1 ml of 1% wi/v solution in physiological saline) into
subplantar tissue of the left hind paw. As the control, 1 ml saline solutions were
injected into tissue of the right paw. The paw sizes were measured using a
pachimeter immediately and thereafter at hourly intervals, for 4 h, following
administration of carrageenan. Results were determined as percentage inhibition of

edema and were compared to the control.

2.12. Statistical analysis

Values are presented as means + SEM. Statistical differences between the
treatments and the controls were tested by one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by the Dunnett test using the “GraphPad Prism 4” statistic computer
program. A difference in the mean values of P < 0.05 was considered to be
statistically significant. The 1Csp and ECsp value at 95% confidence interval for
antioxidant activity and reducing power, respectively, were calculated using a linear

regression curve.
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3. Results

3.1. Phytochemical screening

The results of the phytochemical screening of the extracts are given in Table

1.

Table 1- Phytochemical constituents of the extracts of Senna macranthera

Extracts Phytocompounds?

Al Tr St Sa C Ph Ta F An Fan

Methanol - + + + + + + + + -
Hexane - + + - - - - - + -
CH.Cl; - + - + + + - + - -
EtOAcC - + - + + + + + - -
n-BuOH - + - + + + + + - -
Hydromethanol - + - + + + + + - -

&Phytocompounds key: Al, Alkaloids; Tr, Triterpenoids; St, Sterols; Sa, Saponins; C,
Coumarins; Ph, Phenols; Ta, Tannins; F, Flavonoids; An, Anthrones; Fan, Free
anthraquinones.

3.2. Antioxidant activity and amount of total phenolic compounds and flavonoids

The antioxidant activity and amount of total phenolic compounds and
flavonoids are shown in Table 2.
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Table 2- Antioxidant activity and amount of phenolic compounds and flavonoids of

the extracts of Senna macranthera

Extracts DPPH assay Reducing Total phenolics  Flavonoids as rutin
ICso (ug/ ml)? power as tannic acid equivalents
ECso (ug/ ml)®  equivalents (mg/g extract) °
(mg/g of extract)”

Methanol 11.5+1.8 270.4+£0.014 430.2 + 0.007

Hexane 59.1+22 28.1 £0.015 55.0 £ 0.011

CH.Cl; 23.3+24 382.0 £ 0.013 196.0 £ 0.024

EtOAcC 42 +3.1 547.0 £ 0.025 198.52 + 0.0065

n-BuOH 39.4+22 395.8 £ 0.045 109.18 £ 0.004

Ascorbic acid® 25.2+0.23

Rutin 25101

Quercetin 0.9 £0.06

4 95% confidence limits in parenthesis.

® Mean of triplicate assays + SE.

¢ Positive controls

3.3. HPLC analysis

The HPLC profiles of the extracts of S. macranthera and also that of

commercial senna are presented in Figure 1. Emodin (1,3,8-trihydroxyanthraquinone)

was used as reference
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Figure 1: The HPLC profiles of the extracts of S. macranthera and commercial senna.

Column Zorbax SB-C18; solvent system: acetonitrile/water pH 3.8 with acetic acid as
follows: 0-20 min: 90:10; 20-30 min: 70-30; 30-40 min: 20:80.The flow rate was 1
ml/min; detection at 270 nm; sample size: 1 mg dissolved in 1 ml stationary phase.

Peak 1 = emodine, RT = 2.7 min.
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3.4. Laxative activity

The results of the laxative effects of the extracts of S. macranthera are given
in Figure 2. The effects of hexane and methanol extracts were as potent as the

standard drugs.
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Figure 2- Laxative effect of the extracts of Senna macranthera in rats. Difference of
means of the number of feces between control and treatment values + S.E.M (n = 7).
Variation compared to the control animals. ANOVA followed by Dunnett- test * P <
0.05. Group I: atropine sulphate; group II: bisacodyl, group lll: saline; group IV:
MeOH extract of commercial senna; group V: MeOH extract of S. macranthera; group
VI: hexane extract; group VII: EtOAc extract; group VIII: CH,CI, extract; group IX: n-
BuOH extract.

3.5. Effect on intestinal motility

The effects of the extracts on intestinal motility were investigated. The results,

as shown in Figure 3, reveal that the hexane extract of S. macranthera caused a
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significant increase in gut motility when compared with the effect produced by normal

saline and even with the effect of standard drugs.

100m
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Figure 3- Effect of the extracts of Senna macranthera on intestinal motility in rats
between control and treatment values + S.E.M (n = 7). Variation compared to the
control animals. ANOVA followed by Dunnett- test *P<0.01 and **P<0.05. Group I:
atropine sulphate; group II: bisacodyl, group IlI: saline; group IV: MeOH extract of
commercial senna; group V: MeOH extract of S. macranthera; group VI: hexane
extract; group VII: EtOAc extract, group VIII: CH,CI, extract; group IX: n-BuOH

extract.

3.6. Anti-inflammatory activity

Results on the anti-inflammatory activity of hexane and methanol extracts of S.
macranthera are shown in Figure 4. The hexane extract induced 58% edema
inhibition in the studied period when compared to control. As reference, the non-
steroidal anti-inflammatory drug, sodium diclofenac, reduced the edematous

response by 75 % in that period.
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Figure 4- Effect of the extracts of Senna macranthera on carrageenan-induced hind

paw edema in rats. Difference of means of paw size (cm) between control and
treatment values + S.E.M (n = 7). Variation compared to the control animals. ANOVA
followed by Dunnett- test * P < 0.05, **P<0.01 and ***P<0.001. Group I: saline; group
Il: sodium diclofenac, group Ill: MeOH extract of S. macranthera; group IV: hexane

extract.

4. Discussion

The active principles of Senna use to be glycosides of the anthraquinone
family. The intestinal bacteria flora accounts for the reduction of anthraguinones
aglycons to their corresponding anthrones. They have been reported to accelerate
spontaneous ileal contractions to induce purgative effect (Hara et al, 2008). The
HPLC profile of the extracts showed the presence of the anthraquinone emodin in all
extracts of S. macranthera, although in different amounts (Figure 1). Interestingly, the
Borntraeger reaction used in this study to identify anthracene compounds did not
detect anthraquinones in the extracts, probably because they are lower than the
detection limit of the method. On the other hand, anthrones were identified in
methanol and hexane extracts. Although piperidine alkaloids had been identified in
several species of Senna (Viegas et al, 2004), they were not detected in the extracts
of S. macranthera (Table 1). By the other side, except for the hexane, a great amount

of phenolics, particulary flavonoids, were found in the extracts (Table 2).
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Flavonoids have been used to treat many human diseases, such as diabetes,
cancers and coronary heart diseases (Al-Dabbas et al, 2006). Moreover, flavonoids
have been shown to exhibit the antioxidative, antiviral, antimicrobial and antiplalet
activities (Middleton et al, 2000). The biological activities of these polyphenols in
different systems are believed to be due their redox properties, which can play an
important role in absorbing and neutralizing free radicals, quenching singlet and
triplet oxigens, or decomposing peroxides (Osawa, 1994). DPPH assays evaluate the
ability of antioxidants to scavenge free radicals. Hydrogen-donating ability is an index
of primary antioxidants. These antioxidants donate hydrogen to free radicals, leading
to non-toxic species and therefore to inhibition of the propagation of lipid oxidation
(Lugasi et al, 1998). The reducing power property indicates that these compounds
are electron donors, and can reduce the oxidized intermediates of lipid peroxidation
processes, so they can act as primary and secondary antioxidants (Yen and Chen,
1995).

Several studies have evaluated the relationships between antioxidant activities
of extracts and their phenolic contents. Some authors found a correlation between
the phenolic content and the antioxidant activity, while others found no relationship.
Fabri et al (2009) reported a high correspondence between phenolic content and
antioxidant activity using DPPH and reduction power assays in Mitracarpus frigidus.
On the other hand, in this work, the findings did not show relationship between
antioxidant activity and phenolic contents (Table 2). These results agree with those of
Conforti et al (2009), who reported that differences in antioxidant activities of plant
extracts could be due to different qualitative and quantitative compositions of their
phenolic constituents.

In the present study, an oral administration of the hexane and methanol
extracts of S. macranthera presented a laxative effect on rats. These extracts
significantly increased the stool number 0-8 h after their administration. The laxative
activities of these extracts were similar to that of commercial senna and greater then
the reference drug, bisacodyl. The animals treated with the hexane extract produced
wet or unformed feces. After 16 hour, no difference in the amount of feces was
observed between the different treatments, including saline and standard drugs
(Figure 2). This probably occurred because after 8 h of treatment, animals were
allowed free access to food and the extracts and standard drugs had already acted in
the first 8 h of treatment.
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Interestingly, during the study period, only the hexane, but not the methanol
extract, presented an increase on the intestinal motility of rats when compared to
standard drugs (Figure 3). This is probably due to a difference in the chemical
structure or concentration of the relaxant constituents of the two extracts, which can
be confirmed by the HPLC chromatogram of both (Figure 1). Certainly, emodin
contributed to the observed laxative and intestinal motility activities, but this
compound was not the only one responsible for those activities as it was found in a
greater amount in the inactive extracts (Figure 1).

Carrageenan induced rat paw edema is a well accepted and popular model for
evaluating anti-inflammatory activity. It is known to produce a biphasic response,
where the early phase is related to the production of histamine, leukotrienes, PAF
and possibly cyclooxygenase products, while the delayed phase is linked to the
neutrophil infiltration, eicosanoid release, production of free radicals and also release
of other neutrophil derived mediators (Kumar et al, 2008). This study evaluates the
anti-inflammatory effect of the hexane and methanolic extract of S. macranthera. The
results demonstrate that the hexane extract possesses significant anti-inflammatory
activity on an acute inflammatory process comparable to sodium diclofenac, being
more potent in the first hour. In agreement with data from the literature, the paw
edema induced by the carrageenan injection is associated with three different phases
from alterations of the vascular permeability induced by mediators. During the first 60
min, possibly histamine and serotonin release occurs. A second phase is
characterized by release of bradykinin and prostaglandins (mainly PGE2) (Khalil et
al, 2006; Pramanik et al, 2005).The anti-inflammatory effect observed for the hexane
extract may be due the presence of triterpenoids and steroids in its compaosition
(Table 1).

In conclusion, this work reveals that S. macranthera is an interesting source of

anti-inflammatory, laxative and antioxidant principles which confirms its popular use.
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LEGENDS

Figure 1: The HPLC profiles of the extracts of S. macranthera and commercial senna.
Column Zorbax SB-C18; solvent system: acetonitrile/water pH 3.8 with acetic acid as
follows: 0-20 min: 90:10; 20-30 min: 70-30; 30-40 min: 80:20.The flow rate was 1
ml/min; detection at 270 nm; sample size: 1 mg dissolved in 1 ml stationary phase.
Peak 1 = emodine, RT = 2.7 min.

Figure 2- Laxative effect of the extracts of Senna macranthera in rats. Difference of
means of the number of faeces between control and treatment values + S.E.M (n =
7). Variation compared to the control animals. ANOVA followed by Dunnett- test * P <
0.05. Group I: atropine sulphate; group II: bisacodyl, group lll: saline; group IV:
MeOH extract of commercial senna; group V: MeOH extract of S. macranthera; group
VI: hexane extract; group VII: EtOAc extract; group VIII: CH,CI, extract; group IX: n-
BuOH extract.

Figure 3- Effect of the extracts of Senna macranthera on intestinal motility in rats
between control and treatment values + S.E.M (n = 7). Variation compared to the
control animals. ANOVA followed by Dunnett- test *P<0.01 and **P<0.05. Group I:
atropine sulphate; group II: bisacodyl, group IlI: saline; group IV: MeOH extract of
commercial senna; group V: MeOH extract of S. macranthera; group VI: hexane
extract; group VII: EtOAc extract, group VIII: CH,CI, extract; group IX: n-BuOH

extract.

Figure 4- Effect of the extracts of Senna macranthera on carrageenan-induced hind
paw edema in rats. Difference of means of paw size (cm) between control and
treatment values + S.E.M (n = 7). Variation compared to the control animals. ANOVA
followed by Dunnett- test * P < 0.05, **P<0.01 and ***P<0.001. Group I: saline; group
Il: sodium diclofenac, group Ill: MeOH extract of S. macranthera; group IV: hexane

extract.



