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RESUMO GERAL

Tournefortia paniculata Vent, sinonimia de Myriopus paniculatus (Cham.) Feuillet, ¢ uma
planta conhecida como marmelinho e utilizada popularmente como diurética e antidiabética.
Os estudos sobre suas atividades biologicas e fitoquimica sdo escassos. Visto isso, objetivou-
se avaliar o perfil quimico e o efeito dos extratos de Tournefortia paniculata sobre a enzima o-
glicosidase, a glicagdo proteica e tonus vascular. Os extratos foram obtidos por refluxo, a partir
das folhas secas e pulverizadas, com solventes de polaridades crescente, sendo eles: hexano,
diclorometano, acetato de etila, metanol e 4gua. No teste de inibi¢do in vitro da enzima o-
glicosidase os extratos (Img/mL) que obtiveram melhor desempenho foram acetato de etila
(60,3 £8%) e metanol (56,2 +£5,4%). Em outras concentra¢des ndo foi observada inibicao.
Todos os extratos (1mg/mL), com exce¢do do aquoso, apresentaram atividade antiglicante:
hexano (82,5+7,5%), diclorometano (84,3+0,88%), acetato de etila (95,2+1,8%) ¢ metanol
(89,7+5,6%). A avaliagdo do potencial relaxante apds serotonina mostrou novamente que 0s
resultados mais potentes foram dos extratos acetato de etila (83,4 +4,0%) e metanol (64,1
+15,6%). Também foi avaliada a relagdo entre o perfil quimico e suas atividades bioldgicas
através de analises de perfis cromatograficos por CLAE-DAD e de componentes principais
(PCA). Os perfis cromatograficos dos extratos hexanico, diclometanico e acetato de etila foram
mais complexos que os metanolico e aquoso. Correlag@o positiva entre picos majoritarios dos
extratos em acetato de etila e metanol e as atividades bioldgicas avaliadas foi observada na
analise de componentes principais. Conclui-se que os extratos em acetato de etila e metanolico
de Tournefortia paniculata possui potencial de prevencao e tratamento do diabetes, assim como
no tratamento de doengas cardiovasculares.

Palavras-chave: Marmelinho. Myriopus paniculatus. Inibicdo enzimatica. a-glicosidase.

Glicagdo. Vasorelaxante.



ABSTRACT

Tournefortia paniculata Vent, a synonym of Myriopus paniculatus (Cham.) Feuillet, is a plant
known as marmelinho and popularly used as a diuretic and antidiabetic. Studies on its biological
and phytochemical activities are scarce. Thus, this study aimed to characterize the chemical
profile and the effect of Tournefortia panicuextracts on the a-glucosidase enzyme, protein
glycation and vascular tone. The extracts were obtained by reflux, from the dried and
pulverized, with solvents of different polarities: hexane, dichloromethane, ethyl acetate,
methanol, and water. In the in vitro inhibition test of the a-glucosidase enzyme, the extracts
(1mg/mL) that had the best performance were ethyl acetate (60.3 +£8%) and methanol (56.2
+5.4%) in the other concentrations no inhibition was observed. All extracts (Img/mL), except
the aqueous extract, showed antiglycant activity: Hexane (82.5+7.5%), dichloromethane
(84.3+0.88%), ethyl acetate (95.2+ 1.8%) and methanol (89.7+5.6%). The evaluation of the
relaxing potential after serotonin again showed that the most potent results were from the ethyl
acetate (83.4 £4.0%) and methanol (64.1 £15.6%) extracts. The relation between the chemical
profile and its biological activities was also evaluated through chromatographic profile by
HPLC-DAD and principal component analysis (PCA). The PCA between the biological
activities and the areas of the 10 major peaks of the chromatographic profiles indicated a
positive correlation between the ethyl acetate and methanol extract and its biological effect. It
is concluded that Tournefortia panicu, especially ethyl acetate and methanol extract, has
potential for the prevention and treatment of diabetes, as well as for the treatment of
cardiovascular diseases.

Keywords: Myriopus paniculatus. Enzyme inhibition. a-glycosidase. Glycation. Vasorelaxant.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares sao um grupo de disturbios cronicos do funcionamento do
coracdo e dos vasos sanguineos, dentre elas: infarto, acidente vascular cerebral, hipertensdo,
doenga coronariana, doengas cerebrovasculares, doenga arterial periférica, doenga reumatica do
coracdo, doenga cardiaca congénita, trombose venosa profunda e embolia pulmonar (WHO,
2017). Estima-se que 17,9 milhdes de pessoas morrem por causa de doengas cardiovasculares,
representando 32% do total de mortes em 2019 ao redor do mundo (WHO, 2021).

Alteragdes no bom funcionamento do sistema cardiovascular podem causar
desequilibrios na perfusdo de sangue nos tecidos, isso significa que o fluxo sanguineo na regido
sera insuficiente (CARDEN; GRANGER, 2000). Obesidade, hipertensdo e a diabetes juntas
representam um custo total de 3,45 bilhdes de reais em 2018, sendo 30% deste valor destinado
ao tratamento de pacientes com diabetes (NILSON et al., 2020).

Diabetes ¢ uma doenca cronica que ocorre quando o pancreas ndo produz insulina
suficiente ou quando o organismo ndo utiliza adequadamente a insulina que produz.
Hiperglicemia ou aumento de agiicar no sangue ¢ um efeito comum da diabetes sem controle,
que pode causar diversos danos ao organismo, em especial, aos vasos sanguineos (WHO, 2021).
Em 2019 estimou-se que 1,5 milhdes de pessoas tiveram mortes diretamente causadas por
diabetes. Dentre os habitos que influenciam o risco de morte estdo: tabagismo, alimentagdo
inadequada, falta de pratica de esportes e consumo de bebidas alcodlicas (WHO, 2021).

Estratégias ndo-farmacologicas sdo indicadas para o controle da glicose, entretanto, se
ndo ha resultado com o uso destas estratégias, o uso de farmacos ¢ indicado, como os inibidores
da a-glicosidase, tiazolidinedionas, sulfoniluréias, secretagogos de insulina, insulina, entre
outros (ARAUJO; BRITTO; CRUZ, 2000).

Metabolitos secundarios presentes nas plantas medicinais sdo fonte novas moléculas
para criacao de fitofarmacos (HALBERSTEIN, 2005). Espécies medicinais vem sendo
estudadas por sua acdo de inibir a a-glicosidase, como a Rhizoma Polygonati (CHEN et al.,
2001), Syzygium malaccense (ARUMUGAM et al., 2014), Lobelia chinensis (SHIBANO et al.,
2001), Morus alba (HANSAWASDI; KAWABATA, 2006), Origanum majorana
(KAWABATA et al., 2003) e Hyssopus officinalis (JUNG et al., 2006).

Tradicionalmente conhecida por “marmelinho”, a Tournefortia paniculata

(Boraginaceae) é encontrada nas Américas, Asia e regides mediterraneas (SIMAO et al., 2015).
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Simao et al. (2013) reportaram atividade da espécie como forte inibidor enzimatico, sobre as
enzimas o-amilase e a-glicosidase. Entretanto, ha poucos estudos farmacoldgicos em relagdo a
T. paniculata. Nesse contexto, o presente trabalho objetivou avaliar o potencial da 7. paniculata
como antidiabético, inibidor da enzima a-glicosidase, antiglicacdo e seu efeito sobre a

musculatura lisa vascular.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Doencas cronicas nao transmissiveis

As doengas cronicas ndo transmissiveis sdo aquelas que acometem as pessoas por um
longo periodo de tempo e possuem alta prevaléncia no mundo, dentre elas, as doencas
cardiovasculares, respiratérias cronicas, neoplasias e o diabetes mellitus (WHO, 2005).

Devido a mortalidade e a incapacidade precoce o nimero de incidentes gerados pelas
doengas cronicas ndo transmissiveis impde elevados custos ao sistema de satude. Segundo dados
do Ministério da Satide do Brasil, as doencas do aparelho circulatério t€ém impacto significativo
na taxa de mortalidade da populagdo brasileira, equivalente a 32% do total de dbitos (BRASIL,
2006).

2.2 Diabetes

Diabetes ¢ considerada uma doenca cronica ndo transmissivel que ocorre quando o
pancreas ndo produz insulina suficiente ou quando o organismo ndo utiliza a insulina que
produz de forma adequada. Dos efeitos da doenga, o mais comum ¢ a hiperglicemia, a qual
pode desencadear diversos danos ao organismo, especialmente aos vasos sanguineos se a
doenga estiver fora de controle (WHO, 2021).

A diabetes tipo I, conhecida como dependente de insulina, é caracteriza pela deficiéncia
do organismo em produzir insulina. A diabetes tipo II, conhecida como ndo dependente de
insulina, ¢ a mais predominante na populacdo, ocorre quando o organismo ndo utiliza de
maneira adequada a insulina que produz (PACAUD et al., 2016).

Em 2019, 1,5 milhdes de pessoas tiveram mortes diretamente causadas por diabetes
(WHO, 2021). Estudos epidemioldgicos sugerem que ha um aumento de prevaléncia de
doengas cardiovasculares em pacientes com taxa de glicose acima do normal (ZHENG et al.,
2018).

A diabetes esta diretamente ligada ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares em
pacientes que ndo realizam o controle da glicemia, que apresentam hipertencao, dislipidemia e
obesidade (MATHEUS et al., 2013). Assim, a preven¢do, detec¢do precoce € o tratamento
adequado sdo de extrema importancia para a reducdo da mortalidade. Porém, a eficacia do
controle metabdlico depende de inimeros fatores, dentre eles o contexto social, acesso a
informacgao e a servigos de saude (MONTENEGRO et al., 2004).

Em condigdes ideais, a insulina ¢ secretada sempre que os niveis de glicose no sangue

aumentam, inibe a secre¢do de glucagon e reduz a concentragao de 4cidos graxos séricos, o que
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leva a um declinio na producao de glicose no (POWERS; D’ALESSIO, 2016).

Quando a producao de insulina ndo ¢ suficiente ou quando ha resisténcia a insulina, a
absor¢ao tecidual de glicose ¢ reduzida e resulta em hipoglicemia intracelular e hiperglicemia
extracelular. Com a hipoglicemia intracelular ocorre quebra das gorduras causando cetoacidose
diabética, diminuicdo da sintese proteica e de gamaglobulinas. A hiperglicemia extracelular
leva ao coma hiperglicémico e a diurese osmética (ULLAH; KHAN; KHAN, 2016).

A diabetes necessita o tratamento com medicamentos, como a metmorfina,
bromocriptina e inibidores da a-glicosidase. Entretanto, diversos fatores afetam a aderéncia ao
tratamento da diabetes, como medo, falta de confianga na medicagao, custo, interferéncia em
relacdo ao estilo de vida e esquecer de tomar o medicamento no momento correto (BAILEY;

KODACK, 2011; ODEGARD; CAPOCCIA, 2007).

2.3 Tratamento do diabetes

Os tratamentos ndo farmacoldgicos sdo ndo fumar, ter uma alimentacdo adequada,
praticar esportes regularmente e ndo consumir de bebidas alcodlicas (WHO, 2021). Quando as
estratégias ndo farmacologicas ndo sdo capazes de obter o controle da glicemia, as medidas
farmacologicas sdo indicadas. Dentre os farmacos prescritos, destacam-se as seguintes classes:
Biguanidas, inibidores da a-glicosidase, tiazolidinedionas, sulfoniluréias, secretagogos de
insulina, insulina, entre outros (ARAUJ O; BRITTO; CRUZ, 2000).

No tratamento farmacoldgico, embora os agentes hiperglicémicos orais e insulina sejam
a base do tratamento da diabetes, eles possuem efeitos colaterais capazes de limitar o uso pelos
pacientes (RANG; DALE; RITTER, 1991).

Os inibidores de a-glicosidase sdo opgdes terapéuticas para diabetes II. As enzimas o-
glicosidase estdo localizadas nas vilosidades dos enterdcitos presentes no intestino delgado e
sdo necessarias para a etapa final da quebra de carboidratos, como amidos, dextrinas e maltose,
em monossacarideos absorviveis (ROSS; GULVE; WANG, 2004). A o-glicosidase ¢
responsavel por quebrar ligacdes glicosidicas al-4 externas das amiloses, amilopectinas e

polissacarideos (OTA et al., 2009).
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Figura 1 - Mecanismo de ag@o dos inibidores da a-glicosidase.

r—' Oligossacarideos r—v Oligossacarideos
Intestino delgado ._"_.

2 2 2 )
fiied b
o

I_. Monossacarideos L. Monossacarideos
(Glicose) (Glicose)

Absorvidos Nao absorvidos

AG: a-glicosidase. IAG: Inibidor da a-glicosidase.
Fonte: Da autora (2021).

Os inibidores da a-glicosidase retardam, mas ndo impedem a absor¢do de carboidratos
ingeridos e reduzem os picos de insulina e glicose pés-prandiais (ROSS; GULVE; WANG,
2004).

Estudos sugerem que produtos de glicagdo avangada podem contribuir diretamente para
a progressao da diabetes. Essa formagao ¢ considerado um dos mais importantes mecanismos
propostos que tentam elucidar como a hiperglicemia cronica causa danos celulares e teciduais,
como neuropatia, nefropatia e retinopatia diabética (BROWNLEE, 2001).

Os produtos de glicagdo avancada sdo formados a partir de interagdes aminocarbonilo,
induzidas por reagdes ndo enzimdticas entre acucares redutores ou lipideos oxidados e
proteinas, aminofosfatideos ou 4cidos nucleicos. O agucar liga-se a uma proteina mediada por

um reacao denominada de reagdo de Maillard ou glicagio (MONNIER, 2003).

2.4 Doengas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares sdo um grupo de doengas cronicas que afetam o coragdo e
os vasos sanguineos, dentre elas: infarto, acidente vascular cerebral, hipertensdo, doenca
coronariana, doengas cerebrovasculares, doenca arterial periférica, doenca reumatica do
coracdo, doenca cardiaca congénita, trombose venosa profunda e embolia pulmonar (WHO,

2017).
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Um dos principais fatores de risco para as doengas cardiovasculares ¢ a diabetes tipo 2.
A presenca das duas doencas associadas aumenta o risco de morte (DI ANGELANTONIO et
al., 2015). Outros fatores de risco sdo: tabagismo, obesidade, sedentarismo, dislipidemia,
diabetes, idade superior a 55 anos para homens e 65 anos para mulheres e hereditariedade
(CHOBANIAN ARAM et al., 2003).

Hipertensdo afeta aproximadamente 1 bilhdo de individuos no mundo e ¢ o fator de risco
mais importante de morte resultante de doenca cardiovascular (RODRIGUEZ-ITURBE;
PONS; JOHNSON, 2017). A pressdo alta causa alteracdes na vasculatura e hipertrofia do
ventriculo esquerdo. A hipertensdo ¢ a principal causa de acidente vascular encefalico,
insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal e principal fator de risco para doencga arterial
coronariana, isquemia miocardica e morte subita cardiaca (BRUNTON, 2012).

A aterosclerose € caracterizada pela formagao de placas de gordura nos vasos causando
dano endotelial. Os principais fatores de risco sdo dislipidemia, tabagismo, diabetes,
hipertensdo arterial, obesidade, idade, sedentarismo, histérico familiar, fatores
socioeconomicos ¢ estresse (SEIDL; ZANNON, 2004).

A doenga coronariana ¢ o processo de aterosclerose que acomete as artérias coronarias,
causa estreitamento do lumen, reduzindo o suprimento de sangue no miocardio, podendo causar
isquemia (WONG, 2014). Os principais fatores para a doenga coronariana sdo: histdrico
familiar, diabetes, tabagismo, hipertensdo, hiperlipidemia, alimentos ricos em colesterol e
obesidade (SEIDL; ZANNON, 2004). Sendo assim, a melhora do controle glicémico previne
as doengas cardiovasculares.

O oxido nitrico que ¢ produzido pelas células endoteliais possui um grande potencial
vasodilatador e inibidor da agregagdo plaquetaria. Assim, desempenha um papel fundamental
do controle cardiovascular, prevenindo tromboses e doengas aterosclerdtica (VANHOUTTE,
2003).

O principal contribuinte para doengas cardiovasculares ¢ o tonus vascular, sendo grande
responsavel pela manutencdo da resisténcia periférica. Alteragdes no tonus vascular podem
levar a desequilibrios na perfusdo de sangue nos tecidos, isso significa que o fluxo sanguineo
na regido nao sera suficiente (CARDEN; GRANGER, 2000). O tonus do musculo liso vascular
pode ser alterado facilmente pelas mudancas nas concentragdes de célcio. Durante a contragao
h4a aumento da permeabilidade ao ion cdlcio e durante o relaxamento do vaso ocorre a
diminui¢do da concentragdo intracelular de calcio (LEDOUX et al., 2006).

Os canais de célcio dependentes de voltagem sdo amplamente expressos em todo o

sistema cardiovascular. Eles constituem a principal via de entrada de calcio, essencial para a
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manutengdo da contragdo (RICHARD, 2005). O calcio liga-se a calmodulina, formando o
complexo célcio/calmodulina. A enzima quinase da cadeia leve da miosina ¢ ativada pelo
complexo célcio/calmodulina em uma parte da molécula de miosina chamada cadeia leve. Essa
enzima ativada promove a fosforilagdo da cadeia leve de miosina. O grau dessa fosforilagdo ¢é
definido pela formacao do complexo célcio/calmodulina. A cadeia leve da miosina fosforilada
interage com a actina, formando pontes cruzadas de actina-miosina, ocorrendo assim a
contragdo celular do musculo liso (SOMLYO; SOMLYO, 2003; KAUFFENSTEIN et al.,
2012).

Entretanto, ¢ importante considerar que a contracdo do musculo liso ndo depende
somente da elevacdo do célcio intracelular. O processo contratil pode acontecer também pelo
aumento da sensibilidade das proteinas contrateis ao célcio que aumentam a afinidade dos
miofilamentos contrateis (HILGERS; WEBB, 2005)

A abertura dos canais de potdssio provoca aumento da saida de ions do meio intracelular
por difusdo passiva, o que causa hiperpolarizacdo da membrana celular. O estado
hiperpolarizado causa fechamento dos canais de célcio dependentes de voltagem e diminui¢ao
da entrada de calcio, resultando em vasodilatagdo. Ja o oposto, na despolarizagdo da membrana
ocorre o fechamento dos canais de potdssio e a abertura dos canais de calcio ativados por
voltagem, aumentando a concentragdo de calcio no citoplasma e causando vasoconstri¢ao

(FIGURA 2) (FARACI; HEISTAD, 1998).
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Figura 2 - Mecanismo de contragdo do musculo liso.
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(Fonte: Adaptado de PEREIRA, 2009).

O oxido nitrico (NO) ¢ uma das substancias vasoativas de maior importancia dentre as
liberadas pelo endotélio. E sintetizado através da hidroxilagdo de um dos nitrogénios guanidinos
da L-arginina formando NS-hidroxi-L-arginina que utiliza a NADPH e uma molécula de
oxigénio, envolvendo o complexo heme do 6xido nitrico sintase (NOS). Apds esse processo,
ocorre a conversao de N-hidroxi-L-arginina em NO e citrulina (MARLETTA; SPIERING,
2003).

Atualmente, sdo conhecidas trés isoformas de NOS: eNOS (endotelial constitutiva),
nNOS (neuronal constitutiva) e iNOS (induzida). A iNOS participa nos processos de defesa do
hospedeiro. A nNOS e eNOS sao importantes na sinaliza¢do neuronal, vasodilatagcdo e controle
da pressdo arterial. Essas isoformas sdo reguladas pelo complexo calcio-calmodulina (MARIN;
RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1995).

Para promover o relaxamento vascular o NO se difunde para as células do musculo liso
vascular onde ativa a guanilato ciclase (GC), que aumenta a concentragao intracelular de GMPc
(3', 5'-monofosfato ciclico de guanosina). O GMPc ativa a proteina quinase G (PKG), que
fosforila outras proteinas, reduzindo a concentragao intracelular e a sensibilidade das proteinas

contrateis ao calcio, ocasionando relaxamento vascular (LINCOLN; DEY; SELLAK, 2001).
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A entrada de calcio na célula ocorre, principalmente, via canais de célcio voltagem-
dependente.

A sensibilizacdo ao calcio ocorre via RhoA/Rho-quinase que ¢ ativado por agonistas de
receptores de proteina G. A RhoA ativada interage com a Rho-quinase que inibe a fosfatase da
miosina através da fosforilacdo da subunidade de ligacdo da miosina (SOMLYO; SOMLYO,
2003; MIZUNO et al., 2008)

2.5 Tratamento das doencas cardiovasculares

A manutengdo do tonus vascular ¢ importante para o controle das doencas
cardiovasculares. Os tratamentos ndo farmacoldgicos incluem mudanca no estilo de vida,
incluindo, ndo fumar, ter alimentacdo adequada, praticar esportes ¢ ndo consumir bebidas
alcodlicas (WHO, 2021).

Os vasodilatadores sdo uma importante classe de medicamentos que atuam na
manuten¢do da concentragdo de calcio (Ca®") ou alteram a sensibilidade a esses ions na
musculatura lisa e sdo utilizados para o tratamento da hipertensdo, insuficiéncia cardiaca,
angina, aterosclerose, doenga coronariana, hipertensao pulmonar e a doenga de Reynaud. Dessa
forma, aumentam o fluxo de sangue para os tecidos, diminuem a pressdo arterial e
consequentemente, ha redugdo do trabalho cardiaco (KUBOTANI; FERNANDES; JUNIOR,
2019).

Mesmo com a descoberta de novos medicamentos, por exemplos os vasodilatadores
indiretos que possuem menos efeitos colaterais, menor risco de interacdes medicamentosas e
em sua maioria mais eficazes, os vasodilatadores diretos nao foram descartados e ainda tem seu
uso empregado para situacdes mais especificas como em casos graves de hipertensao

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA., 2016).

2.6 Plantas medicinais

O uso de plantas representa uma das mais antigas formas de tratamento e prevencao de
doencas. Metabolitos secundarios presentes nas plantas sdo uma importante fonte de novas
moléculas para criagdo de fitofarmacos (HALBERSTEIN, 2005).

Plantas, em especial, formaram a base da medicina tradicional. Registros datados de
2600 a.C. demonstram que povos da antiga Mesopotdmia tinham conhecimento de
aproximadamente mil plantas ou derivados medicinais (CRAGG; NEWMAN, 2013). O

derivado vegetal exige uma série de cuidados desde sua plantacdo até a fase final do consumo
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pelo paciente. Frequentemente sdo a primeira escolha da populagdo pela facilidade de obtencao
e pelo baixo custo. Porém, sabe-se que plantas medicinais possuem ampla diversidade de
metabolitos secundarios com diversas a¢des biologicas, exigindo assim cuidado no seu uso e
preparo, além de exigir produtos de boa qualidade e orientagdo ao paciente sobre efeitos
colaterais e interacdes medicamentosas (SIMOES; ISCHENKEL; GOSMANN, 1999).

Plantas deram origem a importantes produtos farmacéuticos, como: aspirina, atropina,
artimisinina, colchicina, digoxina, efedrina, morfina, fisostigmina, pilocarpina, quinina,
quinidina, reserpina, taxol, tubocurarina, vincristina e vinblastina sdo exemplos de substancias
isoladas de plantas (GILANI; ATTA-UR-RAHMAN, 2005).

Diversas plantas possuem propriedades vasorelaxante, gragas ao seu poder antagonista
de canais de calcio, dentre elas, Nigella sativa, Rosa damascena, Carum copticum, Achillea
wilhelmsii, Pimpinella anisun, Satureja hortensis, entre outras (SHAKERI; BOSKABADY,
2015). Podem também atuar na via do o6xido nitrico, seja aumentando a sua formagao,
favorecendo seu efeito ou protegendo e aumentando sua biodisponibilidade. Alpinia zerumbet,
bradicinina, através dos receptores 32 (DE MOURA et al., 2005), Panax ginseng possui agao
vasodilatadora tanto pelo bloqueio dos canais de calcio como também pela mediagdo da
liberagdo de 6xido nitrico (SCOTT et al., 2001) e o Allium sativum possui compostos sulfurados
que in vitro apresentaram atividade vasodilatadora mediado pela libera¢do de 6xido nitrico
(ALEXANDRE; BAGATINI; SIMOES, 2008).

O medicamento hipoglicemiante de maior proeminéncia, metformina, ¢ derivado da
Galega officinalis, planta utilizada desde a idade média para tratamento de Diabetes na Europa
(GROVER; YADAV; VATS, 2002).

Diversas plantas t€ém ac¢do de inibir a a-glicosidase. Dentre elas: Rhizoma Polygonati
(CHEN et al., 2001), Syzygium malaccense (ARUMUGAM et al., 2014), Lobelia chinensis
(SHIBANO et al., 2001), Morus alba (HANSAWASDI; KAWABATA, 2006), Origanum
majorana (KAWABATA et al., 2003) e Hyssopus officinalis (JUNG et al., 2006).

2.8 A espécie Tournefortia paniculata Cham

Tournefortia paniculata ¢ um arbusto escandentes (FIGURA 3). Folhas com peciolo
delgado, de forma ovalada ou lanceolada, faces adaxial e abaxial esparsamente estrigosas,
densamente pubescente nas nervuras principal e laterais. Infloreséncia paniculoide terminal,
10-22 ¢cm de comprimento, cimeiras escorpidides 2-5 cm de comprimento, flores esverdeadas

subsséseis a sésseis, calice densamente pubescente, lobos ovais, corola hipocrateriforme, dilata
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na base, 5 estames, anteras sésseis, lanceolada, papilhosas no apice, estilete terminal, estigma
piramidal, fruto subgloboso (VITTA, 1992). Recentemente a espécie Tournefortia paniculata

Cham passou a se chamar Myriopus paniculatus, tornando o nome Tournefortia paniculata sua

sinonimia (PLANTLIST, 2021).

Figura 3 — A espécie Tournefortia paniculata

(Fonte: BITTENCOURT, 2019)

Conhecida tradicionalmente como “marmelinho” € um arbusto da familia Boraginaceae,
sendo encontrada nas regides mediterrineas, Américas e Asia (SIMAO et al., 2015). No Brasil,
distribui-se desde a Amazoénia até o Rio Grande do Sul (MELO; LYRA-LEMOS, 2008).

Moraes et al (2007) descreveram a presenca de flavonoides, taninos, cumarinas e
heterosideos cardiotonicos com base em estudos de triagem fitoquimica do extrato etandlico de
Tournefortia paniculata. (MORAES; ORLANDO VIEIRA DE; HITOMI, 2007). Outro estudo
de triagem fitoquimica utilizando técnicas extrativas e solventes diferentes indicou a presenca
de 4cidos organicos, agtcar reduzido, antraquinonas, carotendides, catequinas, lactonas
sesquiterpénicas e outras lactonas, flavonodides, saponinas e taninos (SIMAO et al., 2014).
Entretanto, os estudos fitoquimicos da espécie Tournefortia paniculata sdo superficiais e
€scassos.

Hé relatos na literatura que o decocto das folhas ¢ popularmente utilizado como
antibiotico para tratamento de infecgdes da via urindrias, diurético por pacientes com litiase
renal (BERTOLUCKCI et al., 2000; BERTOLUCCI et al., 2005).

Pesquisa realizada por Simao et al. (2012) com extratos de diversas plantas incluindo o
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extrato aquoso de Tournefortia paniculata indicou forte efeito inibidor enzimatico, sobre as
enzimas a-amilase e a-glicosidase. Posteriormente, o mesmo grupo de pesquisa publicou outro
estudo, onde quantificaram os compostos fendlicos presentes na espécie, pelo método de Folin-
Denis. Em comparacdo com outras espécies estudadas, extrato da 7. paniculata apresentou os
maiores valores de compostos fendlicos totais (36,19 g/100g de folhas secas). Provavelmente,
a atividade antioxidante da espécie ¢ devido a presenta de altos niveis de compostos fenolicos,
flavonoides, vitamina C e carotenoides presentes em suas folhas (SIMAO et al., 2013).

Apos testes in vivo foram realizados para avaliar o efeito do extrato aquoso e folhas
pulverizadas de Tournefortia paniculata em ratos Wistar. Os animais foram divididos e
submetidos a uma dieta hipercaldrica. Aqueles que receberam o extrato ou a planta pulverizada
apresentaram atividade hipoglicemiante, atividade anorexigena e perda de peso (SIMAO et al.,
2015).

O género Tournefortia vem sendo estudado em todo o mundo por sua grande variabilidade
quimica e potenciais usos terapéuticos. O estudo etnobotanico realizado em Trinidad e Tobago
em 2006 mostrou que a espécie Tournefortia hirsutissima ¢ utilizada pela sua populacdo para
o controle da hipertensdo e diabetes (LANS, 2006).

Estudo realizado com Tournefortia hartwegiana, demonstrou que 310 mg/Kg/dia por
10 dias em ratos diabéticos diminuiu em 37% os niveis de glicose no sangue, essas atividades
hipoglicémicas foram semelhantes as produzidas por Metformina 120 mg/Kg (ORTIZ-
ANDRADE et al., 2005).
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RESUMO

Tournefortia paniculata, ¢ uma planta conhecida como marmelinho e utilizada popularmente
como diurética e antidiabética. Os estudos sobre suas atividades biologicas e fitoquimica sdo
escassos. Visto isso, objetivou-se avaliar o perfil quimico e o efeito dos extratos de Tournefortia
paniculata sobre a enzima a-glicosidase, a glicagdo proteica e tonus vascular. Os extratos foram
obtidos por refluxo, a partir das folhas secas e pulverizadas, com solventes de polaridades
crescente (hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol e 4gua). Os extratos em acetato de
etila e metanol na concentracdo de 1 mg/mL foram os que indicaram maior atividade de inibi¢do
in vitro da enzima a-glicosidase 60,3 + 8% e 56,2 + 5,4%, respectivamente. Nas demais
concentragdes ndo foi observada inibicdo. Todos os extratos (1 mg/mL), com exce¢do do
aquoso, apresentaram atividade antiglicante: hexano (82,5 + 7,5%), diclorometano (84,3 +
0,88%), acetato de etila (95,2 + 1,8%) e metanol (89,7 £+ 5,6%). A avaliagdo do potencial
relaxante ap6s serotonina indicou que os extratos acetato de etila (83,4 = 4,0%) e metanol (64,1
+ 15,6%) foram os mais potentes. Também foi avaliada a relagdo entre o perfil quimico e suas
atividades biologicas através de analises de perfis cromatograficos por CLAE-DAD e de
componentes principais (PCA). Houve correlagdo positiva entre os picos majoritarios
observados e os extratos acetato de etila e metanol em relagdo ao efeito bioldgico da espécie.
Conclui-se que Tournefortia paniculata, em especial seu extrato acetato de etila e metanol
possui potencial de prevencao e tratamento do diabetes, assim como no tratamento de doencas
cardiovasculares.

Palavras-chave: Myriopus paniculatus. Inibicdo enzimatica. a-glicosidase. Glicagao.

Antiglicacdo. Vasorelaxante.
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ABSTRACT

Tournefortia paniculata, is a plant known as “marmelinho” and popularly used as a diuretic
and antidiabetic. Studies on its biological and phytochemical activities are scarce. Thus, this
study aimed to characterize the chemical profile and the effect of Tournefortia paniculata
extracts on the a-glucosidase enzyme, protein glycation and vascular tone. The extracts were
obtained by reflux, from the dried and pulverized, with solvents of different polarities: hexane,
dichloromethane, ethyl acetate, methanol, and water. In the in vitro inhibition test of the a-
glucosidase enzyme, the extracts (1mg/mL) that had the best performance were ethyl acetate
(60.3 £ 8%) and methanol (56.2 +5.4%) in the other concentrations no inhibition was observed.
All extracts (1 mg/mL), except the aqueous extract, showed antiglycant activity: Hexane (82.5
+ 7.5%), dichloromethane (84.3+0.88%), ethyl acetate (95.2 = 1.8%) and methanol (89.7 +
5.6%). The evaluation of the relaxing potential after serotonin again showed that the most
potent results were from the ethyl acetate (83.4 + 4.0%) and methanol (64.1 £ 15.6%) extracts.
The relation between the chemical profile and its biological activities was also evaluated
through chromatographic profile by HPLC-DAD and principal component analysis (PCA).
There was a positive correlation between the major peaks observed and the ethyl acetate and
methanol extracts regarding the biological effect of the species. It is concluded that
Tournefortia paniculate, especially ethyl acetate and methanol extract, has potential for the
prevention and treatment of diabetes, as well as for the treatment of cardiovascular diseases.

Keywords: Myriopus paniculatus. Enzyme inhibition. a-glycosidase. Glycation. Vasorelaxant.
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1. INTRODUCAO

Doengcas cronicas ndo transmissiveis apresentam elevada morbidade e mortalidade, tem
sido consideradas problemas de satide publica no Brasil e em todo mundo, com o diabetes em
segundo lugar das doengas que mais causam custos ao Sistema Unico de Satude (SUS) no Brasil,
correspondendo a cerca de 30% dos gastos, aproximadamente R$1,15 bilhoes (NILSON et al.,
2018). Em 2019, 1,5 milhdes de pessoas tiveram mortes diretamente causadas por diabetes
(WHO, 2021). Sendo assim, a busca por novos agentes terapéuticos se faz necessaria para
promover uma melhora na qualidade de vida destes pacientes.

A diabetes ¢ um importante fator de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares. Dentre os fatores que contribuem para o desenvolvimento dessas doengas,
destacam-se as alteragdes no tonus vascular que resultam em aumento da resisténcia periférica
e prejuizo da perfusdo tecidual (CARDEN; GRANGER, 2000). Sendo assim, os
vasodilatadores sao uma importante classe de medicamentos que promovem relaxamento da
musculatura lisa vascular, contribuindo para restabelecer o fluxo de sangue para os tecidos
(KUBOTANI; FERNANDES; JUNIOR, 2019).

As doencas cardiovasculares, assim como a neuropatia, nefropatia, retinopatia diabética
e outras complicagdes, podem ser causadas pela glicacdo. Essa reacdo entre glicose e
componentes celulares ¢ considerada um dos mais importantes mecanismos propostos para
relacionar a hiperglicemia cronica com as varias doengas associadas a diabetes (BROWNLEE,
2001). Os produtos de glicagdo avancada sdo formados a partir de interagdes aminocarbonilo,
induzidas por reagdes ndo enzimdticas entre acucares redutores ou lipideos oxidados e
proteinas, aminofosfatideos ou acidos nucleicos (MONNIER, 2003).

Portanto, controlar a glicemia ¢ fundamental para evitar as complicacdes da diabetes.
Ha varias estratégias farmacologicas disponiveis para tratar a doenca, como o uso de inibidores
de a-glicosidase. Estes farmacos podem ser usados no tratamento de diabetes tipo I e II. As
enzimas o-glicosidase sdo necessarias para a etapa final da quebra de carboidratos, como
amidos, dextrinas e maltose, em monossacarideos absorviveis e estdo localizadas nas
vilosidades dos enterocitos presentes no intestino delgado (ROSS; GULVE; WANG, 2004). O
uso desses farmacos auxilia no controle da glicemia pos-prandial e na prevengdo de
complicacdes. Entretanto, assim como acontece durante o uso de outros farmacos para tratar
diabetes, ha efeitos indesejados e a eficacia nem sempre ¢ satisfatoria.

Sendo assim, ¢ imprescindivel buscar novas alternativas para o tratamento da doenca.

Sabendo-se do potencial de plantas medicinais como fonte de substancias bioativas, a pesquisa
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por produtos de origem vegetal para tratar diabetes ¢ interessante. Conhecido popularmente
como marmelinho, a Tournefortia paniculata é um arbusto da familia Boraginaceae,
encontrado nas regides mediterraneas, Américas e Asia (SIMAO et al., 2015). Apresenta-se
também como Myriopus paniculatus, sua sinonimia. Estudos prévios sugerem que a espécie
Tournefortia paniculata contém substancias com efeito inibitdrio in vitro sobre as enzimas o-
amilase e a-glicosidase (SIMAO et al., 2013). Também foram realizados estudos em ratos
Wistar, sugerindo efeito hipoglicemiante e anorexigeno (SIMAO et al., 2015). Com isso,
objetivou-se avaliar o potencial de diferentes extratos de Tournefortia paniculata para auxiliar

no tratamento e na prevengao de complicacdes da diabetes.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Material vegetal e extragio

O material vegetal foi coletado no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), Lavras - MG, localizado nas coordenadas 21° 14* S ¢ 45° 00 W, a 918 m de
altitude. O material botanico foi depositado no Herbario PAMG da Empresa de Pesquisa
Agropecudria de Minas Gerais (EPAMIG), em Belo Horizonte - MG, sob registro nimero
PAMG-57806. As folhas foram coletadas e secas a 40°C até peso constante.

A planta seca foi pulverizada em moinho de facas e os extratos preparados por refluxo,
empregando sequencialmente os seguintes solventes: hexano, diclorometano, acetato de etila,
butanol e 4gua. A proporcdo de material vegetal em relacdo ao solvente foi de 20%. Os extratos
foram concentrados em rotavapor a vacuo a 40°C e seus rendimentos extrativos calculados e
expressos em porcentagem (TABELA 1).

Todos os extratos foram solubilizados com Kolliphor® (10 mg/mL) que foi a menor

concentragdo que os solubilizou de forma homogénea e foi inerte nos testes.

Tabela 1- Teor (%) dos extratos de T. paniculata obtidos com diferentes solventes.

Massa obtida (g) Teor (%)
Material vegetal seco total 745,00 100
Ext. hexano 6,05 0,81
Ext. diclorometano 5,54 0,74
Ext. acetato etila 5,92 0,79
Ext. metanol 7,47 1,00
Ext. aquoso 43,24 5,80

Fonte: Da autora (2021).

2.2 Extracao da a-glicosidase

A a-glicosidase foi obtida do duodeno fresco suinos provindos do abatedouro Correia
Lima, localizado na cidade de Lavras — MG. Logo apds o abate dos porcos, removeu-se com
cuidado 20 cm de duodeno, logo apos o piloro. O material foi levado imediatamente para o
laboratério em banho de gelo JOHN MARSHALL; STURGEON; WHELAN, 1977).

O duodeno foi lavado cuidadosamente com tampao fosfato salino gelado. Em seguida,

aberto no sentido longitudinal. A mucosa foi exposta e raspada com auxilio de uma espatula.
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Durante toda a extra¢do foi mantida a temperatura de 4°C em banho de gelo. Cada parte de
mucosa raspada foi homogeneizada com 5 partes de tampao fosfato salino gelado pH 7,4. Apos
homogeneizar bem, a mistura foi centrifugada a 4000 RPM por 10 minutos a 4C° e coletou-se

o sobrenadante, solucdo rica em enzima a-glicosidase (DAHLQVIST, 1984).

2.3 Inibicao da a-glicosidase

O efeito dos extratos de Tournefortia paniculata sobre a enzima a-glicosidase foram
realizados in vitro da seguinte forma: um volume de 120 pL de substrato p-nitrofenil-a-D-
glicosideo (p-NPG) a 4,25 mM e 30 pL da amostra, isto ¢, de diferentes concentragdes (1
mg/mL; 0,1 mg/mL e 0,01 mg/mL) de extratos que foram solubilizados com Kolliphor® (10
mg/mL) e diluidos em tampao fosfato de potassio (100 mM), foram aquecidos separadamente
em banho-maria a 37 °C por 15 minutos. A seguir, foram adicionados em microplaca de 96
pogos juntamente com 50 pL da solugdo de enzima. A andlise foi realizada de acordo com EL-
GUENDOUZ et al. em 2016, com modifica¢des. Foram realizadas leituras a 405 nm com
intervalo de 1 minuto em espectrofotometro TECAN INFINITY M200 PRO, operado com o
sistema de processamento de dados I-control ® (versao 3.37), temperatura a 37 °C. As analises
foram realizadas em triplicata, obtendo-se uma média. O controle negativo utilizado foi 120 pL.
de p-NPG; 50 pL de enzima e 30 uL tampdo fosfato (pH 6,8) com Kolliphor® (10 mg/mL).
Como controle positivo foi empregado 120 pL de p-NPG, 50 pL de enzima e 30 uL de
diferentes concentracdes de acarbose, conhecido inibidor da a-glicosidase (PEREIRA et al.,

2011). A porcentagem de inibi¢do enzimatica foi calculada seguinte forma:

a Controle — a Teste
Porcentagem de inibicio (%) = x 100
a Controle

2.4 Ensaio antiglicacio

O ensaio antiglicacdo foi realizado conforme SUANTAWEE et al. (2015), com
modifica¢des. Basicamente, 200 pL de albumina bovina sérica (BSA, 10 mg/mL) foram
adicionados a 200 uL de frutose (200 mM), ambos em solucdo 100 mM de tampao fosfato de
sodio (pH 7,4), contendo 0,02 % de azida sodica para prevenir a proliferacdo bacteriana. A
mistura reacional foi incubada com 200 pL dos extratos (0,001 a 1 mg/mL), solubilizadas em
Kolliphor® (10 mg/mL) e diluidos em tampao fosfato de fosfato de sodio (pH 7,4), a 37 °C por

sete dias. As reacdes foram feitas em microtubos de 1,5 mL.
40



Apds o periodo de incubacdo, 250 pL da mistura reacional foram transferidos para
microplacas escuras de 96 pocos e a formagao de BSA glicada foi medida utilizando intensidade
fluorescente a um comprimento de onda de excitagdo de 355 nm e 460 nm de emissdao em
espectrofotometro TECAN INFINITY M200 PRO, operado com o sistema de processamento
de dados I-control ® (versdo 3.37). A mistura reacional sem frutose foi utilizada como branco.
Como controle negativo foi utilizado Kolliphor® (10 mg/mL) e, como controle positivo,
aminoguanidina (0,1 a 1 mg/ml). As analises foram realizadas em triplicata (SUANTAWEE
et al., 2015)

(Extrato — Branco)

Porcentagem de inibi¢do (%) = , ,
g ¢ao (%) (Controle negativo — branco controle negativo)

2.5 Avaliacao do efeito ex vivo
2.5.1 Obtencao dos coracgdes

Visando reduzir o uso de testes em animais foram utilizados cora¢des suinos
provenientes de descarte de abatedouro. Os experimentos com animais ja abatidos sdo isentos
de aprovagdo do comité de ética institucional.

Os coragdes suinos foram obtidos do abatedouro Almeida localizado no municipio de
Nepomuceno — MG onde foram removidos imediatamente apds o abate. O coracdo coletado foi
transportado ao laboratorio em solucdao de Krebs resfriada (NaCl 119; KCI 4,7; KH>PO4 1,18;
MgSO04 1,18; CaClz 1,25; NaHCO; 25; CsHi1206 11 (mmol/L)). O material foi acondicionado
em caixa de isopor com gelo para manter o resfriamento até o0 momento da dissecagdo extragao

do vaso.

2.5.2 Efeito de Tournefortia paniculata na reatividade vascular

A artéria corondria circunflexa esquerda obtida de coracdo suinos foi livre de tecidos
conectivos e cortada em anéis de 4 mm de comprimento.

Para avaliar a tensdo isométrica dos vasos os anéis foram suspensos através de um par
de tridngulos de metal, em uma cuba de vidro para o 6rgdo isolado contendo de solucdo de
Krebs Bicarbonato: NaCl 119; KCI 4,7; KH>PO4 1,18; MgS04 1,18; CaCl, 1,25; NaHCOs 25;
CsHi1206 11 (mmol/L); pH 7,4 mantidos juntamente com carbogénio, uma mistura contendo

95% O3 e 5% CO., a uma temperatura de 37°C. Um dos ganchos foi conectado a um suporte
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fixo ajustavel e o outro a um transdutor para registro de contragdo isométrica (FIGURA 3). Os
resultados das contragdes foram obtidos pelo programa AQCAD computacional conectado aos
transdutores.

Apoés a estabilizacdo dos vasos na tensdo de 5 g/F (MUSHTAQ et al., 2019), a
viabilidade foi testada com cloreto de potassio (KCI, 45mM) e durante toda a estabilizacdo a

solu¢do de Krebs Bicarbonato foi trocada a cada 15 minutos.

Figura 1 — Exemplo de banho de 6rgaos isolados.
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Fonte: (YILDIZ et al., 2015).

2.5.3 Efeito dos extratos Tournefortia paniculata nas artérias coronarias pré-contraidas

Apos a estabilizagdo por 1 hora com lavagem de solug¢do de Krebs a cada 15 minutos,
as artérias foram testadas com KCl (45 mM), seguindo a estabilizacdo do platd foi adicionado
1 mg/mL dos extratos, que foram solubilizados com Kolliphor® (10 mg/mL) e diluidos em
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solu¢do de Krebs Bicarbonato, para avaliar a resposta do vaso.

Ap6s o teste de viabilidade com KC1 (45 mM), as cubas foram lavadas a cada 15 minutos
por 1 hora a fim do vaso voltar ao estado basal. A integridade do endotélio também foi avaliada
ap0s pré-contragdo com serotonina (5-HT*) e, em seguida, adi¢do de Bradicinina (0,3 pmol/L),
uma droga capaz de promover relaxamento vascular dependente de endotélio. Os anéis que
produziram relaxamento superior a 80% foram considerados com endotélio e foram lavados
novamente a cada 15 minutos por 1 hora a fim do vaso voltar ao estado basal. Em seguida,
dando continuidade ao teste foi aplicado serotonina (5-HT-*) e seguindo a estabiliza¢do do plato

foi adicionado 1mg/mL dos extratos para avaliar a resposta do vaso.

2.6 Analise do perfil quimico

Como ainda ndo existem estudos fitoquimicos que descrevam a composi¢do quimica
desta espécie, os extratos de Tournefortia paniculata foram submetidos a andlise de impressao
digital. A analise cromatografica de impressoes digitais ¢ um dos métodos de avaliagdo quimica
preliminar de extratos vegetais e, ¢ aceita pela OMS como uma estratégia para estimar
diferencas qualitativas em preparados de plantas medicinais (HAWRYL et al., 2020).

Para a preparag@o da amostra, uma aliquota de 10 mg de cada extrato foi dissolvida em
1 mL de metanol grau CLAE, a temperatura ambiente, em banho de ultrassom por 15min. Apos
centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 min, o sobrenadante (10 pL) foi automaticamente injetado
no sistema da CLAE.

Os perfis cromatograficos exploratdrios foram obtidos para as amostras Tournefortia
paniculata, empregando um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) Agilent
1200 Series (Agilent Technologies®, Waldbronn, Alemanha) equipado com bomba quaternéria
(G1311A), sistema de degaseificacdo (G13222A), amostrador automatico ALS (G1322A),
detector de arranjo de diodos (G1315D) e sistema de aquisi¢do de dados operacionalizados pelo
software OpenLAB. As separa¢des foram realizadas em uma coluna analitica de fase reversa
Eclipse XDB-C18 (5 um % 150 mm x 4,6 mm 1.D.) (Agilent Technologies®, EUA), com fluxo
de 1 mL/min, empregando gradiente linear de acetonitrila acidificada com 0,1% e &cido

fosforico, conforme descrito na Tabela 2.
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Tabela 2 - Gradiente linear de eluicdo empregado para registro dos perfis cromatograficos

exploratorios por CLAE.
Tempo (min) A (%) B (%)
0 95 5
65 5 95
70 5 95
75 95 5
85 95 5

Legenda: A= agua. B = acetonitrila. Ambos os eluentes foram
acidificados com 0,1% de acido fosforico.
Fonte: Da autora (2021).

As analises foram realizadas a 40 °C, com detec¢d@o no comprimento de onda de 210

nm.

2.7 Analise estatistica dos dados

Foram obtidas as médias das porcentagens de inibi¢do enzimatica e de inibicdo da
glicagdo para cada amostra. Dos experimentos de reatividade vascular, foram obtidas curvas
concentragdo-resposta e o efeito maximo foi comparado entre os extratos. Foi usada a média +
erro padrdo da média (EPM) de cada dado. Os dados foram analisados no programa Graphpad
Prism 5.0, utilizando ANOVA e pds-teste de Dunnett. Foi considerado significativo valores de
p <0,05.

A analise de PCA consiste em identificar dentro de multiplos dados qual a direcdo que
contém o maior nimero de informagdes. Por meio da padronizagdo dos dez picos com maior
porcentual de area relativa nos perfis cromatograficos foi possivel demonstrar diferencas entre
os extratos analisados (grafico de scores) e determinar sua correlagdo com as variaveis de
atividades biologicas (grafico de loadings).

Como durante a elui¢do, algumas variagdes podem ocorrer nos tempos de retengdo
devido a fatores como condicionamento de coluna, temperatura e pressdo, optamos por numerar
os dez picos de maior porcentual de area relativa em ordem crescente relativo ao tempo de
eluicdo (picos 1 a 10, conforme Figura 6). A analise de componentes principais (PCA) foi

realizada no software Statistica, versao 13.5 (StatSoft, Tulsa, OK).
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3. RESULTADOS

3.1 Efeito de Tournefortia paniculata sobre a atividade de a-glicosidase

Os extratos de Tournefortia paniculata foram avaliados em duas concentragdes (0,1
mg/mL e 1,0 mg/mL). Nenhum dos extratos avaliados apresentou efeito inibitdrio significativo
na menor concentragdo. Na concentracdo de 1 mg/mL, os extratos acetato de etila e metanol
foram os que apresentaram maior efeito inibitdrio, 60 + 8% e 56,2 £ 5,4% respetivamente. Nao
foram observadas atividades inibitoria da a-glicosidase para os extratos hexano, diclorometano
e aquoso em nenhuma das concentragdes testadas (FIGURA 2).

A acarbose (1 mg/mL), conhecido inibidor da glicosidase (controle positivo) inibiu a
atividade da glicosidase em 98 + 1,2%. Este efeito foi semelhante ao observado na concentragdo
de 0,1mg/mL. O efeito observado para a acarbose foi significativamente maior que o observado

para os extratos na mesma concentragao.

Figura 2 - Porcentagem de inibi¢cdo da enzima o-glicosidase em relagdo aos extratos de
Tournefortia paniculata. Resultados dos extratos nas concentragdes de
0,Img/mL e 1,0 mg/mL.
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Legenda: H: Extrato hexano; DM: Extrato diclorometano; AE: Extrato acetato de etila; M:
Extrato metanol; A: Extrato aquoso; AC: Acarbose.

3.2 Efeito de Tournefortia paniculata sobre a inibi¢ao da glicacio proteica

A aminoguanidina ¢ um dos agentes mais utilizados e mais eficazes para prevenir e
reduzir a formacdo de produtos de glicacdo (controle positivo). Nos testes, a aminoguanidina

apresentou uma capacidade de inibir a glica¢do proteica em 91 + 8,3% na concentragdo de 1
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mg/mL e 77 + 13% na concentragdo de 0,1 mg/mL.

No ensaio anti-glicacdo os extratos preprados com solventes organicos apresentaram
uma inibicdo concentragdo-dependente. J4 o extrato aquoso ndo apresentou inibicdo em
nenhuma das concentragdes (FIGURA 3).

O extrato acetato de etila a 1,0 mg/mL apresentou a maior capacidade antiglicacdo in
vitro com 95 £ 1,8%, seguido pelo extrato metanolico com 89 + 5,6%, extrato diclorometano
com 84 + 0,8% ¢ extrato hexano com 82 = 7,5 % (FIGURA 3).

Na concentragdo de 0,1 mg/mL, os extratos obtiveram os seguintes percentuais de
inibicao: hexano 40,3 + 12,7%, diclorometano 35,7 + 12,5%, acetato de etila 44 + 14,6% ¢
metanol 46,2 + 15,6%. O extrato aquoso obteve resultado proximo a zero 5,6 + 5,6%.

Os resultados mostrados apresentam um efeito significativo na inibicdo da formagao
dos produtos finais de glicacdo. Apesar de ndo haver diferenca significativa entre eles, os
extratos acetato de etila metanol e diclorometano, na concentra¢do de 1mg/mL, apresentaram

valores inibitdrios semelhantes ao observado para aminoguanidina (controle positivo).

Figura3 - Porcentagem de inibi¢do da glicacdo em relacdo aos extratos de Tournefortia
paniculata. Resultados dos extratos nas concentragdes de 0,1mg/mL e 1,0
mg/mL.
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Legenda: H: Extrato hexano; DM: Extrato diclorometano; AE: Extrato acetato de etila; M: Extrato
metanol; A: Extrato aquoso; AG: Aminoguanidina.
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3.3 Resultados de Tournefortia paniculata na reatividade vascular

O veiculo usado no preparo dos extratos, solugdo aquosa de Kolliphor® (10mg/mL) ndo
promoveu efeito significativo sobre a tensdo vascular (FIGURAS 4 ¢ 5).

Ap6s o teste de viabilidade das artérias com KCl (45 mM) e de integridade do endotélio
com bradicinina (0,3 pumol/L), foi feita uma pré-contragdo com KCI (45 mM) para avaliar o
efeito dos extratos sobre a tensdo vascular. Com excecdo do extrato em acetato de etila, os
demais tenderam a aumentar a tensdo vascular. Entretanto, nenhum dos extratos apresentou

efeito significativo sobre a tensdo da coronaria suina (FIGURA 4).

Figura4 - Porcentagem de relaxamento vascular apds pré-contracdo com KCI mediante
tratamentos com extratos de Tournefortia paniculata
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Nos testes em que a pré-contragdo foi feita com serotonina, os extratos acetato etila e

metanol produziram o maior efeito de relaxamento na concentragdo 1 mg/ml.
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Figura5- Porcentagem de relaxamento vascular apds pré-contragdo com serotonina
mediante tratamentos com extratos de Tournefortia paniculata
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Dentre todas os extratos testados, os extratos acetato etila e metanol se mostraram os
mais potentes e produziram um relaxamento de 83,4 = 4% e 64,1 £ 15,6%, respetivamente, nas
artérias coronarias apds contracdo com serotonina (FIGURA 5). O extrato aquoso promoveu
relaxamento menos acentuado, com 44 + 13,6%, em relagdo aos extratos acetato de ctila e
metanol. J4 os extratos hexano e diclorometano ndo obtiveram resultados significativamente
diferentes do controle ap6s pré-contracdo com serotonina, sendo 37,5 + 3,2% e 23,2 = 1,1%,

respectivamente.

3.4 Analise do perfil quimico

A andlise dos perfis cromatograficos por CLAE-DAD a 210 nm foi realizada nas
mesmas condi¢des para todos os extratos, a fim de apontar diferengas e/ou semelhangas no
perfil quimico.

Os perfis cromatograficos dos extratos hexano, diclorometano e acetato de etila
caracterizaram os perfis mais complexos. O perfil do extrato hexanico apresentou um pico
majoritario de polaridade intermediaria aproximadamente em 36 min. Os perfis
cromatograficos dos extratos diclorometano e acetato de etila foram similares com
predominancia de picos no intervalo de 20 a 75 min. Os perfis dos extratos metanol e aquoso
também indicaram semelhanca entre si. Nestes perfis os picos se concentraram na regido de
compostos polares (0-30 min), sendo observados dois picos majoritdrios com tempos de

retengdo de 3,41 e 21,88 min. O perfil do extrato metandlico (92 picos) demonstrou ser mais
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complexo que do extrato aquoso (37 picos). Entretanto, em ambos predominaram picos com
areas abaixo de 1% (FIGURA 6).

A fim de apontar os picos potencialmente responsaveis pelas atividades bioldgicas por
meio de andlise quimiométrica, os dez picos de maior area relativa foram selecionados,

conforme apresenta a Tabela 3 e Figura 6.

Tabela 3 -  Picos selecionados da impressao digital obtida por CLAE-DAD a 210 nm para
fins de analise de componentes principais apontados na Figura 4 para cada perfil
cromatografico dos extratos de Tournefortia paniculata

Extrato hexanico

Niimero do pico TR (min) Area Area relativa (%)
1 3,13 796685 0,61
2 20,36 62205 0,05
3 24,99 703524 0,54
4 25,88 404262 0,31
5 36,50 5078601 3,88
6 60,76 1981328 1,52
7 62,47 2245520 1,72
8 69,68 1095406 0,84
9 73,46 2286761 1,75
10 74,03 3216482 2,46

Extrato Diclorometano

Niimero do pico TR (min) Area Area relativa (%)
1 2,98 1273258 0,66
2 20,41 2537512 1,32
3 24,75 2200275 1,14
4 25,85 1876774 0,97
5 36,49 8119842 4,21
6 60,84 3375827 1,75
7 62,49 2571433 1,33
8 69,51 4167590 2,16
9 73,31 7771650 4,03
10 73,71 12102642 6,28
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Tabela 3 - Continuagao.

Extrato Acetato de etila

Niimero do pico TR (min) Area Area relativa (%)
1 3,05 686715 0,27
2 20,44 4027770 1,58
3 24,79 6925779 2,72
4 25,87 3296990 1,29
5 36,51 10370832 4,07
6 61,07 5396282 2,12
7 62,79 3177489 1,25
8 69,43 1174473 0,46
9 72,78 16378657 6,43
10 73,75 18350566 7,21

Extrato Metanolico

Niimero do pico TR (min) Area Area relativa (%)
1 3,41 44744341 11,35
2 20,64 3527863 0,89
3 24,75 1880347 0,48
4 25,88 4697057 1,19
5 36,55 1577981 0,40
6 60,54 5945610 1,51
7 62,37 2251251 0,57
8 69,85 4624610 1,17
9 72,99 18247390 4,63
10 73,61 16208617 4,11

Extrato aquoso

Niimero do pico TR (min) Area Area relativa (%)
1 3,19 796885 0,61
2 20,86 938183 0,72
3 24,99 703524 0,54
4 25,88 404267 0,31
5 36,50 5078601 3,88
6 60,77 1981328 1,52
7 62,47 2245520 1,72
8 69,68 1095406 0,84
9 73,46 2286761 1,75
10 74,03 9939168 7,60
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Figura 6 - Perfis cromatograficos por CLAE-DAD para os extratos de Tournefortia
paniculata a 210 nm.
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Extrato metanol
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Figura 7 -  Grdficos de scores ¢ loadings para PCA (PCA1 x PCA2) dos extratos de Tournefortia
paniculata (scores) e dos 10 picos de maior area relativa analisados por analise de
impressao digital por CLAE-DAD e atividades biologicas (loadings).
Scores Loadings
4
1
Pico 1
3 Agua
Picg 10
2 Pico 8
Pic
g Metanol = Pico 9
o 1 ° Y
& o Vagorelaxan
& N0 1=
g, S Picos 7
S o Inibi¢cao a-glicosidas:
Hexano
- Acetato de etila °
o Drclorgmetano Pic
2 Anfiglicaga
» ico 5
3
6 5 4 3 2 10 1 2 3 4 1 0 1

Factor 1: 58,23%

PC 1:58,23%

A correlagdo entre os 10 picos de maior area percentual relativa dos cromatogramas

(FIGURA 6) e as atividades bioldgicas avaliadas (a-glicosidase, antiglicagdo e vasorelaxante).

foram avaliados por meio de andlise de componentes principais (PCA).
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De acordo com os resultados observados na Figura 7, a primeira componente principal
(PC1) e a segunda (PC2) foram capazes de descrever 83,55 % da variancia total. A componente
principal 1 (PC1) representou 58,23 % da variacao total dos dados, sendo observado a formagao
de dois grupos (da esquerda, com valores de PC1 negativos e da direita, com valores de PC1
positivos). No grafico de escore observa-se que o grupo da direita foi constituido pelos extratos
hexano e diclorometano, apresentando perfis cromatograficos bastante semelhantes. Distin¢ao
quimica expressiva no grupo da direita foi observada no extrato aquoso. J4 o grupo da esquerda
foi representado pelos extratos provenientes do acetato de etila e metanol.

Pela analise do grafico de peso (loadings) sobre o de escores (FIGURA 7) observa-se a
correlacdo entre os perfis quimicos dos extratos acetato de etila e metanol e as atividades
bioldgicas (inibidora da a-glicosidase, antiglicacdo e vasorelaxante). Este resultado corrobora
com as observagoes anteriores. Os dados sugerem que os picos 5 € 6 do extrato acetato de etila
tem forte efeito antiglicagdo. Os constituintes quimicos correpondentes aos picos 3 € 7 possuem
maior evidéncia que sdo os responsaveis pelo efeio inibitério da a-glicosidase e os picos 4 ¢ 9

sobre o vasorelaxamento.

4. DISCUSSAO

Na preparacdo de um extrato vegetal a partir de plantas medicinais, se busca extrair da
forma mais seletiva possivel os constituintes ativos. Uma vez que a composi¢do quimica de
Tournefortia paniculata ndo ¢ conhecida, a extracdo com solventes de polaridades crescente foi
empregada neste estudo, a fim de selecionar extratos com maior potencial antidiabético e
vasorelaxante.

Os resultados deste estudo sugerem que os extratos em acetato de etila e metandlico da
planta Tournefortia paniculata (syn. Myriopus paniculatus), podem ajudar no controle da
glicemia e na prevengdo de complicagdes relacionadas a diabetes. A diabetes ¢ um problema
de satide publica em todo o mundo e existe uma grande demanda por novas e eficientes
estratégias de tratamento. Dentre estas estratégias, o uso de plantas medicinais ¢ uma opgao
valiosa, uma vez que sdo fontes de substancias quimicas biologicamente ativas que podem
auxiliar no tratamento de doengas.

Controlar a glicemia ¢ fundamental importancia para evitar as complicagdes da diabetes.
Existem diversas estratégias farmacologicas disponiveis para tratar a doenga, dentre elas, o uso
de inibidores de a-glicosidase.

As enzimas a-glicosidase sdo necessarias para a digestdo de polissacarideos e absor¢ao
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de glicose. Assim, os inibidores de a-glicosidase sdo alternativas eficazes na terapia da diabetes
tipo II e hiperglicemia.

Neste trabalho foram avaliados diferentes extratos da planta e foi observado que os
extratos acetato de etila e metanol, na concentra¢do 1 mg/mL, apresentaram efeito inibitdrio da
enzima a-glicosidase.

O efeito de inibicao da atividade de a-glicosidase pelos extratos de Tourneforia
paniculata foi explorado previamente por SIMAO; CORREA e CHAGAS (2012). Neste
estudo, os autores avaliaram extratos de diversas plantas, entre elas: Simaba ferruginea,
Baccharis trimera, Aloe vera, Garcinia cambogia e Tournefortia paniculata. A enzima o-
glicosidase, assim como no presente estudo, foi obtida de duodeno suinos, porém foi usada
outra metodologia na extracdo da enzima. O extrato aquoso de Tournefortia paniculata
apresentou resultado inibitdrio superior as demais plantas avaliadas.

No nosso grupo de pesquisa (BITTENCOURT, 2019) avaliou o potencial da
Tournefortia paniculata em inibir a enzima a-glicosidase. As fragdes diclorometano e butanol
foram as que apresentaram a maior inibicdo enzimatica (ICso de 0,096 e 0,094 mg/mL,
respectivamente). Neste estudo foram obtidas fragdes por particdo liquido-liquido com
solventes de polaridade crescente a partir do extrato bruto etandlico. No trabalho de Bittencourt
(2019) foi utilizado a enzima a-glicosidase recombinante bacteriana e no presente trabalho
usou-se o-glicosidase de intestino suino, um mamifero, que possui a enzima com mais
homologia a humana. Além disso, o protocolo para avaliar o efeito inibitério também foi
diferente.

Diversas complicagdes da diabetes podem ser causadas pela glicacdo. A reacdo entre
glicose e componentes celulares ¢ um dos mais importantes mecanismos propostos para
relacionar a hiperglicemia cronica com as varias doengas associadas a diabetes (BROWNLEE,
2001).

Outro efeito observado no presente trabalho foi a inibicdo da glica¢do proteica. Os
resultados mostraram que os extratos inibiram a formag¢ao de produtos glicados, sendo que na
maior concentracdo (1 mg/mL) a inibi¢do observada para os extratos diclorometano, acetato de
etila e metanol foi igual a observada para AG (controle positivo). Esse resultado sugere que a
espécie estudada pode contribuir para a prevengdo de complicacdes relacionadas a diabetes, ja
que os produtos de glicacdo avangada estdo associados a alteragdes em varios tecidos.

Quando ligada em receptores especificos pode ocorrer uma alteragcdo na sinalizagdo
celular resultando em aumento da producdo de radicais livres. Os produtos finais de glicacdo

avancada contribuem para complicac¢des vasculares na diabetes sendo assim um alvo promissor
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para medidas terapéuticas (GOH; COOPER, 2008; BROWNLEE, 2001). Ha evidéncias de que
em diabéticos ha maior producdo de espécies reativas de oxigénio e que o estresse oxidativo
estd associado as complicagdes da diabetes (SONG et al., 2021). Estudos mostram que existe
uma boa correlacdo entre atividade antiglicagdo e capacidade antioxidante (MATSUDA et al.,
2003; YOKOZAWA; NAKAGAWA, 2004). No trabalho realizado por BITTENCOURT
(2019), foi observado que a espécie Tormefortia paniculata, atual Myriopus paniculatus,
apresentou efeitos antioxidantes significativos, em especial, sua fracdo butanélica, que mostrou
resultados melhores que Butil-hidroxitolueno (BHT), conhecido antioxidante.

Diversos agentes naturais e sintéticos com possiveis propriedades antiglicacdo sdo
estudados. Foi mostrado que o extrato aquoso e fragdo acetato de etila de canela (Cinnamomum
zeylanicum Blume), apresentaram uma atividade inibitdria significativa contra a formacao de
produtos finais de glicagdo avangada (PENG et al., 2008).

O interesse em plantas que atuem em mecanismos diversos para tratar diabetes, como
inibindo a a-glicosidase e a glicagdo proteica, torna a Tournefortia paniculata uma alternativa
de tratamento extremamente promissora.

Além disso, a diabetes ¢ um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de
doengas cardiovasculares, o que aumenta muito o risco de morte.

Viarias ssubstancias sdo utilizadas para o tratamento de diversas doencas
cardiovasculares dentre elas os vasodilatadores. O relaxamento e contragdo depende de varios
fatores dentre eles o endotélio. O controle do tonus vascular pelo endotélio ¢ devido a liberagao
de mediadores como o o6xido nitrico, prostaciclinas e de outros fatores que induzem
hiperpolariza¢do do musculo liso vascular (CHADHA et al., 2011).

O oxido nitrico se difunde para a camada de células musculares lisas e promove
relaxamento através da ativacdo da guanilato ciclase soluvel que leva a produgdo de um
nucleotideo ciclico, o GMPc. Os nucleotideos ciclicos, tanto o AMPc quanto o GMPc levam a
um relaxamento vascular através da ativagdo das respectivas proteinas quinases, a proteina
quinase A (PKA) e proteina quinase G (PKG) (DOSTMANN et al., 2002). Assim, estas
enzimas induzem um relaxamento na musculatura lisa através de varias agoes: ativacao de
canais de potassio, aumento da recapta¢do de Ca*" ou podem ainda inativar a quinase da cadeia
leve da miosina (KRUMENACKER; HANAFY; MURAD, 2004).

No presente trabalho foi demonstrado que os extratos acetato de etila e metanol a 1
mg/mL apresentaram efeito vasodilatador na presenca de endotélio apds pré-contragdo com
serotonina. Um dos mecanismos de relaxamento do musculo liso é o bloqueio dos canais de

calcio. Porém, foi observado que pds-contragdo com KCI o vaso ndo relaxou, sugerindo que
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ndo seja esse 0 mecanismo envolvido no relaxamento observado.

A abertura dos canais de potdssio provoca aumento da saida de ions do meio intracelular
por difusdo passiva, o que causa hiperpolarizagdo da membrana celular. Essa hiperpolariza¢ao
causa fechamento dos canais de célcio dependentes de voltagem e diminui¢do da entrada de
calcio, resultando em vasodilatagao (FARACI; HEISTAD, 1998).

No trabalho realizado por Diniz et al. (2013) foi observado que a 4-metoxixantona nao
obteve relaxamento pds contragdo com KCl porém quando pré-contraida com fenilefrina obteve
relaxamento. A auséncia de relaxamento nos vasos pré-contraidos com KCI ¢ uma indicagao
da participagdo dos canais de potassio. Para verificar essa hipdtese o grupo utilizou
tetractilamonio (TEA) que atua como bloqueador dos canais de potdssio nos vasos pré-
contraidos com fenilefrina. O TEA bloqueou completamente o efeito relaxante da 4-
metoxixantona, comprovando sua hipotese. Tal teste também poderia ser empregado para
direcionar futuros experimentos com Tournefortia paniculata.

Também no trabalho realizado por Diniz et al. (2013) ap6s a 4-metoxixantona induzir o
relaxamento pos pré-contragdo por fenilefrina na presenca de endotélio o grupo testou a
participag@o do 6xido nitrico como fator relaxante derivado de endotélio, para isso usaram o
NOS-Nitro-L-arginina Metil Ester (L-NAME), conhecido inibidor do 6xido nitrico sintase.
Nestas condig¢des o potencial vasorelaxante de 4-metoxixantona foi reduzido. Tais testes podem
direcionar experimentos futuros para elucidar o mecanismo de relaxamento de Tournefortia
paniculata.

No trabalho realizado por Younis et al. (2020), também com coronarias de porco, foi
avaliado o potencial vasorelaxante dos extratos de Asphodelus tenuifolius. Seu relaxamento
maximo foi produzido pelo extrato acetato de etila na concentragdo de 1mg/mL e de forma
independente de endotélio pds-contracdo com tromboxano mimético (U46619). Para avaliar a
participag@o de canais de potassio os vasos foram contraidos com KCl e com bloqueador de
canais de potassio, TEA, o que também ndo afetou seu efeito relaxador.

Diversas classes de metabolitos secundarios apresentam efeitos bioldgicos. Porém,
muitas vezes esses efeitos sdo resultado de sinergismo entre as substancias ativas presentes nos
extratos vegetais (WAGNER; ULRICH-MERZENICH, 2009).

Andlises de triagem fitoquimica de extratos de Tournefortia paniculata descreveram a
presenga de flavonoides, taninos, cumarinas, heterosideos cardiotonicos, antraquinonas,
carotendides, catequinas, lactonas sesquiterpénicas e saponinas (MORAES; ORLANDO
VIEIRA DE; HITOMI, 2007; SIMAO et al., 2014).

A composicao quimica de plantas medicinais ¢ complexa e muitas vezes desconhecida
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(YANG et al., 2005), como ¢ o caso de Tournefortia paniculata. A andlise cromatografica de
impressdes digitais ou “fingerprint” ¢ uma técnica eficaz e abrangente que pode ser empregada
para comparar as diferencas moleculares entre extratos de plantas (LIANG et al., 2021). Além
disso, a andlise de impressao digital pode mostrar ndo apenas constituintes ativos, mas também
as propor¢des quimicas deles (YANG et al., 2005).

Devido a complexidades dos perfis quimicos cromatograficos de extratos vegetais,
andlises multivariadas tém sido empregadas a fim de discriminar diferencas entre amostras de
drogas e extratos vegetais (SABIR; RAFI; DARUSMAN, 2016; HAWRYL et al., 2020;
LIANG etal., 2021). A avaliagdo dos complexos e extensos dados de um perfil cromatografico
¢ dificil. Para facilitar a andlise de multidados, a quimiometria, como uma ferramenta
estatistica, tem sido introduzida para a avalia¢do da dissimilaridade quimica entre a impressao
digital dos cromatogramas em matrizes complexas, como os extratos vegetais (LI et al., 2020).

A andlise de componentes principais (PCA) ¢ um método de reconhecimento de padrdes
ndo supervisionada. Normalmente é o primeiro passo para uma analise exploratéria dos dados
sem conhecimento prévio de classe da amostra (MELUCCI et al., 2016; PETRETTO et al.,
2016). Esses dados sdo convertidos em informagdes para estabelecer critérios de similaridade
e parametros de reconhecimento para perfis metabdlicos de extratos de plantas medicinais
(MARTINS; PEREIRA-FILHO; CASS, 2011).

A Organizag¢ao Mundial da Saude (OMS) introduziu e aceitou as andalises de impressoes
digitais como uma estratégia para a avaliacdo de fitoterdpicos (TISTAERT et al., 2011). A
analise de impressdo digital fornece uma visdo abrangente da composi¢cdo quimica de uma
amostra (SABIR et al., 2017). Além disso, o tratamento quimiométrico das impressdes digitais
permite modelar e prever atividades farmacoldgicas e indicar os picos potencialmente
responsaveis pelas atividades modeladas (TISTAERT et al., 2011).

A andlise de componentes principais mostrou perfis quimicos similares e
discriminatérios entre os extratos de Tournefortia paniculata. Os extratos hexanico e
diclorometano apresentaram perfis quimico similares entre si. Entretanto, os perfis dos extratos
acetato de etila, metanol e aquoso apresentaram distin¢ao entre si € com os demais.

Pela analise do grafico de pesos (loadings) sobre o de escores (FIGURA 7) foi possivel
apontar a contribuicdo dos picos com maior porcentual de area relativa sobre as atividades
biologicas avaliadas. Os picos 5 e 6 do perfil cromatografico do extrato em aceto de etila teve
correlacdo positiva com o efeito antiglicagdo. Ao avaliar os perfis dos extratos hexanico e
diclorometanico nota-se também a presen¢a marcante dessas duas substincias. No entanto, a

substancia referente ao pico 5 encontrou-se mais concentrada no extrato em acetato de etila, o
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que sugere que os extratos hexanico e diclometanico ndo foram ativos para o efeito anti-
glicante, devido a falta de proporcionalidade entre dose e reposta.

No que tange ao efeito de inibi¢do da enzima a-glicosidase, as substancias quimicas
correspondentes aos picos 3 e 7 indicaram ser responsaveis por este efeito (FIGURA 7). Estes
picos estdo presentes nos extratos acetato de etila e metanol, os quais foram os que apresentaram
a melhor resposta para este efeito (FIGURA 2).

Portanto, a PCA corroborou com resultados observados nos ensaios de inibigdo da

enzima a-glicosidase, antiglicacdo e vasorelaxamento em artéria do coragao suino.

5. CONCLUSAO

O presente estudo reporta o potencial dos extratos de Tornefortia paniculata no
tratamento e prevencdo de diabetes e doengas cardiovasculares. Os resultados indicam um
efeito inibitorio da enzima a-glicosidase, antiglicagdo e vasodilatador em artéria coronaria dos
extratos acetato etilico e metandlico, sugerindo que a(s) substancia(s) quimica responsavel por
esses efeitos encontram-se em maior concentragdo nestes extratos, sendo os mais promissores
para futuros estudos biologicos e fitoquimicos.

Recomendamos a continuidade dos trabalhos sobre o potencial da espécie Tornefortia
paniculata na prevengdo da diabetes. Visto o potencial do extrato acetato de etila e metanol
como vasorelaxamente, futuros trabalhos podem investigar a participagdo do endotélio e
elucidar qual seu mecanismo de agdo. Assim, este estudo contribui no direcionamento de
estudos quimico-bioldgicos que visem identificar as substancias responsaveis pelos efeitos anti-

diabéticos e vasorelaxantes observados em extratos de Tournefortia paniculata.
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