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(57) Resumo: EXTRATO, PROCESSO DE EXTRACAO, USO DO EXTRATO, COMPOSICAO FARMACEUTICA. A presente
invencdo descreve a utilizagdo do extrato de Begodnia para a producdo de medicamentos para o tratamento de condigdes
hiperglicémicas e como regulador de estresse oxidativo, mais especificamente para o tratamento de Diabetes Mellitus.
Especificamente, a presente invencdo compreende o uso da flor e/ou folha de Begonia semperflorens. A presente invengédo se
situa nos campos da Farmacia, Medicina e Bioquimica.
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Relatério Descritivo de Patente de Invencéo
EXTRATO, PROCESSO DE EXTRAQAO, USO DO EXTRATO, COMPOSI(}AO
FARMACEUTICA

Campo da Invencao

[0001] A presente invencgdao trata-se da utilizacdo do extrato de Begonia para a
producdo de medicamentos para o tratamento de condicfes hiperglicémicas e
como regulador de estresse oxidativo, mais especificamente para o tratamento
de Diabetes Mellitus. O invento se situa no campo da Farmécia, Medicina e

Bioquimica.

Antecedentes da Invencao

[0002] Atualmente, no mercado, ha uma grande demanda pelos produtos
derivados de plantas, tais como chéas florais, decoccdo de ervas e flores,
corantes alimenticios, aromas, bebidas, produtos de panificacdo, formulacéo de
medicamentos e in natura. Nestes produtos podemos encontrar partes aéreas
da planta, sementes, frutas, raizes e flores usadas em diversas aplicacdes
comerciais, como cha, preparacdes gastronémicas, extratos e 6leos essenciais
(Voon et al., 2012). Flor comestivel séo as flores in6cuas e ndo téxicas que
fornecem nutrientes e apresentam beneficios a saude humana quando
consumidos (Alasalvar et al., 2013; Lara-Cortés et al., 2013). Ha séculos as
flores vém desempenhando papel importante na alimentacdo humana, estas
tém sido usadas na dieta humana desde 2000 anos atras.

[0003] Antes do ano de 2000, pesquisas sobre flores comestiveis
concentravam-se principalmente nos nutrientes, fragrancia e o6leos volateis
(Awad, 2000; Bouic, 2001). No entanto, estudos recentes estdo focando maior
atencdo aos fitoquimicos, o0s principais compostos bioativos das flores
comestiveis. Entre as atividades biolégicas relatadas das flores comestiveis
pode-se destacar a atividade antioxidante (Xiong, 2014), anti-inflamatéria
(Kang, 2010; Su, 2012), anti-tumoral (Lo, 2007; Chang, 2005), anti-obesidade
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(Lo, 2007; Chang, 2005; Hou, 2005), efeito neuroprotetor (Lin, 2010), efeito de
prevencdo de lesbes viscerais (Phani Kumar, 2014), atividade anti-
colesterolemica (Wang, 2011; Oppliger, 2012), anti-diabética (Peng, 2011) e
anti-convulsivo (Kasture, 2000).

[0004] A begbnia é nativa de climas tropicais e subtropicais, ocorrendo em
uma variedade de habitats, mas principalmente em florestas Umidas e
sombrias, e sd@o encontradas principalmente na Asia, América e Africa
(Clement et al. 2004; Hilinske, 2016). América do Sul e Asia tém a mais rica
diversidade de begdnias, com muitas espécies novas ainda sendo descritas
(Chen et al. 2018, Camfield e Hughes 2018).

[0005] O potencial medicinal de Begonia sp. foi avaliado em diferentes partes
do mundo para o tratamento de varias doencas. Esse interesse € devido,
principalmente, aos fitonutrientes presentes na planta, em especial o0s
polifendis. Diferentes partes da planta (folha, haste, raiz e flores) sé&o
empregados na medicina popular, principalmente como infusées ou tinturas.
Em relacdo ao uso empirico da Begonia sp., existem alguns relatos sobre o seu
uso: realizado pela Entomology Research Institute, Chennai (india) mostrou
gue os caules da Begonia malabarica Lam. (Begoniaceae) foi utilizada para o
tratamento da diabetes pela tribo Malasar, no distrito de Coimbatore
(Pandikumar et al., 2007). Um tradicional curandeiro de Khamptis “Chau ya” em
Arunachal Himalaya, nordeste da India recomenda que um extrato de suco
fresco da Begonia roxburghii (Mig.) DC deve ser diretamente consumido por via
oral duas vezes por dia, durante o periodo de 15 a 20 dias para o tratamento
do diabetes mellitus (Tag et al., 2012).

[0006] Os polifendis sdo produtos naturais largamente distribuidos em frutas e
vegetais e sdo, portanto, parte integrante da dieta humana. Esses compostos
sdo conhecidos por apresentarem diversas atividades bioldgicas, dentre elas
atividade antioxidante. Além disso, estudos recentes tém demonstrado que
esses compostos podem ser Uteis tanto na prevengcao quanto no controle do
diabetes (Bahadoran et al., 2013).

Peti¢&io 870200124039, de 01/10/2020, péag. 9/38



3/16

[0007] Evidéncias sugerem que a superproducdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e radicais livres esta envolvida na fisiopatologia do diabetes.
De fato, a hiperglicemia gera ERO, que por sua vez causam danos as células,
levando a um estado de estresse oxidativo que, em ultima analise, resulta em
complicacBes secundarias do diabetes mellitus (Blake et al, 2013). Além disso,
estudos tém demonstrado a presenca de disfuncdo mitocondrial como um
processo acelerador da resisténcia a insulina através da superproducdo de
ERO. Embora existam, ainda, poucos estudos, aparentemente alguns
polifendis, incluindo o canferol, a quercetina e a cianidina-3-O-glicosideo, sédo
capazes de interagir com o0s complexos transportadores de elétrons
mitocondriais, e, assim, reduzir os danos oxidativos (Suematsu et al., 2011; Min
et al., 2011, Filomeni et al., 2012).

[0008] Apesar dos estudos ja realizados, pouco se sabe sobre 0s mecanismos
pelos quais esses compostos interagem com a cadeia de transporte de elétrons
e a sua relacdo com a fisiopatologia da diabetes. Desta forma, considerando
este contexto, o estudo de seu efeito/mecanismo antioxidante e capacidade de
evitar a hiperglicemia e suas consequéncias pode contribuir para o
entendimento do mecanismo de acdo destes compostos, podendo colaborar
para a definicdo de novas estratégias terapéuticas para o tratamento dessa
doenca e de suas comorbidades.

[0009] O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca de importancia crescente em
saude publica. Complicacdes associadas a DM comprometem a produtividade
a qualidade de vida e a sobrevida dos individuos, além disso, acarreta altos
custos para seu controle metabdlico e tratamento das complicagbes, o que
traduz o impacto socioeconémico (Fuchs et al., 2010).

[0010] Alimentos funcionais e dietas ricas em nutrientes benéficos tém
mostrado eficacia na redugdo dos niveis de glicemia plasmatica e controle do
diabetes (Yang et al., 2008). Uma ampla gama de estudos tem suportado o
potencial dos compostos fendlicos para proteger contra os efeitos prejudiciais

associados ao DM (Bahadoran et al., 2013). Sua atividade antidiabética tem
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sido demonstrada por sua capacidade de: i) regulacdo do metabolismo de
carboidratos; ii) a melhoria da captacdo de glicose; iii) protecdo das células
beta pancreaticas; iv) reforco da acdo da insulina e v) a regulacéo de vias de
sinalizacdo importantes para a homeostase celular (Bahadoran et al., 2013).
Estudos tém demonstrado a capacidade desses compostos como, por
exemplo, o canferol, a quercetina e a cianidina-3-O-glicosideo, em restaurar a
funcdo mitocondrial, evitando o desenvolvimento do estresse oxidativo e a
morte celular (Suematsu et al., 2011; Min et al., 2011; Filomeni et al., 2012).
Apesar disso, 0s mecanismos subjacentes a interacdo dos polifendis com a
mitocondria e os seus consequentes efeitos benéficos relacionados ao diabetes
permanecem por ser elucidados.

[0011] O Diabetes Mellitus (DM) € uma doenca metabdlica crénica grave, de
etiologia multipla, caracterizada por um elevado nivel de glicose no sangue
(hiperglicemia), alteracbes no metabolismo de carboidratos, proteinas e
gorduras, resultantes de defeitos na secrecado de insulina, na acdo da insulina
ou ambas (Blake et al., 2013).

[0012] O estresse oxidativo causado pela hiperglicemia € um fator importante
presente no DM (Pitocco et al., 2013). Tecidos ndo sensiveis a insulina, tais
como o rim, o sistema nervoso e o endotélio vascular estdo constantemente
expostos aos altos niveis de glicose e, portanto, sdo mais susceptiveis ao dano
oxidativo (Blake et al., 2013).

[0013] A formacdo de radicais livres no DM leva a danos a enzimas, a
magquinaria celular e também o0 aumento da resisténcia a insulina devido ao
estresse oxidativo. Além disso, acredita-se que as ERO tém um papel
importante no inicio e progressdo das complicacfes tardias do DM, devido a
sua capacidade de danificar lipidios, proteinas e DNA. (Blake et al., 2013).
[0014] Compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios encontrados em
plantas que tém sido amplamente estudados em virtude das suas possiveis
atividades biolégicas e tém chamado atencdo como possiveis agentes na

prevencao e tratamento de diversas doencas, dentre elas o cancer, as doencas
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neurodegenerativas e também o diabetes (Bahadoran et al., 2013; Li et al.,
2014).

[0015] Uma ampla gama de estudos tem suportado o potencial dos compostos
fendlicos para proteger contra os efeitos prejudiciais associados ao DM (Asgar,
2013; Bahadoran et al., 2013; Suganya et al., 2016). Entretanto, ndo existem
estudos sobre atividade hipoglicemiante e reguladora de estresse oxidativo e
de fungdo mitocondrial utilizando a Begonia semperflorens. Desta forma, a
caraterizacdo, o estudo dos compostos fendlicos e seus efeitos/mecanismos
antioxidantes e capacidade de minimizar as consequéncias da hiperglicemia
podem colaborar para a definicdo de novas estratégias terapéuticas para o
tratamento da DM, melhorando a qualidade de vida dos pacientes.

[0016] Assim, a presente invencao busca apresentar o potencial terapéutico de
medicamentos utilizando extrato de beglbnias para pacientes com Diabetes
Mellitus.

Sumario da Invencao

[0017] Em um primeiro objeto a presente invencdo apresenta o extrato de
Begobnia para o tratamento de Diabetes Mellitus.

[0018] Em um segundo objeto a presente invencdo apresenta o processo de
extracdo a partir da flor vermelha e/ou a folha da Begonia.

[0019] Em um terceiro objeto a presente invencao apresenta o uso do extrato
de Beg0nia, para preparar um medicamento para tratar a Diabetes Mellitus.
[0020] Em um quarto objeto a presente invencdo apresenta a composicao
farmacéutica, que compreende um extrato obtido a partir de Begbnia.

[0021] Estes e outros objetos da invencédo serdo imediatamente valorizados
pelos versados na arte e seréo descritos detalhadamente a seguir.

Breve Descricdo das Figuras

[0022] Sao apresentadas as seguintes figuras:

[0023] A Figura 1 mostra a avaliacdo da morfologia das células EA.hy926
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tratadas com extrato de flor de BegOnia na presenca ou auséncia de alta
concentracéo de glicose por 24 h. (A) controle; (B) 1ug/mL; (C) 10 pg/mL; (D)
100 pg/mL; (E) glicose; (F) glicose + 1ug/mL; (G) glicose + 10 pg/mL; (H)
glicose + 100ug/mL. As células foram cultivadas em frascos de cultura
conforme descrito nas metodologias na secdo de Exemplos e, entao,
fotografadas. (aumento de 10x).

[0024] A Figura 2 mostra a avaliacdo da morfologia das células EA.hy926
tratadas com extrato de flor de Begbnia na presenca ou auséncia de alta
concentragéo de glicose por 48 h. (A) controle; (B) 1ug/mL; (C) 10 pg/mL; (D)
100 pg/mL; (E) glicose; (F) glicose + 1ug/mL; (G) glicose + 10 pg/mL; (H)
glicose + 100ug/mL. As células foram cultivadas em frascos de cultura
conforme descrito nas metodologias na secdo de Exemplos e, entao,
fotografadas (aumento de 10x).

[0025] A Figura 3 mostra a avaliagdo da morfologia das células EA.hy926
tratadas com extrato de flor de Begbnia na presenca ou auséncia de alta
concentracdo de glicose por 72 h. (A) controle; (B) 1ug/mL; (C) 10 pg/mL; (D)
100 pg/mL; (E) glicose; (F) glicose + 1ug/mL; (G) glicose + 10 pg/mL; (H)
glicose + 100pg/mL. As células foram cultivadas em frascos de cultura
conforme descrito nas metodologias na secdo de Exemplos e, entao,
fotografadas (aumento de 10x).

[0026] A Figura 4 mostra a avaliacdo da morfologia das células EA.hy926
tratadas com extrato de folha de BegOnia na presenca ou auséncia de alta
concentracdo de glicose por 24 h. (A) controle; (B) 1ug/mL; (C) 10 pg/mL; (D)
100 pg/mL; (E) glicose; (F) glicose + 1ug/mL; (G) glicose + 10 pg/mL; (H)
glicose + 100pg/mL. As células foram cultivadas em frascos de cultura
conforme descrito nas metodologias na secdo de Exemplos e, entao,
fotografadas (aumento de 10x).

[0027] A Figura 5 mostra a avaliacdo da morfologia das células EA.hy926
tratadas com extrato de folha de Beglnia na presenca ou auséncia de alta
concentragéo de glicose por 48 h. (A) controle; (B) 1ug/mL; (C) 10 pg/mL; (D)
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100 pg/mL; (E) glicose; (F) glicose + 1pg/mL; (G) glicose + 10 pg/mL; (H)
glicose + 100pg/mL. As células foram cultivadas em frascos de cultura
conforme descrito nas metodologias na secdo de Exemplos e, entéo,
fotografadas (aumento de 10x).

[0028] A Figura 6 mostra a avaliacdo da morfologia das células EA.hy926
tratadas com extrato de folha de BegOnia na presenca ou auséncia de alta
concentracdo de glicose por 72 h. (A) controle; (B) 1ug/mL; (C) 10 pg/mL; (D)
100 pg/mL; (E) glicose; (F) glicose + 1ug/mL; (G) glicose + 10 pg/mL; (H)
glicose + 100pg/mL. As células foram cultivadas em frascos de cultura
conforme descrito nas metodologias na secdo de Exemplos e, entdo,
fotografadas (aumento de 10x).

[0029] A Figura 7 mostra os graficos de viabilidade de células endoteliais
EA.hy926 tratadas com extrato (1, 10 e 100 ug/mL) de flor de Begonia
semperflorens na presenca ou auséncia de alta concentracdo de glicose (35
mM) em diferentes tempos de exposicao (24 h, 48 h e 72 h). Diferentes letras
indicam diferenca estatistica significativa pela andlise de variancia ANOVA e
pés-teste de Tukey (p<0.05).

[0030] A Figura 8 mostra os graficos de viabilidade de células endoteliais
EA.hy926 tratadas com extrato (1, 10 e 100 pg/mL) de folha de Begonia
semperflorens na presenca ou auséncia de alta concentracdo de glicose (35
mM) em diferentes tempos de exposi¢céo (24 h, 48 h e 72 h). Diferentes letras
indicam diferenca estatistica significativa pela analise de variancia ANOVA e
pos-teste de Tukey (p<0.05).

[0031] A Figura 9 mostra os graficos de TBARS, NO e TAC (capacidade
antioxidante total).

Descricdo Detalhada da Invencao

[0032] Em um primeiro objeto a presente invencao apresenta o extrato de
Begonia para o tratamento de Diabetes Mellitus.
[0033] Em uma concretizacdo da presente invengao o extrato da Begonia é da
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Begonia semperflorens.

[0034] Em um segundo objeto a presente invencédo apresenta o processo de
extracdo a partir da flor vermelha e/ou a folha da Begonia.

[0035] Em um terceiro objeto a presente invencdo apresenta o uso do extrato
de Beg0nia, para preparar um medicamento para tratar a Diabetes Mellitus.
[0036] Em um quarto objeto a presente invencédo apresenta a composicao
farmacéutica, que compreende um extrato obtido a partir de Begonia.
Exemplos

[0037] Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar uma
das inUmeras maneiras de se realizar a invengdo, contudo sem limitar, o

escopo da mesma.

Exemplo 1
Preparo dos extratos de Begbnia

[0038] Para obtencdo dos extratos, foi definido o método de extracdo com
condensador em sistema de refluxo utilizando agua como solvente. Foram
testadas diferentes concentracdes de extratos, sendo definida a concentragéo
de 5% (p/v). Para a filtracdo do extrato usou-se papel filtro quantitativo (Unifil,
125 mm). Apdés preparacao, o extrato foi liofilizado para melhor conservacao e
foi armazenado a -20°C até os ensaios biologicos.

Determinacao do contetido fendlico total dos extratos

[0039] A quantificacdo de polifendis totais foi determinada pela metodologia de
Folin-Ciocalteau modificada por Singleton et al. (1999), onde 0,2 mL do extrato
foram adicionados a 1 mL do reagente Folin—Ciocalteu e 0,8 mL de carbonato
de sédio (7,5 %, p/v). Apos 30 minutos ao abrigo da luz, as amostras foram
lidas em espectrofotometro em comprimento de 765 nm. Os resultados foram

expressos em mg equivalentes de catequina (ECAT)/100g (Tabela 1).
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Tabela 1. Contetido fenélico de extrato (10% p/v) de flores e folhas de Begbnia (vermelha, rosa e branca) in natura em agua

(maceracdo 10 min).

mgECAT/100ml mgECAT/mI mgECAT/g mgECAT/100g
MD DP MD DP
FVSM 12,645 | 12,626 | 12,608 | 12,626 6,313 0,126 1,263 0,0189 126,26
FVCM 13,702 | 13,532 | 13,589 | 13,608 6,804 0,136 1,361 0,0865 136,08
FB 10,098 | 9,909 | 9,608 | 9,872 4,940 0,099 0,987 0,2475 98,72
FR 9,740 | 9,626 | 9,513 | 9,626 4,814 0,096 0,963 0,1132 96,26
Folha vermelha | 10,551 | 10,589 | 9,023 | 10,054 5,080 0,101 1,005 0,8935 100,54
Folha branca 7,947 | 8,079 | 7,891 | 7,972 3,987 0,080 0,797 0,0968 79,72
Folharosa 7,664 | 7,758 | 8,117 | 7,847 3,928 0,078 0,785 0,2389 78,47

Comparacéao
com extratos de
outras flores:

mg/ml
Camomila 0,13
Hibisco 0,144

Legenda:
FVSM flor vermelha sem miolo

FVCM flor vermelha com miolo
FBflor branca

FRflor rosa

ECAT Equivalentes de catequina
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Metodologia de analise de compostos fendlicos por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC)

[0040] As analises foram realizadas em equipamento HPLC marca HP modelo
1100, coluna Lichrospher RP18 (5um) equipado com detector UV a 210nm e
sistema quaternario de bombas. A anélise em fase reversa foi constituida de:
solvente A — agua Milli-Q com 1% de acido fosforico e solvente B — Acetonitrila.
O sistema de bombeamento da fase moével foi gradiente, com 90% do solvente
A de 0 a 5min, 60% de A de 5 a 40min e 90% de A de 45 a 50min. O fluxo
padrdo foi mantido a 0,5 mL/min de acordo com Morelli (2010). As amostras
foram filtradas em membranas de Nylon de 0,45um de diametro de poro. Os
compostos fenolicos foram identificados de acordo com sua ordem de eluicéo e
por comparacdo de seu tempo de retencdo com aqueles de seus padroes
puros. A quantificacdo foi realizada pelo método de padronizacdo externa,
através da correlacdo da area (mAU*s) do pico do composto a curva padrdo
realizada com cada padrao avaliado (acido galico, epigalocatequina, catequina,
epicatequina, epigalocatequina galato, rutina, acido ferulico, naringina,
hesperidina, miricetina, resveratrol, quercetina, apigenina e canferol). O
resultado é expresso em pg/mL de extrato.

[0041] Resultados de identificacdo (possivel composto) e quantificacdo de

compostos fendlicos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Tabela 2: Concentracdo de compostos fendlicos (duplicata)

Extrato (ug/mL)
[ ] Compostos . ~
Flor de begbnia Folha de begbnia
Acido galico 7,359 0
7,233 0
Epigalocatequina 0,421 2,580
0,402 2,641
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Catequina 5,917 0
6,104 0
Epicatequina 2,004 0
2,008 0
Epigalocatequina 2,766 0
galato
2,695 0
Rutina 0,599 0
0,556 0
Miricetina 0 0,724
0 0,732

Determinacao da atividade antioxidante do extrato

[0042] A atividade antioxidante in vitro do extrato foi medida através da
capacidade de varredura do radical livre 2,2-difenil,1-picrilhidrazil (DPPHe) de
acordo com Yamaguchi et al. (1998). Foi utilizado 100 pL de extrato aquoso
adicionado a 400 pL de tampéo Tris — HCI (pH 7,0) e a 500 pL de solucéo
etandlica de DPPHe.. Apos 20 minutos ao abrigo da luz, a solugdo foi lida em
espectofotbmetro a 517 nm. Além do ensaio de DPPH, realizou-se a
determinacao da atividade antioxidante por meio da varredura do radical ABTS
(Re et al., 1999). Os resultados foram expressos em IC50 (concentracdo de
extrato de Begobnia (mg/mL) necessario para neutralizar o radical DPPH+ ou
ABTS em 50%).
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Tabela 3. Atividade antioxidante pelo ensaio de varredura do radical DPPH’ de extrato (10% p/v) de flores e folhas de

Beqgobnia (vermelha, rosa e branca) in natura em agua (maceracdo 10 min).

ABS1 |ABS2 |ABS3 |Diluicdo|ABS1 |ABS2 |ABS3 Média |%lnibicéo
Padrao 0,505 0,502 0,5 10 5,05 5,02 5,00 5,02 0
FVSM 0,482 0,485 0,483 2,41 2,43 2,42 2,42 51,89
FVCM 0,369 0,374 0,371 1,85 1,87 1,86 1,86 63,04
FB 0,45 0,453 0,444 2,25 2,27 2,22 2,25 55,31

FR 0,463 0,467 0,401 2,32 2,34 2,01 2,22 55,84
Folha V 0,44 0,453 0,453 2,20 2,27 2,27 2,24 55,34
Folha B 0,461 0,467 0,458 2,31 2,34 2,29 2,31 54,01
Folha R 0,45 0,456 0,455 2,25 2,28 2,28 2,27 54,84

ol o1 o1y o) o1 o1 o1
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[0043] A partir dos ensaios realizados, definiu-se que a espécie vermelha, por
apresentar maior de fendélicos e AA, seguiria para 0s proOXimos experimentos.

[0044] Optou-se por extragcdo com agua utilizando condensador em refluxo
para obter-se melhores resultados. Condicdo de extracdo empregada: 15
minutos fervura. Extrato a 5% (p/v). Filtracdo em bomba de vacuo com
membrana filtrante de 0,20 mm. Apés liofilizagdo do extrato a vacuo a -55°C.

Rendimento final do extrato apos liofilizacdo entre 8 e 10% (p/v).

Tabela 4. Atividade antioxidante pelo ensaio de varredura do radical DPPH’ e

ABTS+ de extrato liofilizado de flores e folhas de Begonia (vermelha) 5%.

AMOSTRA RES1 | RES2 | RES3| MD | DP

< FLOR 182 | 1,91 | 1,87 | 1,87 | 0,043

o % FOLHA 161 | 162 | 159 | 161 | 0,017
s s FLOR 2,432 | 2,437 | 2,438 | 2,44 | 0,003
5 FOLHA 3,678 | 2,753 | 2,755 | 3,06 | 0,534

Linhagem celular — desenho experimental

[0045] Os estudos serdo realizados utilizando-se como modelo cultura de
EA.hy926 ATTC) em

normoglicémica e hiperglicémica (35mM de glicose) tratadas ou ndo com

células de mamiferos (endotelial; condicao

extrato de folhas e flores de Begonia semperflores.

Determinacdo da viabilidade celular

[0046] A viabilidade celular serd avaliada através da determinacdo da
capacidade das células em reduzir o composto MTT (3-[4,5-dimetiltiazol 2-il]-
2,5 difenil brometo de tetrazolina) de acordo com metodologia descrita por
Denizot & Lang (1986). Para isso, as células serdo lavadas com tampé&o PBS e
entdo semeadas em 0,1mL de meio de cultura contendo MTT. Apés, as células

serdo incubadas por 3 horas. A solucdo de MTT serd entdo retirada e 0s
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cristais formados seréo dissolvidos em 0,1mL de dimetil sulfoxido (DMSO).

Analise da morfologia celular

[0047] Analises morfolégicas das células tratadas e nédo tratadas foram
realizadas com o microscopio invertido OPTIPHASE, por contraste de fase. As
imagens foram adquiridas com camera colorida CMOS 10.0 MP BIOCAM. As

Figuras 1 a 6 mostram os resultados obtidos.

Avaliacdo de pardmetros de estresse oxidativo

[0048] Seréa realizada a quantificacdo dos produtos finais da peroxidacdo
lipidica, os quais sdo capazes de reagir com o acido tiobarbitarico, formando
um produto de coloracdo rosa, que sera lido espectrofotometricamente a
530nm, segundo metodologia de Wills et al. (1966). Os resultados serao
expressos em nmol de TBARS/mg de proteinas. Os niveis de NO serdo
determinados através da reacdo de Griess, de acordo com metodologia
descrita por Green (1981). Os resultados serdo expressos como nmol de
nitritos por mg de proteina. O conteudo de proteinas totais sera quantificado
através do método de Bradford (1976) e os resultados serdo expressos em mg
de proteina/mL (Figura 9).

Atividade de enzimas antioxidantes superéxido dismutase e catalase

[0049] A atividade da superoxido dismutase (SOD) sera determinada de
acordo com Bannister & Calabrese (1987), onde as células serdo adicionadas
ao tampao glicina 50uM. Apos é adicionado a adrenalina e medida a inibicdo
da taxa de formacdo de adenocromo a 480nm, por um periodo de 3 min. Os
resultados serdo expressos como unidade de SOD (USOD/mg de proteina).
Uma unidade de SOD é definida como a concentragdo de enzima presente na
amostra capaz de inibir a formacéo de adenocromo em 50%.

[0050] A atividade da enzima catalase (CAT) sera determinada através da
medida da decomposicdo do peroxido de hidrogénio, segundo Aebi (1984).
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Para isto a amostra serd adicionada ao tampéao fosfato (pH 7,0). Apos 2 min.
sera acrescentado o peréxido de hidrogénio e a leitura seré realizada em 240
nm. Os valores serdo expressos em mmol de H,O, \minuto\mg de proteina
(Figura 9).

Andlise da atividade do complexo | da cadeia de transporte de elétrons (CTE)

[0051] Para verificar os efeitos do extrato de Begbnia na regulacdo da CTE
mitocondrial, a atividade do complexo I, principal complexo envolvido na
geracdo das espécies reativas de oxigénio (EROs), foi medida usando a
metodologia proposta por Spinazzi et al. (2012). A atividade do complexo | sera
medida a 340 nm por 2 minutos, e o0 controle positivo sera obtido com lisado
celular exposto a rotenona (1 mM). Os resultados foram expressos em
percentual do controle (Figura 9).

Resultados

[0052] O modelo de hiperglicemia demonstrou niveis diminuidos de ON. A
enzima Oxido nitrico sintase € uma enzima importante para as células
endoteliais e regula a biodisponibilidade de ON para as células. O ON esta
diminuido no diabetes. Os extratos aumentam os niveis de ON, ficando
semelhante ao controle. O Complexo | (CI) fica superestimulado na Diabetes, e
essa superestimulacdo causa disfuncdo mitocondrial e eleva a producdo de
ROS. Para compensar as enzimas SOD e CAT ficam depletadas e ndo fazem a
varredura dos radicais, levando a lipoperoxidacdo das membranas,
comprometendo a viabilidade celular. De forma geral, os extratos ndo foram
citotoxicos as células endoteliais e evitaram os danos causados pela condi¢cao

de hiperglicemia.

Anélise estatistica

[0053] Os testes foram realizados em triplicata e o0s resultados foram
expressos em media = desvio padrdo. Os dados foram comparados por analise

de variancia (one-way ANOVA) e pos-teste de Tukey, considerando nivel de
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significancia inferior a 5 % (p<0,05), utilizando o software PrismGraphPad®
(versao 5.0.1.334).

[0054] Os versados na arte valorizardo os conhecimentos aqui apresentados e
poderdo reproduzir a invencdo nas modalidades apresentadas e em outras

variantes e alternativas, abrangidas pelo escopo das reivindicagdes a seguir.
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Reivindicacdes

1. Extrato caracterizado por ser de Begbnia para o tratamento de
Diabetes Mellitus.

2. Extrato de acordo com a reivindicagdo 1 caracterizado pela
Begonia ser Begonia semperflorens.

3. Processo de extracdo caracterizado por ser a partir da flor
vermelha e/ou a folha da Begonia.

4. Uso do extrato, conforme definido na reivindicacéo 1, caracterizado
por ser para preparar um medicamento para tratar a Diabetes Mellitus.

5. Composicdo farmacéutica, caracterizada por compreender um

extrato obtido a partir de Begbnia conforme definido na reivindicacéo 1.
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FIGURAS

Figura 1
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Figura 3
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8

MTT 24 h - Folha

MTT 48 h - Folha

MTT 72 h - Folha
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Figura 9
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Resumo
EXTRATO, PROCESSO DE EXTRACAO, USO DO EXTRATO, COMPOSICAO
FARMACEUTICA

A presente invencdo descreve a utilizagdo do extrato de Begonia para a
producdo de medicamentos para o tratamento de condi¢cdes hiperglicémicas e
como regulador de estresse oxidativo, mais especificamente para o tratamento
de Diabetes Mellitus. Especificamente, a presente invencdo compreende 0 uso
da flor e/ou folha de Begonia semperflorens. A presente invencéo se situa nos

campos da Farmécia, Medicina e Bioquimica.
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