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Resumo

Caracterizacdo Quimica, Toxicoldgica e Atividades Farmacoldgicas do Extrato das Raizes

de Solanum paniculatum L.

7 Y

Solanaceae é uma familia que pertence a ordem Solanales e compde um dos maiores
grupos dentre as plantas Angiospermas e dicotiledéneas, dentre as espécies mais
estudadas do género Solanum destaca-se a Solanum paniculatum L. por sua ampla
distribuicdo e por seus diversos usos medicinais. O objetivo deste estudo foi determinar
pardmetros quimicos, toxicoldgicos e farmacol6gicos das raizes de Solanum paniculatum
para seu controle de qualidade. Foi observado que a S. paniculatum L. possui afinidade por
solos ricos em célcio e com uma correlacéo positiva na absorgéo do Ca*® com os fons Fe*,
Na" e K* e negativa com 0 Zn*? e Mg*%. As raizes demonstraram um potencial nutritivo, com
predominancia de carboidratos (47,46 g/100g), fibras (37,28 g/100g) e Ca*? (92%). Nas
analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi definido o ac. clorogénico como
marcador quimico, sendo validada uma metodologia para sua andlise. Foi caracterizado o
perfil térmico de degradacdo em treze etapas com eventos endotérmicos e exotérmicos por
TG/DTA, além de ser demonstrado a capacidade do extrato prolongar a estabilidade do éleo
de soja para 6,55 + 0,05 horas frente a termo-oxidagéo acelerada. Através do planejamento
experimental foi possivel elevar a extracdo de compostos fendlicos pelas técnicas de
maceracéo, ultrassom e micro-ondas. No ensaio toxicoldgico agudo e subcrdnico o extrato
nao demonstrou efeitos adversos significativos nos parametros hematoldgicos, bioquimicos
e anatomo-histopatoldgicos. Na investigacdo farmacoldgica o extrato apresentou atividade
antimicrobiana frente a micro-organismos patogénicos, atividade antidiarreica pela
capacidade de reduzir o acumulo de fluido intestinal (26,7%), diminuir a diarreia (50%) e
moderar o transito intestinal (44,1%), apresentando resultados proximos da Loperamida. O
extrato apresentou atividade anti-inflamatdria, provavelmente por atuar na liberagdo de
aminas vasoativas, reduzir a migracao de leucdcitos, minimizar a formacdo de edema e a
permeabilidade vascular, além de reduzir os niveis de TNF-a. Portanto, o presente trabalho

contribuiu para o controle de qualidade e a farmacotoxicologia de Solanum paniculatum L.

Palavras-chaves: Solanum paniculatum, toxicidade, otimizagdo de processos, validacéo,

atividades farmacoldgicas.



Abstract

Chemical Characterization, Toxicological and Pharmacological Activities of Solanum

paniculatum L. Roots Extract.

Solanaceae family that belongs to Solanales order and makes up of the largest groups
among the angiosperm plants and dicotiledoneas, among the most studied of the Solanum
genus highlight Solanum paniculatum L. species for its wide distribution and its various
medicinal uses. The aim of this study was to determine chemical, toxicological and
pharmacological parameters of Solanum paniculatum roots for its quality control. S.
paniculatum has affinity for soils rich in calcium and have a positive correlation with the
absorption of Ca* to Fe* ions, Na* and K* and negative with Zn*? and Mg*®. The roots
showed a nutritional potential with carbohydrate (47.46 g / 1009), fibers (37.28 g / 100 g) and
Ca'*? (92%). In high-performance liquid chromatography analysis chlorogenic acid was found
and defined like a chemical marker and methodology for its analysis was validate. In thermal
degradation profile by TG/DTA the extract was characterized in thirteen steps with
endothermic and exothermic events, was showed extract's ability to prolong the stability of
soybean oil at 6.55 + 0.05 hours front accelerated thermo-oxidation. Using experimental
design was possible to increase phenolic compounds extraction by maceration, ultrasound
and microwave techniques. In acute and subchronic toxicological test the extract did not
show significant adverse effects on hematological, biochemical and anatomical and
histopathological parameters. In pharmacological research the extract showed antimicrobial
activity against pathogenic microorganisms, anti-diarrheal activity to reduce the intestinal
fluid accumulation (26.7%), decrease diarrhea (50%) and reduce intestinal transit (44.1% ),
with loperamide similar results. The extract showed anti-inflammatory activity, probably by
acting on the release of vasoactive amines, reduce leukocyte migration, minimize edema and
vascular permeability, reduce TNF-a levels. Therefore, this study has contributed with

Solanum paniculatum L.'s quality control and pharmacotoxicology.

Keywords: Solanum paniculatum, toxicity, optimization, validation, pharmacological

activities.
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1 INTRODUCAO

As plantas tém sido utilizadas de forma empirica como medicamentos para
tratamento de doencas durante séculos, sendo uma das mais antigas formas de
praticas medicinais, através do conhecimento repassado de geracdo a geracdo. A
investigacdo das plantas medicinais a partir das informacdes fornecidas pela
medicina popular e fitoterapia tem ganhado espaco na pesquisa cientifica, com o
objetivo de desenvolver novos medicamentos efetivos que nao apresentem efeitos
toxicos ou possuam baixa toxicidade (FIRMO et al., 2014; LUBIAN et al., 2010;
TAYLOR, et al., 2001).

Estima-se que das 350 a 500 mil espécies de plantas no mundo, apenas 15%
delas tenham sido submetidas a algum estudo cientifico para avaliar suas
potencialidades na preparacdo de novos produtos farmacéuticos (RAMOS et al.,
2015; BRANDAO et al., 2010). Sabe-se também que cerca de 30% de todas as
drogas disponiveis como agentes terapéuticos sdo produtos naturais ou derivados
deles (CALIXTO, 2005).

Mesmo com o desenvolvimento da medicina moderna na maior parte do
mundo, em 2002, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconheceu que 80% da
populacdo dos paises em desenvolvimento utilizavam praticas tradicionais nos
cuidados basicos de saude e 85% usavam plantas medicinais ou preparacdes
obtidas a partir destas. Desde entdo, a OMS tem expressado sua posi¢cao a respeito
da necessidade de valorizar a utilizagdo de plantas medicinais no ambito sanitario e
na atencdo béasica a satde (MINISTERIO DA SAUDE, 2002; FOWLER, 2006;
ROSA; BERIA, 2012).

Outro fator que colaborou bastante para o aumento mundial dos estudos
envolvendo plantas medicinais foi a exigéncia da populacdo por um modelo de vida
mais saudavel e natural. Sendo assim, o interesse da industria farmacéutica pela
procura de substancias vegetais biologicamente ativas foi reativado, apesar dos
obstaculos presentes no desenvolvimento de farmacos baseados em derivados de
plantas. E valido salientar também que embora os avancos tecnoldgicos importantes
tenham sido conquistados pela quimica sintética, muitos compostos bioativos
isolados de plantas sdo formados por misturas de moléculas complexas, tornando
sua obtencdo no laboratorio um processo por vezes inviavel, ou seja, a melhor
opcao é retirar diretamente da planta (WALSH e FISCHBACH, 2010).
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1.1 Plantas Medicinais

Desde os primordios, 0s recursos naturais, em especial as plantas, tem sido
um dos elos entre 0 homem e a natureza, pois 0s homens pré-historicos ja faziam
uso das plantas para amenizar o sofrimento dos males fisicos que lhes acometiam
(MACEDO; FERREIRA, 2004; LEMOS; ARAUJO, 2015). A busca pelo alivio e/ou a
cura das doencas humanas foi por milhares de anos conseguida através da
utilizacdo dos produtos naturais, os quais existiam nas formas de tinturas, chas e
poés (BALICK e COX, 1997; VIEGAS-JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).
Médicos da antiguidade como Hipocrates e Avicenna ja utilizavam as plantas
medicinais. (FERRO, 2006).

Ainda de acordo com a OMS, entre 65-80% da populacdo de paises
emergentes, devido a pobreza ou ao dificil acesso a medicina moderna, usam como
medicamentos extratos ou preparacfes oriundas de plantas para tratar suas
enfermidades como: inflamacdes, Ulceras pépticas, diarreia e outras diversas
enfermidades (CALIXTO, 2005; ROSA et al., 2012).

Como nas Ultimas décadas o interesse pela fitoterapia teve um aumento
consideravel entre usuarios, pesquisadores, servicos de salude e as empresas
farmacéuticas, incluindo as multinacionais, estdo produzindo mais medicamentos a
base de plantas medicinais para a comercializacdo (ROSA; CAMARA; BERIA,
2011). Esta recuperacao de espagco no mercado dos produtos naturais vem sendo
fonte de inspiracdo para uma grande fragdo da atual farmacopeia brasileira
(KINGSTON, 2011).

Os brasileiros utilizam as plantas medicinais da flora nativa com pouca ou
nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmacoldgicas, propagadas por
usuarios ou comerciantes (VEIGA; ANGELO, 2005). Com base nessas afirmacfes, a
pesquisa com plantas medicinais se torna importante, uma vez que ira validar as
acdes farmacologicas das mesmas. E importante considerar que para estudar as
possiveis acOes biologicas de plantas, se faz necessaria uma integracéo
multidisciplinar, envolvendo as areas da botanica, quimica, farmacologia e
toxicologia e tém como fim viabilizar os estudos de eficdcia e seguranca das
espécies vegetais na perspectiva de correlacionar o0s constituintes ativos as
atividades farmacologicas (RATES, 2001).
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Diversas substancias tém sido isoladas de plantas em varios centros de
pesquisas, 0 que vem comprovando que 0s vegetais sao fontes potenciais de novos
farmacos, apesar do crescimento da industria quimica e da sintese de novas
substancias. As plantas sdo fontes importantes de moléculas biologicamente ativas
gue podem ser utilizadas ndo apenas como modelo para a sintese e obtengdo de
novos farmacos, mas também como uma nova possibilidade de intervencéo
terapéutica (GUZMAN-RODRIGUEZ et al., 2015, SHINHABABU, A., 2015).

No Brasil, é perceptivel a multiplicacdo de programas de fitoterapia apoiados
pelo servico publico de saude. Verifica-se a formagédo de equipes multidisciplinares
responsaveis pelo atendimento fitoterapico, com profissionais encarregados pela sua
producdo, cultivo de plantas medicinais, realizacdo de diagnostico médico e
recomendacao destes produtos (ALVES, 2006).

Foi aprovado em junho 2006 o Decreto 5.813 que cria a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, cujo objetivo € “garantir a populacéo brasileira o
acesso seguro e o0 uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o
uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da
industria nacional” (BRASIL, 2015b). O Governo Federal também criou a Rede
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude
(RENISUS), em 2008, com a finalidade de auxiliar o desenvolvimento de toda cadeia
produtiva e orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar a elaboracdo da
Relacao Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (RENAFITO). A RENISUS é
composta por uma lista de 71 espécies vegetais j4 utilizadas nos servigos de saude
estaduais e municipais, considerando o conhecimento tradicional e popular, e o0s
estudos quimicos e farmacologicos disponiveis (BRASIL, 2015a). Estas plantas
estdo listadas pelos seus nomes cientificos (BRASIL, 2009).

As principais classes terapéuticas comercializadas no Brasil de medicamentos
fitoterdpicos comercializados no Brasil sdo indicadas como psicolépticos (sedativos,
ansioliticos e antidepressivos), antivaricosos, anti-hemorroidarios, auxiliares
digestivos e hepaticos, antiespasmaodicos, tonicos, laxantes, descongestionantes,
antigripais e para auxiliar na circulagdo cerebral (VALEZE; BRENZAN, 2011).

Entretanto, varias plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com
pouca ou nenhuma comprovagdo de suas propriedades farmacologicas e sem
nenhum controle da sua qualidade, podendo assim acarretar um sério problema de

satde publica. E importante ressaltar que efeitos toxicos, adulteragcio do produto e
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interagbes medicamentosas sdo existentes em medicamentos alopéticos e
fitoterapicos (VEIGA; ANGELO, 2005).

Portanto, o estudo farmacologico das drogas vegetais, constitui um passo
importante na aquisicdo de novos conhecimentos cientificos e aprimoramento da
medicina tradicional, permitindo que os resultados dos estudos farmacoldgicos e
clinico-farmacoldgicos sejam retomados a populacdo, com identificacdo da espécie,
parte empregada, modo de preparo, melhores informacfes de uso, seguranca e
eficacia (SIXEL; PECINALLI, 2005). Dessa forma, faz-se necesséario maior incentivo
por parte do governo federal e real esforgo por parte dos cientistas brasileiros em
comprovar as indicacbes das plantas medicinais utilizadas pela populacdo e/ou
pesquisar drogas complexas que possam vir a se tornarem fitoterapicos (OLIVEIRA,
2013).

1.2 Familia Solanaceae

A Solanaceae é uma familia cosmopolita pertence a ordem Solanales e
compBe um dos maiores grupos dentre as plantas Angiospermas e dicotiledéneas.
Possui cerca de 100 géneros e um numero aproximado de 2500 espécies (SOARES
et al.,, 2007; OLMSTEAD et al., 2008; SOUZA; LORENZI, 2008; GOMES; LIMA,;
FACUNDO, 2014). Provavelmente esta familia teve como centro de origem as
Américas Central e do Sul (D’ARCY, 1991). As plantas da familia Solanaceae s&o
fontes ricas de metabdlitos secundarios, como alcaloides do tipo tropano, pirrol,
piridinicos e esteroidais, witanolidas, ecdisteroides, sesquiterpenos, diterpenos,
glicoalcaloides, flavonoides, esteroides, saponinas, sapogeninas esteroidais,
glicosideos esteroidais e antraquinonas (GRIFFIN; LINA, 2000; VAZ, 2008). E uma
das familias mais importantes de arbustos e ervas de capoeiras, matas secundarias
e de areas antropizadas. No Brasil, possui representantes herbaceos, arbustivos,
arboreos, escandentes e epifiticos (HUNZIKER, 2001; NEE, 2007; MARQUES;
RODRIGO; JASCONE, 2012).

Quanto a morfologia das folhas as solanaceas sao: simples, alternadas ou
opostas; inteiras ou lobadas; sem estipulas, glabras, pubescentes ou tomentosas;
com o indumento constituido de diferentes tipos de tricomas, desde simples,

glandulares até os estrelados, dendriticos, lepidotos, dentre outros, ocorrendo
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principalmente no género Solanum. Suas flores sado: perfeitas; de pequenas a
grandes; vistosas; pentameras; actinomorfas ou zigomorfas; diclamideas, solitarias
ou em diferentes tipos de inflorescéncias; calice gamossépalo, podendo ser
acrescente e ampliado no fruto; corola gamopétala de diferentes formas (tubulosa,
campanulada, rotacea ou estrelada) com estames adnatos ao tubo da corola. Os
frutos podem ser bagas, drupas ou capsulas (NEE, 1999; HUNZIKER, 2001;
KNAPP, 2002; MARQUES; RODRIGO; JASCONE, 2012; SAMPAIO, 2013).

As primeiras informacdes documentadas para a familia Solanaceae datam
de periodos anteriores a Linnaeus. De acordo com D’Arcy (1979), no manuscrito
Dioscorides Codex, 825 d.C., pode ser reconhecida uma ilustracdo que se atribui ser
de Solanum nigrum L. No Brasil, os primeiros dados sobre a familia foram referidos
por Piso e Marcgravius (1648), com ilustrac6es e descricbes de duas espécies de
Solanum, sob os nomes indigenas “jurepeba” e “aguaraquiya”, que correspondem
respectivamente as espécies Solanum paniculatum L. e Solanum americanum Mill.
(AGRA, 1991).

No Brasil esta familia apresenta grande diversidade e endemismo,
ocorrendo desde a Amazobnia até o Sul do pais, além de possuir varias espécies
com atribuicbes ornamentais, medicinais e nutricionais (SOARES et al., 2007).
Foram identificados 34 géneros e 449 espécies, sendo 215 endémicas (STEHMANN
et al., 2010; KAUR et al., 2014). No nordeste brasileiro foram identificados 22
géneros e 132 espécies de Solanaceae, com sete espécies endémicas para a regido
e todas elas pertencentes ao género Solanum (STEHMANN et al., 2010).

As espécies da Solanaceae encontram-se entre as mais estudadas no
mundo, pois tem grande importancia econémica. Na economia, as espécies sao
muito exploradas para fins alimenticios e terapéuticos. Como fins alimenticios
podemos citar: o pimentdo (Capsicum annum L.), jil6 (Solanum gilo), tomate
(Solanum lycopersicum), pepino (Solanum muricatum), pimenta malagueta
(Capsicum frutescens L.) (SOUZA; LORENZI, 2008).

Na terapéutica essas espécies sao fonte de muitos compostos, cujos
principais sdo alcaloides tropanicos e esteroidais, além de possuir espécies
alucinégenas e de uso ornamental (KNAPP et al., 2004; FRIEDMAN, 2006; EICH,
2008). Como exemplo de espécieas que possuem compostos bioativos, podemos
citar: lobeira (Solanum lycocarpum) para hipertensdo, diabetes e combate do

colesterol; Atropa belladona, com atropina e correlatos da beladona; Hyosciamus
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niger L. com hiosciamina e Datura spp. que possui a hioscina. Estas substancias
apresentam atividade antimuscarinica e inibem a acédo da acetilcolina (BROWN e
PALMER, 2003). Alem disso algumas apresentam atividade tOxica, como a espécie
Solanum fastigiatum, que causa disfuncdo cerebelar e epilepsia em animais ap6s
ingestdo, e a Nicotiana tabacum L., que apresenta propriedades narcoéticas e
alucinégenas (SILVA, 2001).

1.3 Género Solanum

Solanum é o0 género mais diversificado taxonomicamente da familia
Solanaceae e um dos maiores géneros de Angiospermas Eudicotiledoneas
(HUNZIKER 2001; NEE, 2001). E composto por aproximadamente 1500 espécies,
sendo o mais importante género da familia Solanaceae (BOHS, 2007; KNAPP 2008;
GOMES; LIMA; FACUNDO, 2014). Habitam sistemas ecologicos estabelecidos nas
regides tropicais e subtropicais do mundo e tem a América do Sul como centro de
diversidade e distribuicdo (AGRA, 1999a). Apesar da diversidade, apresenta-se
como um grupo bem caracterizado, pois sua uniformidade pode ser reconhecida
pelo perianto e androceu pentameros, estames coniventes, anteras amarelas,
oblongas ou atenuadas da base para o apice e deiscéncia poricida (ROE, 1972).
Possui também grande diversidade que nao é comum nas angiospermas, tornando-
as extremamente interessante tanto do ponto de vista evolutivo quanto de sua
utilidade para os humanos (KNAPP et al., 2004).

No Brasil existem cerca de 250 espécies, onde aproximadamente 100 séo
endémicas, e estdo presentes desde florestas, como por exemplo a Floresta
Atlantica, até regides aridas, como a Caatinga (AGRA, 2008). No Nordeste do Brasil,
0 género Solanum estéd representado por cerca de 80 espécies, das quais 75
ocorrem na Mata Atlantica e sete sdo endémicas do bioma (AGRA, 2000;
STEHMANN et al. 2012).

Apesar das riquezas e propriedades que as espécies do género Solanum
apresentam, poucas sdo estudadas quimica e biologicamente. Além disso, muitas
espécies sao consideradas ervas daninhas e isto estimula ao conhecimento das

substancias bioproduzidas pelo seu metabolismo especializado (SANTOS, 2014).
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Algumas espécies podem ser utilizadas na alimentacdo humana como
Solanum melongena L. (berinjela) (KAUR et al., 2014), S. tuberosum L. (batatinha)
(CHETTY; NARVAEZ-VASQUEZ; OROZCO-CARDENAS, 2015), S. lycopersicum L.
(tomate) (LI et al., 2014) e S. muricatum L. (pepino) (KOLA et al., 2015). Outras
possuem metabdlitos bioativos que apresentam propriedades farmacolégicas
(IKEDA et al., 2000; VIEIRA et al., 2010), como, por exemplo, S. lycocarpum
(lobeira) utilizada no tratamento de diabetes, obesidade, inflamacdes e hipertenséao
(VIEIRA JUNIOR et al., 2003, CLERICI et al., 2011); Solanum melongena L. usada
no tratamento de diabetes (FERRAO et al., 2014); e Solanum paniculatum, utilizada
para hepatite, cirrose e astite (MARINHO et al., 2007). Também tem as espécies que
interessam as industrias farmacéuticas por apresentarem alcaloides esteroidais
como a solasodina, por apresentar o nucleo esteroidal servindo como base para a
sintese de hormdnios (SILVA et al., 2005a).

O género Solanum produz uma grande variedade de flavonoides (SILVA et
al., 2001), saponinas (BENTO et al., 2004; ZHOU et al., 2006; NAKAMURA et al.,
2008), sapogeninas (VALERI et al., 1989; WEISSENBERG, 2001) e glicoalcaloides
(HALL et al., 2006; SILVA et al., 2008; DISTL e WINK, 2009). Os glicoalcaloides,
dependendo da dosagem utilizada, podem ser toxicos a bactérias, fungos, virus,
animais e até humanos (FRIEDMAN, 2006).

Dentre as espécies mais estudadas do género Solanum destaca-se a
espécie Solanum paniculatum L. por sua ampla distribuicdo, por seus diversos usos
medicinais e principalmente por ser reconhecido como fitoterapico pela Farmacopeia
Brasileira 1° e 2° edicdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1929 e 1959).

1.4 Solanum paniculatum L.

Muitas espécies de Solanum sédo conhecidas popularmente no Brasil pelo
nome de "jurubeba”, porém apenas a espécie Solanum paniculatum & descrita como
a verdadeira "jurubeba” na Farmacopeia Brasileira (CORREA, 1984). Também é
conhecida “Jurupeba”, “Juripeba”, “Juvena”, “Jubeba Juina” ou “Juna” (MESIA-VELA
et al., 2002; LOBO et al., 2010). Etimologicamente, a palavra “jurubeba” vem do
Tupi-Guarani, yu'peba, onde yu = espinho e peba = chato (PIO-CORREA, 1974;

FORNI-MARTINS; MARQUES; LEMES, 1998; AGRA et al., 1999b)(Figura 1).
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Figura 1 - Solanum paniculatum L. A. Ramo frutificado; B. Raizes; C. Ramo florido; D.

Planta inteira.

Fonte: Nurit-Silva (2007) com modificagdes.

A espécie S. paniculatum L. (Solanaceae) ocorre em varias partes da
América tropical, principalmente no Brasil, Paraguai, Bolivia e Argentina. Nesses
lugares, esta planta € utilizada para fins culinarios e medicina popular (MISSOURI
JARDIM BOTANICO DE 2010; VIEIRA et al., 2010; VIEIRA et al., 2011). No Brasil,
esta planta ocorre desde o Rio Grande do Sul até o Rio Grande do Norte. Floresce e
frutifica praticamente todo o ano (ENDRINGER et al., 2010). E uma planta que
infesta terrenos vazios, bordas da estrada e pastagens degradadas (ENDRINGER et
al., 2010). Esta planta € utilizada para fins terapéuticos e alimenticios. Além de
receitas utilizando a partes da planta como ingrediente, bebidas alcodlicas, como

cachagcas e vinhos, séo vendidas no mercado a base de jurubeba (Figura 2).
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Figura 2 — Bebidas alcodlicas a base de “jurubeba” (Solanum Paniulatum L.)

)
é

Segundo Nurit-Silva et al. (2007), Solanum paniculatum é um arbusto de 1 a

Fonte: Autor.

1.4.1 Caracterizacao botanica

1,5 m de altura, revestido de indumento alvo-tomentoso a cinéreo, constituido
basicamente de tricomas porrecto-estrelados, sésseis ou estipitados, com o raio
central reduzido, unicelular.

A raiz é ramificada (Figura 3B), tem estrutura secundaria inicial, em seccao
transversal, possui epiderme com uma gradativa suberificacdo e parénquima cortical
com cinco a seis camadas de células. Em crescimento secundario inicial possui
xilema com estrutura hexarca (Figura 3C).

As folhas séo largo-ovadas a lanceoladas, com a margem lobada ou inteira
(Figura 3A), com aculeos coénicos. A epiderme da lamina, em vista frontal, apresenta
células com paredes anticlinais poligonais, retas na face adaxial (Figura 3D) e
sinuosas na face abaxial (Figura 3E). A lamina foliar hipoestoméatica, com estématos
do tipo anisocitico. O mesofilo dorsiventral, com uma camada de parénquima
palicadico e um namero variavel de estratos do parénquima esponjoso.

O peciolo, em seccédo transversal, exibe contorno levemente biconvexo, e o
sistema vascular é formado por quatro a cinco feixes bicolaterais (Figura 3F).

O caule cilindrico e lenticelado, ramificacdo simpodial plurifoliada, aculeos

em toda a planta. Possui em estrutura secundaria, de contorno circular e cilindro
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central com estrutura sifonostélica anfifléica, continua, com xilema formado por um
cilindro macico.

Forni-Matins et al. (1998) realizou o estudo da biologia floral dessa espécie.
Solanum paniculatum possui inflorescéncias em forma de paniculas terminais, nas
quais as flores atingem a maturidade da base para o 4pice. As flores possuem cinco
pétalas unidas, corola pigmentada por antocianina e cinco anteras amarelas,
poricidas, vistosas e tubulosas, que se dispdem de tal modo a formar um cone ao

redor do estigma. O estigma € capitado e o ovério das flores sdo multiovulados.

Figura 3 — Solanum panuculatum: A) A folha, com Iamina foliar largo-ovada e margem lobada; B)
Raiz ramificada. C) Seccao transversal da raiz secundaria apresentando xilema com estrutura
hexarca. D) Face adaxial da epiderme com células de paredes poligonais, retas. E) Face abaxial da
epiderme com células de paredes sinuosas e estbmatos anisociticos. F) Peciolo, em seccao
transversal, com cinco feixes. C) 800 ym; D) 250 ym; E) 250 ym; F) 2500 pm.

Fonte: (NURIT-SILVA et al., 2007) com modificacdes.
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1.4.2 Analise Fitoquimica

Estudos fitoquimicos de varias partes da S. paniculatum evidenciaram a
presenca de duas saponinas, paniculonina A (RIPPERGER; SCHREIBER, 1968) e
paniculonina B (MAHATO; GANGULY; SAHU, 1982), alcaloides esteroidais, jurubina
(SCHREIBER; RIPPERGER, 1966), isojuripidina, isopaniculidina, paniculidina
(RIPPERGER et al., 1967a) e isojurubidina (CAMBIAGHI et al., 1971; SILVA, 2005),
esteroides, neoclorogenina, paniculogenina, tigogenina, epitigogenina (RIPPERGER
et al.,, 1967b) e solanina (SIQUEIRA; MACAN, 1976; SOUZA et al., 1991; TESKE;
TRENTINI, 1995), resinas, jupebina e jupebenina (SIQUEIRA-JACCOUD et al.,
1982), frutose, glicose, galactose (LEEKNING; ROCCA, 1968), mucilagens, ceras e
acidos organicos (TESKE; TRENTINI, 1995), glicoalcaloides esteroides e saponinas
esteroidais (RIPPERGER et al, 1967; RIPPERGER; SCHREIBER, 1968; MESIA-
VELA et al.; 2002; BOTION et al., 2005).

Em estudos mais recentes, Valadares et al. (2009) isolou os compostos
neotigogenina, € o novo composto A25(27)-tigogenina-3-O-B-D-glucopiranosideo.
Janior et al. (2015) isolou seis novos compostos: 1) (22R, 23S, 25R) - 3B, 6a, 23 —
trihidroxi - 5a - spirostano 6 — O — 3 — D - xilopiranosil - (1""—3”) - O - [B - D-
quinovopiranosil (1”—2’)] — O - [a — L — rhamnopiranosil (1"-3)] - O -3 - D —
guinovopiranosido; 2) diosgenina 3 — O — 3 — D — glucopiranosil (1’—6) — O — 3 — D-
glucopiranosido; 3) &cido cafeico; 4) diosgenina B-D-glucopiranosido; 5) rutina; 6)

guercetina 3-O-a-L-rhamnopiranosil (1”—6")-O-B-D-galactopiranosido.

A analise fitoquimica extratos de S. paniculatum mostrou que alcaloides
esteroidais sdo 0s principais constituintes, embora as resinas e os hidratos de
carbono foram também isolados. Os componentes e seu conteudo variam de acordo
com a parte da planta (SCHREIBER et al. 1965; SCHREIBER; RIPPERGER 1966;
RIPPERGER et al. 1967, VIEIRA et al. 2011). Frutos possuem um teor de alcaloides
reduzidos na maturacéo (SIQUEIRA-JACCOUD et al., 1982).

Foram isolados das raizes os compostos quimicos: isojuripidina (Figura 4A),
isojurubidina (Figura 4B), isopaniculidina (Figura 4C), paniculidina (Figura 4D),
jurubina (Figura 4E), sacarose (Figura 4F), 26-0-B-D-glicopiranosil-furost-
5(6),20(22)-3 pB-amino (Figura 4l), 22- metoxi — jurubina (Figura 4J), Estigmasterol
(Figura 4K) (SCHREIBER; RIPPERGER, 1966; RIPPERGER; SCHREIBER;
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BUDZIKIEWICZ, 1967; CAMBIAGHI; DRADI; LONGO 1971; SILVA, 2012). Do éleo
essencial das raizes foram identificados os compostos: alcool benzilico (Figura 4L),
fenil etil alcool (Figura 4M), cis-p-mentha-1(7)8-dien-2-ol (Figura 4N), 13-hidroxi-
valencene (Figura 40), limonen-10-ol (Figura 4P), aristolone(Figura 4Q), maaliol
(Figura 4R), longipenanol (Figura 4S), nerol (Figura 4T), Dilapiol (Figura 4U), timol
(Figura 4V), criptomeridiol (Figura 4X), E — azarone (Figura 4W), 1,3,5-trimetoxi-2-
propenilbenzeno (Figura 4Y) (SILVA, 2012). Em geral os estudos fitoquimicos,
principalmente das raizes, dessa espécie sdo antigos.

Figura 4 — Substéancias isoladas e identificadas das raizes de Solanum paniculatum (Solanaceae).

EJH Isojuripidina H Isojurubidina

H Isopaniculidina paniculidina
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1.4.3 Uso Medicinal e Atividades Biologicas

Dentre as espécies do género Solanum, a Solanum paniculatum L. € a que
mais se destaca pelos seus diferentes usos medicinais, por sua distribuicdo ampla e,
principalmente, por ser reconhecido como fitoterapico pela Farmacopeia Brasileira
na 12 e na 22 edicdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1929 e 1959), cujas raizes e
caules sdo indicados no tratamento da anemia e das desordens hepéticas e
digestivas. Muitos estudos citam a utilizacdo de varias partes de S. paniculatum para
tratamento de doencas, como pode ser visto na tabela 1. Esta espécie também foi
incluida na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de interesse ao SUS (RENISUS
20009).

Diversos estudos das atividades biolégicas de S. paniculatum ja foram
realizados. De acordo com Jachimovits (1954), o extrato etandlico das folhas e o das
raizes apresentou-se ativo como espasmolitico. Chiappeta et al. (1983) e Antunes
(2001) relatam que a atividade antibacteriana foi registrada contra Bacillus subtilis,
Erwinia carotovora subsp. carotovora, Erwinia carotovora subsp. atroseptica e

Ralstonia solanacearum. No trabalho realizado por Janior et al. (2015), o extrato
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etandlico das folhas foram administrado em ratos e promoveram efeito anti-Ulcera.

As raizes de S. paniculatum apresentaram atividade bactericida contra monoculturas

de bactérias (MACEDO-COSTA et al., 2014; DUAILIBE et al., 2015).

Tabela 1 — Estudos que relatam propriedades medicinais de Solanum paniculatum.

PARTE DA PLANTA
UTILIZADA

PROPRIEDADE

REFERENCIA

Planta inteira

Folha, flores e frutos

Raizes

Folhas

Frutas

Flor

Casca e caule

Raizes e frutos

Raizes e caule

Anti-inflamatéria, emenagoga, anti-
Ulcera.

Tratamento de problemas
respiratérios (tosse, gripes,
resfriados, bronquites),
hepatoprotetora.

Tratamento da artrite, estimulante

(garrafada), hepatoprotetora,
diurético, anemia.
Tratamento da hipertenséo.

Atividade antioxidante. Cicatrizante.
Antiemético.

Tratamento de anemia. Atividade

coagulante. Ressaca.

Tratamento de bronquite, tosse,

nefropatias e diabetes.
Tratamento da malaria.
Tratamento de hepatopatias,

nefropatias, anemias, tuberculose,
febre e astite.

Tratamento da anemia, hepatopatias

MEIRA, 1946;

MORENO, 1975;
ANDRADE et al., 1996;
MESIA-VELA et al., 2002;
MENDES, CARLINI 2007.

CORDEIRO, FELIX, 2014

PIO CORREA, 19609;
MATOS, 1987;
POTT, POTT, 1994;
AGRA, 1996;

AGRA et al., 2007;

RIBEIRO et al., 1986;
POTT, POTT, 1994,
AHMED et al., 2013

MATOS, 1987,
POTT, POTT, 1994,
BURGER et al.2008.

MATOS, 1987,
POTT, POTT, 1994,
MESIA-VELA et al., 2002;

BRANDAO et al., 1985.

JOACHIMOVITS,1954;
CORREA, 1969;
AGRA, 1996;

AGRA, 1999.
MARINHO et al., 2007

FARMACOPEIA

e gastropatias. BRASILEIRA, 1929 e 1959.

Flores, frutos e Antiemético DE ALBUQUERQUE et al.,
raizes 2007
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Testes in vitro mostraram também que o extrato etandlico das raizes, folhas
e dos frutos de jurubeba apresentaram atividade bactericida contra Staphylococcus
aureus; Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (LOBO et al., 2010); anti-viral
contra o virus SuHV-1 que ataca bovinos e suinos (KAZIYAMA et al., 2012) e anti-
tripanossoma (MOREIRA et al., 2013).

A citotoxidade desta espécie foi determinada por Daunter e Cham (1990) e
suas atividades antiulcerogénica. Mesia-Vela (2002) demonstrou que 0s extratos
aquosos de caules e raizes inibiram a secre¢do acida gastrica em roedores. Silva, et
al. (2007) demonstrou a bioatividade de S. paniculatum frente a Artemia salina
Leach. Apresentou também, atividade frente os virus HHV-1 (Virus da Herpes
Humana tipo-1), virus da encefalomiocarditi (EMCv) e VACV-WR (vaccinia virus
strain Western Reserve) (VALADARES, Y. M. et al., 2009).

Os extratos etandlicos das folhas e dos frutos de S. paniculatum néo
apresentaram acdo mutagénica em medula 6ssea de camundongos, porém, em
doses mais elevadas, ambos os extratos exibiram atividade citotoxica (VIEIRA et al.,
2010).

Um extrato hidroalcdlico das espécies Solanum paniculatum (Solanaceae),
Remijia ferruginea (Rubiaceae), Jacaranda caroba (Bignoniaceae) e Erythraea
centaurium (Gentianaceae) compdem o fitoterapico brasileiro lerobina® (Figura 5),
gue é utilizado popularmente para o tratamento de dispepsia. Pesquisa realizada por
Botion et al. (2005) comprova a indicacdo do lerobina® como agente antidispépticos.
Tagliati et al. (2008), através do estudo da toxicidade aguda e crbnica, concluiram
gue 0 mesmo, aparentemente, ndo oferece risco a saude humana.

Em virtude de seu largo emprego na medicina popular regional as raizes e
caules de outras espécies, principalmente das S. caavurana e S. rhytidoandrum,
também conhecidas como jurubeba, sdo confundidas e utilizadas como S.
paniculatum mostrando a necessidade de existir um controle de qualidade e
identificacdo botanica para seu uso seguro (AGRA, 1999b). Porem, estudos
referentes ao controle de qualidade de S. paniculatum ndo sdo encontrados na

literatura.
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Figura 5 — Fitoterapico lerobina®.
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http://www.labelsaude.com.br/produtos/saude/liquidos/ierobina

1.5 Planejamento Fatorial de Experimentos

O planejamento fatorial representa um conjunto de ensaios estabelecidos com
critérios cientificos e estatisticos, com o objetivo de determinar a influéncia de duas
ou mais variaveis (fatores) nos resultados de um dado sistema ou processo. E uma
poderosa ferramenta estatistica que possibilita a otimizagdo de variaveis, pois
permite a combinacdo de todos os fatores, simultaneamente, em todos os niveis.
Desta forma, o numero de ensaios experimentais para se chegar ao melhor
resultado esperado sera reduzido (CALADO, 2003; BUTTON, 2005; PERALTA-
ZAMORA; MORAIS; NAGATA, 2005).

Em geral, a avaliacdo de varidveis experimentais

7

é realizada de maneira

univariada, ou seja, o efeito de cada uma é avaliado de maneira independente. A
desvantagem dessa avaliacdo € o alto gasto de tempo para otimizacdo e a
negligéncia das interacdes que possam existir entre duas ou mais variaveis que
podem afetar o processo em questdo (CUNICO et al, 2008).

Quando se trabalha com planejamento fatorial, € possivel prever a interacao
entre fatores, pois em cada tentativa completa, ou réplica do experimento, todas as
combinacdes possiveis dos niveis dos fatores sdo investigadas (MONTGOMERY;
RUNGER, 2007). A utilizagcdo dessa ferramenta permite alcancar o maximo de


http://www.drogariaprimus.com.br/ierobina-10ml-p211103
http://www.labelsaude.com.br/produtos/saude/liquidos/ierobina
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eficiéncia, minimizando desperdicios e custos, pois € possivel realizar experimentos
mais inteligentes com fornecimento maximo de informacdes e esforco minimo.

Existem varios métodos de planejamento de experimentos, com diferentes
aplicacdes. Os principais processos sao: Fatorial Total ou Completo; Fatorial
Fracionado; Delineamento do Composto Central Rotacional (DCCR); Plackett e
Burman.

Segundo Button (2001), o planejamento fatorial é indicado para a fase inicial
do procedimento experimental, ou seja, quando h& necessidade de se definir os
fatores mais importantes e estudar os efeitos sobre a varidvel resposta escolhida.

Experimentos delineados em esquemas fatoriais sdo aqueles que envolvem
combinacBes entre os niveis de dois ou mais fatores, visto que o0s esquemas
fatoriais sdo considerados delineamentos de tratamentos. Se todas as combinagdes
possiveis, em todos os niveis de cada fator, estdo presentes, o esquema fatorial
sera completo. Em qualquer outro caso temos um esquema fatorial incompleto
(RODRIGUES; LEMMA, 2014).

Da Silva (2013) e Rodrigues e Lemma (2014) relatam que um experimento
fatorial com k fatores, onde cada um deles possui dois (2) niveis, € denominado de
experimento fatorial 2% Esse processo experimental realiza testes com cada uma
das combinacGes da matriz experimental e, logo apés, determina e interpreta os
efeitos e intera¢des dos fatores investigados, ou seja, permite varredura completa da
regido de estudo. A desvantagem desse processo é que este método ndo determina
variagdo intermediaria, pois so trabalha em dois niveis, além de demandar um alto
nGmero de ensaios para problemas com grande nimero de variaveis. E aplicavel em
processos onde ja se tem um prévio dominio e onde a realizacdo dos testes nao
demanda alto tempo e custo.

Para a aplicagéo das técnicas de experimentos fatoriais fracionados usa-se

kP combinacgdes de testes, onde ao realizar-se metade do experimento, temos que
p éigualal (% 2k = 2712k = 2k=1) 'ou um quarto do experimento onde p é igual a 2
(i 2k = 2722k = 2k=2) e assim por diante (MONTGOMERY, 1991; RODRIGUES;
LEMMA, 2014). Este processo permite uma pré-analise com um nimero reduzido de
ensaios, sendo sua desvantagem ndo permitir varredura completa da regido. E

aplicado quando se deseja um pré-conhecimento, quando a literatura € limitada ou

para ensaios que demandam maior tempo e custo (DA SILVA, 2013).



43

O DCCR é um delineamento simétrico e de segunda ordem, constituido de
duas partes: o fatorial 2, com um ou mais pontos centrais, e a parte axial (MATEUS;
BARBIN; CONAGIN, 2008). Além de realizar varredura completa, este processo é
capaz de formar modelos preditivos, que o direciona para o ponto maximo de
otimizacdo. Sua aplicacdo € indicada para, preferencialmente, 3 varidveis. A
desvantagem de seu uso € o0 grande numero de experimentos quando 0 processo
tem mais de 5 variaveis.

O método Plackett Burman permite estimar os efeitos principais e identificar
as variaveis mais relevantes de um processo com um namero reduzido de
experimentos. A desvantagem desse método é que ele ndo permite a varredura
completa da regido e nem identifica interacbes. A aplicacdo sugerida € em
processos onde o interesse € verificar apenas os efeitos principais (DA SILVA,
2013).

Rodrigues e Lemma (2014) relatam que os numeros de planejamentos
experimentais fatoriais dependem principalmente do nimero de variaveis a serem
estudadas inicialmente. A Tabela 2 relaciona os tipos de planejamentos

experimentais possiveis em funcédo do nimero de fatores envolvidos.

1.6 Desenvolvimento analitico e validacdo de métodos

Para o desenvolvimento tecnoldgico de produtos fitoterapicos deve-se realizar
estudos prévios como: estudos botanicos, agronémicos, quimicos e pesquisas sobre
suas atividades biolégicas, diferenciando-se desta forma das plantas medicinais e
das preparacdes utilizadas pela medicina popular. Quatro etapas sdo necessarias
para a obtencdo de um novo medicamento fitoterapico, sdo elas: botanica,
farmacéutica, pré-clinica e clinica (TEIXEIRA, 2014).

Na etapa botanica é realizada a identificacdo do material em estudo, ja na
etapa farmacéutica tem-se o preparo e garantia da qualidade desse material. Na
etapa pré-clinica s@o realizados ensaios farmacodindmicos, farmacocinéticos e
toxicologicos. Na etapa final, a clinica, a amostra € testada diretamente nos seres
humanos (SIMOES et al., 2003). Neste topico o foco sera a etapa farmacéutica,
responsavel pela qualidade do produto, a qual preocupa-se com a uniformidade e

eficiéncia do novo produto.
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Ndmero de Tipo de planejamento Qualidade da
Variaveis Informacéo
2 DCCR Boa
3 DCCR Boa

DCCR Boa
4 Fracionado Boa
Plackett e Burman Boa
DCCR Boa

Fracionado Boa (2°%)

° Ruim (2°?)
Plackett e Burman Boa
DCCR Boa

Fracionado Boa (2°7)

° Ruim (2%2)
Plackett e Burman Boa
DCCR Boa
Fracionado Boa

! Ruim (2%
Plackett e Burman Boa
8 e acima Plackett e Burman Boa

Fonte: Rodrigues e Lemme (2014) com adaptacoes.

Para uma exata determinacdo da identidade da matéria-prima vegetal, a

identificacdo botanica vem utilizando o perfil cromatografico, o qual relaciona

caracteristicas quimicas e farmacologicas comuns dos componentes de uma
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amostra vegetal evidenciando suas semelhancas e diferencas (GONG et al., 2003;
SCHANEBERG et al., 2003). Deve se considerar dessas informacdes fatores
relacionados com a separac¢do cromatografica, com a identificacdo do seu marcador
guimico, fazendo com que haja o controle de sua qualidade, garantindo a seguranca
e confiabilidade nos resultados (OBRADOVIC et al., 2007).

Com essa finalidade, metodologias desenvolvidas utilizando técnicas como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) tem sido largamente utilizada tanto
para o estudo fitoquimico, quanto no controle de qualidade de produtos de origem
vegetal, uma vez que proporciona vantagens como a alta eficiéncia e rapidez
(RIBANI et al., 2004).

Segundo a Resolugdo 899/2003, para a validacdo de metodologia analitica
ndo descrita em farmacopeias ou formulérios oficiais, devidamente reconhecidos
pela a ANVISA, sdo necessérios a avaliagdo nos parémetros de especificidade,
linearidade, intervalo, precisao, limite de deteccéao, limite de quantificacdo, exatidao
e robustez.

A norma ISO/IEC 17025 (Requerimentos Gerais de Competéncia para
Laboratorios de Ensaio e Calibracao)- define validacao de um método analitico como
a “comprovacdo, através de evidéncias objetivas, de que o método cumpriu os
requisitos para uma aplicacao ou uso especifico pretendido”. Para a ANVISA (2003),
fala que “a validagdo das metodologias quantitativas é indispensavel para garantir,
por meio de estudos experimentais, que o0 método atenda as exigéncias das
aplicacfes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados”. Ainda segundo
essa agéncia, para que estes sejam reconhecidos pelos érgdos regulamentadores,
tais como: ANVISA (Agéncia Macional de Vigilancia Sanitaria), IBAMA (Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis), INMETRO
(Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagcdo e Qualidade Industrial) e 0 MAPA
(Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento), essas validagdes devem ser
baseadas nas normas especificas para cada caso.

Em sumo, o principal objetivo da validacdo de um método analitico é
demonstrar que todo o método é adequado para quantificar um analito numa
determinada matriz com certo nivel de concentracdo, cujos resultados sao
confidveis, pois possuira precisdo e exatiddo adequadas. O processo de validacdo
deve estar descrito num procedimento laboratorial e a determinacédo dos parametros

de validacdo, onde sera efetuada em equipamentos e instrumentos dentro das
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especificacdes, funcionando corretamente e adequadamente calibrados (INMETRO,
2007; COMMITTEE FOR MEDICINAL PRODUCTS FOR HUMAN USE et al., 2011).

1.7 Atividade Toxicoldgica

A Toxicologia, observada sobre o ambito da ciéncia moderna, € uma ciéncia
multidisciplinar que estuda tanto os efeitos adversos ocasionados por agentes
guimicos no homem e no meio ambiente, como estuda também as propriedades
fisico-quimicas de cada substancia, avaliando a seguranca de seu uso (ADEBAL,
2001).

Erroneamente, a sociedade acredita que todo produto natural € seguro e
desprovido de efeitos adversos, entretanto, ndo podemos esquecer gue 0S mesmos
possuem moléculas ativas que podem apresentar eficacia terapéutica, mas também
inUmeros efeitos adversos que podem até causar um problema sério de saude
publica (FERREIRA, 2010).

Como exemplos de efeitos toxicos de substancias presentes em plantas,
podem ser citados os efeitos hepatotdxicos do apiol, safrol, lignanas e alcal6ides
pirrolizidinicos; a acéo téxica renal que pode ser causada por espécies vegetais que
contém terpenos e saponinas; alguns tipos de dermatites causadas por espécies
ricas em lactonas sesquiterpénicas e produtos naturais do tipo furanocumarinas
(CAVALCANTE, et al., 2006). Dois exemplos muito conhecidos dos efeitos tdxicos
de produtos naturais o uso de confrei (Symphytum officinale L. - Boraginaceae) e de
capsulas de téucrio (Teucrium chamaedrys L. — Labiateae).

O confrei era utilizado na medicina tradicional como cicatrizante devido a
presenca de alantoina, porém a planta também possui alcaloides pirrolizidinicos, os
guais sao comprovadamente hepatotoxicos e carcinogénicos (BUCKEL, 1998). Apés
diversos casos de morte ocasionados por cirrose resultante de doenca hepética
veno-oclusiva, desencadeadas por estes alcaloides, o uso confrei foi proibido pela
OMS. O téucrio causou uma epidemia de hepatite na Franca. A origem do efeito
toxico foi atribuida a diterpenos do tipo neo-clerodano, transformados pelo citocromo
P450 em metabdlitos hepatotoxicos, que apresentavam uma subunidade epéxido.
Anteriormente, 0 uso do téucrio era considerado seguro até que a comercializacado

do vegetal em capsulas, associado a camomila, comecou a ser prescrito para dietas
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de emagrecimento e desencadeou os casos de hepatite toxica (VEIGA-JUNIOR;
PINTO; MACIEL, 2005).

Diante do exposto, fica evidente a importancia da avaliacdo do potencial
toxicolégico das plantas medicinais e de seus constituintes, pois s6 dessa forma a
populacao tera acesso a uma terapia alternativa segura e de qualidade.

O estudo toxicolégico pré-clinico de uma substancia € uma etapa
indispensavel para o uso seguro, uma vez que tem como objetivo caracterizar os
efeitos toxicologicos a partir da administracdo da substancia (EATON; KLAASSEN,
1996). Além disso, esses estudos buscam, entre outras, informac¢des sobre quais
doses sdo capazes de causar efeitos toxicos em animais de laboratério (BRITO,
1996). Toda substancia pode comportar-se como um agente toxico, dependendo da
dose administrada ou absorvida, do tempo de frequéncia de exposicéo e das vias de
administracao (BARROS; DAVINO, 2008).

O ensaio de toxicidade frente Artemia salina Leach tem por objetivo
selecionar e monitorar a pesquisa de extratos de plantas na procura de substancias
bioativas. E um teste rapido, de baixo custo e eficiente que, por ndo exigir técnicas
assépticas e equipamentos especificos, favorece a sua utilizagdo rotineira, podendo
ser desenvolvido em qualquer laboratério (LUNA et al., 2005; NASCIMENTO et al.,
2008). A letalidade desse organismo simples tem sido utilizada para um rapido
monitoramento da resposta biologica (MEYER, et al., 1982), onde existe apenas um
parametro envolvido: vida ou morte. Os resultados sédo facilmente tratados,
utilizando-se a Concentracao Letal Média (CLso), Ou seja, a concentracdo que dizima
metade de uma populacdo (DOLABELA, 1997), é possivel determinar e avaliar a
atividade bioldgica (toxidade) de certo composto ou extrato natural (LOPES et al.,
2002).

A citotoxicidade fornece informagfes a respeito da acdo potencial toxica de
moléculas estudadas de forma mais rdpida e com menos custo que os estudos in
vivo. Neste tipo de ensaio, pode ser avaliada a morte, a viabilidade, os aspectos
morfologicos, a integridade da membrana celular, o crescimento e a proliferacéo das
células (CASTANO; LECHON, 2005).

Outros testes empregados para avaliar efeitos colaterais e toxicolégicos sao
os de toxicidade aguda que tem a finalidade de definir a toxicidade intrinseca do
composto, identificar oOrgados-alvos da substancia ou amostras estudadas, e

selecionar doses para estudo de longa duracdo (SA; ALMEIDA, 2006). A Resoluc&o
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90 (2004) determina que se avalie os efeitos toxicos agudos de amostras vegetais,
utilizando a mesma via de administracdo proposta para o uso do produto, em
mamiferos machos e fémeas de idade adulta. Devem ser avaliados sinais de
toxicidade durante as primeiras 24 horas e também a variacdo de peso dos animais
e o0 consumo de &gua e ragdo. Além destas recomendagdes, 0s animais
sobreviventes devem ser eutanasiados e autopsiados para a realizacdo de
procedimentos que permitam estudos dos 6rgados acometidos.

Pode-se fazer também o teste in vivo subcrdnico, onde os animais seréo
expostos a pequenas doses diariamente durante 30 dias. O efeito cronico pode advir
de dois mecanismos: a Somatoria ou Acumulo do Agente Téxico no Organismo e a
Somatoria de Efeitos. Na Somatoria ou Acumulo do Agente Toxico a velocidade de
eliminacdo é menor que a de absor¢ao, assim ao longo da exposi¢do o produto vai
sendo somado no organismo, até alcancar um nivel toéxico. A Somatéria de Efeitos
ocorre quando o dano causado € irreversivel e, portanto, vai sendo aumentado a
cada exposicdo, até atingir um nivel detectavel, ou, entdo, quando o dano é
reversivel, mas o tempo entre cada exposicdo € insuficiente para que o0 organismo
se recupere totalmente. Como nos testes agudos, deve-se analisar consumo de
agua e racao, monitoramento de peso e os sobreviventes devem ser eutanasiados e
autopsiados (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006).

A realizagéo da Triagem Comportamental permite avaliar se uma determinada
droga modifica a atividade cerebral, através do registro de alguns sinais ou
alteragOes de condutas apresentados pelos animais, ou seja, esse modelo permite
avaliar se determinadas drogas apresentam toxicidade, possibilitando o estudo
farmacologico de plantas e/ou fitoconstituintes com uma determinada margem de

seguranca (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006). Deve ser aplicado em ambos testes in vivo.

1.8 Atividade Anti-inflamatéria

O processo inflamatério € um dos mecanismos mais antigos que existe no
organismo animal para sua defesa quando ha uma invasdo de um antigeno, ja tendo

sido mencionado por Celsius (30 a.C. — 38 d.C.), o qual propds 0s quatro sinais
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classicos da inflamacao, que sao :rubor, tumor, calor e dor. Um quinto sinal classico
da inflamacéo foi proposto por Virchow (1821-1902) que é a perda de funcdo do
orgao ou tecido inflamado (WEISSMAN, 1992; HEIDLAND et al., 2006).

Iwalewa et al.,, (2007) fala que inflamacdo € um termo geral para as
mudancas que podem ocorrer nos tecidos vascularizados como resposta a danos
teciduais, infeccbes ou reacBes imunoldgicas. Segundo Maldine et al. (2009), a
inflamacdo é uma resposta biolégica complexa de tecidos vasculares a estimulos
nocivos, tais como patdégenos, danos celulares ou irritantes (fisicos ou quimicos).

A resposta inflamatéria é essencial para a sobrevivéncia de um organismo e
esta capacidade dos seres vivos em responder defensivamente a estimulos lesivos
ocorre de forma cada vez mais complexa, a medida que aumenta a especializacao
biolégica (CUZZOCREA, 2005). A inflamacdo poderd ser aguda ou crbnica
dependendo do tempo de permanéncia do processo inflamatério no organismo.

O processo inflamatério agudo consiste de uma liberacdo sequencial de
mediadores e do recrutamento de leucdcitos circulantes, os quais se tornam ativos
no local da leséo e liberam mais mediadores pré-inflamatorios. O principal objetivo
da reacdo inflamatéria € possibilitar ao tecido lesionado o acesso de células,
proteinas e outros elementos originarios do sangue para que haja reparacdo do
tecido lesionado. A inflamacdo aguda pode ser dividida em trés fases, cada qual
mediada por diferentes mecanismos. A primeira € a fase inicial que é caracterizada
principalmente por vasodilatacdo local e aumento da permeabilidade vascular. A
segunda é uma fase tardia, com a infiltragdo de leucdcitos e células fagocitérias. A
terceira é a fase proliferativa, na qual ocorre degeneracdo tecidual e fibrose
(MCDONALD; THURSTON; BALUK, 1999; COLLINS, 1999; MURI, SPOSITO,
METSAVAHT, 2009).

Se o0 estimulo agressor persistir, ocasionando destruicdo continua dos
tecidos, ou ainda ocorrer falha na resolugédo da defesa do organismo, 0 processo
inflamatério pode progredir para um processo inflamatério crénico (COSSEUNS;
WERB, 2002; BILATE, 2007; DE MARZO et al., 2007; RODRIGUEZ-VITA;
LAWRENCE, 2010). A inflamag&o cronica apresenta duragdo muito mais extensa do
gue a inflamacdo aguda e esta associada a presenca de linfécitos e macrofagos,
necrose tecidual e proliferacdo de fibroblastos e formacédo de granulomas
(FERREIRA; LORENZETTI; POOLE, 1993; GEPDIREMEN et al., 2004).
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O sistema imune é responsavel pelos processos de reparo tecidual como
também pela defesa do organismo. Os leucdcitos atuam em momentos distintos da
reposta imune, que podem ser classificadas em imunidade inata e imunidade
adaptativa (CRUVINEL et sal., 2010).

Na imunidade inata ha uma resposta rapida e estereotipada a um numero
grande, mas limitado, de estimulos, sendo representada por barreiras fisicas,
guimicas e biolégicas, células especializadas e moléculas solluveis, presentes em
todos os individuos, independentemente de contato prévio com imundgenos ou
agentes agressores, e nao se altera qualitativa ou quantitativamente apos o contato.
As principais células efetoras da imunidade inata sdo: macréfagos, neutrofilos,
células dendriticas e células Natural Killer — NK. Os principais mecanismos sao:
fagocitose, liberagdo de mediadores inflamatérios, ativagdo de proteinas do sistema
complemento, sintese de proteinas de fase aguda, citocinas e quimiocinas
(CRUVINEL et sal., 2010).

Na imunidade inata, os macrofagos atuam secretando diversos mediadores,
tais como oxido nitrico (NO), citocinas (IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a), quimiocinas (IL-8)
entre outros, que podem ser induzidos tanto pelo estimulo lesivo, agente infectante
ou pela acdo de outras citocinas, principalmente interferon gama (IFN-y) que sao
liberadas por linfocitos (WALKER et al.,, 1999; KONSMAN et al., 2002;
MARTINFONTECHA et al., 2004; MESQUITA JUNIOR, 2010).

No caso da imunidade adquirida, além das células efetoras, ha atuacao dos
linfocitos (linfocitos T e linfécitos B) (KIRVESKARI et al., 2003). Estas células séo
produzidas no timo ou na medula 6ssea, sofrem amadurecimento nos Orgaos
linféides periféricos (baco, linfonodos e amigdalas) (WALKER et al., 1999; MARTIN-
FONTECHA et al., 2004). Os linfocitos T efetores (maduros), quando chegam ao
local da injuria liberam diversas citocinas (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, TNF-a) e quimiocinas,
gue sdo responsaveis pela ativacao de células B, quimiotaxia de leucécitos, ativacéo
dos macrofagos, deposicao de fibrina e dor (WATKINS et al., 1995; LI et al., 2014).

As citocinas sédo importantes mediadores de processo inflamatorio e séo
produzidas principalmente por macréfagos e linfocitos ativados. Elas modulam a
funcdo de muitos tipos celulares e sdo determinantes para a infiltrac&do celular e para
os efeitos sistémicos durante o processo inflamatdrio agudo.

Existem interleucinas anti-inflamatérias e pré-inflamatoérias. O processo inicial

das reacdes que caracterizam a fase aguda do processo inflamatorio € mediado pela
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liberacdo de citocinas proé-inflamatérias no tecido lesado (SIQUEIRA-JUNIOR;
DANTAS, 2000). A secrecédo das citocinas é estimulada por endotoxinas, complexos
imunes, toxinas, lesdes fisicas e uma variedade de processo inflamatorios (BILATE,
2007). Varias citocinas diferentes desempenham papeis importantes no
estabelecimento e no desenvolvimento do processo inflamatério, as quais atuam
como substancias pré-inflamatérias que induzem a sintese e a liberacdo de
mediadores inflamatorios tipicos, como as prostaglandinas, os leucotrienos e o oxido
nitrico. Enquanto outras citocinas como IL-4,IL-10 e IL-13 atuam como agentes anti-
inflamatorios, diminuem as funcbes celulares e a sintese de citocinas pro-
inflamatérias, reduzindo a dor e a quimiotaxia de leucécitos (FRANKE et al, 2002;
VALE et al., 2003, JUNIOR et al., 2015).

1.9 Atividade Antidiarreica

A diarreia € definida como um aumento no numero de evacuacgdes (3 ou
mais/24 h), um aumento na fluidez das fezes e/ou a presenca de sangue e muco nas
mesmas (Mathan, 1998; SCHUTZE; WILLOUGHBY, 2013). O principal determinante
do volume e consisténcia as fezes é o conteudo liquido, o que reflete um equilibrio
entre a entrada luminal e a saida ao longo do trato gastrointestinal. A viscosidade do
bolo fecal depende basicamente da absorcao de agua e da intensidade da propulsédo
intestinal. No processo diarreico observa-se uma reducdo da absor¢do ou uma
hipersecrecdo de agua juntamente com um aumento da motilidade intestinal, que
reduz a solidez das fezes (FIELD; SEMRAD, 1993). Muitos fatores podem ser
responsaveis pelo aparecimento da diarreia, incluindo agentes infecciosos, toxinas,
ansiedade, medicamentos, e etc.

As substancias antidiarreicas reduzem os sinais da diarreia, fazendo com que
a consisténcia das fezes, a frequéncia da defecacdo e a massa fecal normalizem.
Sua acao é produzida através de efeitos sobre o transito intestinal (motilidade) e a
secrecdo de agua e eletrdlitos pela mucosa intestinal (BRUNTON et al., 2011).

Os farmacos antidiarreicos geralmente utilizados sdo a loperamida e o
difenoxilato, cujos mecanismos de acao envolvem o sistema opioide (WANG et al.,
2005; MARCOS; DUPONT, 2007). Em caso de doencas diarreicas agudas causadas

por microrganismos patogénicos, todos esses medicamentos devem ser evitados,
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visto que retardam a eliminagcdo dos mesmos e aumentam o risco de infeccdes
sistémicas (BRUNTON et al., 2011).

Os modelos experimentais de transito intestinal normal e esvaziamento
gastrico sdo amplamente utilizados na triagem de drogas com potencial atividade
antimotilidade, que normalmente utilizam-se de marcadores, substancias com
coloracdo, para que possa ser mensurado o transito intestinal e o esvaziamento
gastrico (STICKNEY; NORTHUP, 1959; SCARPIGNATO, 1980).

Outro modelo que vem sendo utilizado em animais de laboratorio para
avaliacdo da atividade antidiarreica é a inducdo de diarreia por 6leo de ricino. O
potencial diarreico do 6leo de ricino deve-se ao acido ricinoleico, um metabdlito ativo
da mamona (Ricinus communis L.) que difere do acido oleico por ter uma hidroxila
no décimo segundo carbono (WATSON; GORDON, 1962; ZAVALA et al., 1998). No
limen intestinal, este 6leo fica sob efeito de lipases intestinais, que convertem o0s
triglicerideos em glicerol e acido ricinoleico. Este acido promove a irritacdo e
inflamacdo da mucosa intestinal, fazendo que ocorra a sintese e liberacdo de
autacoides, NO e prostaglandinas. Acredita-se que o "enteropooling”, termo que
representa o aumento na secrec¢do intestinal de fluido intestinal e como cumulo de
agua e eletrolitos, como consequéncias, tem-se a estimulacdo da motilidade
intestinal e aumento da secrecdo de fluidos e eletrélitos pela modulacdo de
aguaporinas e canais ionicos (PIERCE et al., 1971; MASCOLO et al.,, 1994,
CAPASSO et al., 1998; RATNAIKE et al., 2000).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar a caracterizacdo quimica, toxicoldgica e a investigacao de atividades
farmacoldgicas do extrato das raizes de Solanum paniculatum L. (ERSP).

2.2 Objetivos especificos

e Analisar o solo onde a planta foi coletada;

¢ Realizar a analise bromatologica das raizes de S. paniculatum;

e Determinar 0os minerais presentes nas raizes de S. paniculatum;

e Obtencéo do extrato das raizes de S. paniculatum por Soxhlet (ERSP);
e Realizar extracdo em fase sélida do ERSP;

e Desenvolver método por HPLC para analise do ERSP;

e Validar a metodologia desenvolvida segundo a Resolucédo 899/2003 do

Ministério da Saude;

e Obter o perfil Térmico do ERSP por Termogravimetria e Analise Térmica

Diferencial ;

e Determinar a perda de massa do ERSP utlizando a derivada da

Termogravimetria;
e Analisar o ERSP frente a Estabilidade a Termo-oxidacdo por Rancimat;

e Planejar e otimizar a Extracdo de Compostos Fendlicos por Maceracéo,

Micro-ondas e Ultrassom;

e Avaliar a atividade antimicrobiana, determinar a CMI e CMM do ERSP pelo

método de difusdo em disco e microdiluicéo;

e Determinar a CLsg do ERSP frente ao bioensaio com Artemia salina;
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Avaliar a atividade hemolitica do ERSP e a citotoxicidade frente a linhagens

de células cancerigenas;

Avaliar a toxicidade do ERSP frente aos ensaios toxicolégicos pré-clinicos
agudo e subcrbénico e avaliar os parametros bioquimicos, hematoldgicos,

anatomopatologicos e histopatolégicos em ratos de ambos 0s sexos;
Investigar a atividade antidiarreica do ERSP;

Investigar a atividade do ERSP frente ao acumulo de fluido intestinal induzido

por 6leo de ricino;
Avaliar o ERSP frente a motilidade intestinal;

Investigar a Atividade Antiinflamatéria do ERSP em diferentes modelos

animais de inflamacé&o aguda.
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3 METODOLOGIA

3.1 Coleta e Preparo das Raizes

As raizes da Solanum paniculatum L. foram coletadas na mata de Aldeia, Km
5, Camaragibe-PE, no periodo de janeiro de 2012. A identificacdo botanica foi
realizada pelo Instituto Agronémico de Pernambuco — IPA e uma exsicata foi
depositada no Herbario Dardano de Andrade Lima com o nimero 88503.

As raizes foram secas em estufa de ar circulante por um periodo de 72 horas
na temperatura de 40°C. Em seguida foram trituradas em moinho de facas e

tamisadas (tamis mesh 10).

3.2 Andlise de Fertilidade do Solo

Juntamente com a coleta das raizes da Solanum paniculatum L. foi retirada

uma amostra do solo onde as espécies se encontravam para analise da fertilidade

do solo, sendo avaliados os parametros abaixo segundo as metologias descritas em

EMBRAPA (1998):

3.2.1 pH em agua

Determinado potenciometricamente em suspenséo solo-agua (1:2,5) apés 1

hora de contato, com agitacdo da suspensao antes da leitura.

3.2.2 Célcio e Magnésio Trocéaveis

Utilizou-se o extrator KCI (1 mol/L) na proporcéo 1:10 (solucdo:extrator), para

obtencdo do sobrenadante do qual se extrai uma aliquota para a determinacéo,

sendo obtidos por complexometria com EDTA (0,0125 mol/L).
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3.2.3 Aluminio Trocavel

Foi extraido com o extrator KCl 1 (mol/L) na propor¢cao 1:10 e determinado
pela titulagdo da acidez com NaOH (0,025 mol/L).
3.2.4 Potassio e Sodio Trocaveis

Extraidos com solucdo duplo-4cida (Carolina do Norte) de HCI (0,05 mol/L) +
H,SO, (0,0125 mol/L) e determinados por fotometria de chama (potassio) e
colorimétrica (fésforo).
3.2.5 Acidez Extraivel ou Valor H

Foram extraidos com acetato de céalcio 1 mol/L a pH 7,0 na proporcéo 1:15 e
titulados com NaOH (0,025 mol/L).

3.2.6 Soma de Bases (SB)

O valor S, que é a soma de bases trocaveis, é calculado em cmol/Kg, de

acordo com a seguinte expressao:

S=Ca”+Mg?+K"+Na"

3.2.7 Capacidade de Troca Catidénica CTC (pH 7,0)
A capacidade de troca de cétions (CTC) corresponde a soma das bases
trocaveis mais a acidez potencial, € calculada em cmol/Kg, de acordo com a

seguinte expressao:

CTC=SB+H"+AI



57

3.2.8 Saturacao por Bases (Valor V)

O indice de saturacéo por bases é calculado em percentagem, de acordo com

a seguinte expressao:

=SB 100
“crc”

3.2.9 Saturagédo por Aluminio (Valor m)

O valor m, ou indice de saturacdo por aluminio trocavel ou % de Al é

calculado em percentagem, de acordo com a seguinte expressao:

100 x Al*3
m=———
SB + Al*3

3.2.10 Saturacao por Sodio

O indice de saturacao por sodio é calculado em percentagem, de acordo com

a expressao:

100 x Na

SNa = —===

3.3 Anélise de Minerais

A determinacdo dos minerais cadmio, cobre, ferro, potassio, manganés,
sédio, zinco, magnésio e calcio na amostra das raizes foi realizada utilizando
espectrofotometro de absor¢cdo atdbmica modelo Varian AA240FS (Tabela 3). As
amostras foram submetidas a digestdo empregando HNOjz; e H,0, utilizando

aguecimento assistido por radiagcdo micro-ondas e 0s parametros operacionais estao
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descritos na Tabela 3. Os valores foram quantificados a partir de uma curva padréo

para cada elemento.

Tabela 3 - Parametros operacionais do espectrdmetro de absorcdo atdmica em chama.

Elemento Comprimento de Onda (nm) Gas
Cadmio 228,8 Acetileno, Ar Comprimido
Cobre 3247 Acetileno, Ar Comprimido
Ferro 348,3 Acetileno, Ar Comprimido
Potéssio 769,9 Acetileno, Ar Comprimido
Manganés 279,5 Acetileno, Ar Comprimido
Sadio 589,6 Acetileno, Ar Comprimido
Zinco 213,9 Acetileno, Ar Comprimido
Magnésio 285,2 Acetileno, Ar Comprimido

Calcio 4227 Acetileno, Oxido Nitroso
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3.4 Andlises Bromatoldgicas

3.4.1 Umidade e Matéria Seca (MS)

A determinacdo da MS foi feita em laboratoério utilizando 1,0 g de amostra
moida, a qual foi seca em estufa de circulacdo forcada de ar a temperatura de

100°C-105 °C por 12 horas, seguida de pesagem.

3.4.2 Cinzas

Foi pesado 5 g da amostra e aquecida em mufla a 550°C, posteriormente foi
resfriada até temperatura ambiente. As cinzas devem ficar brancas ou ligeiramente
acinzentadas. Em caso contrario, apos esfriar, é adicionado 0,5 mL de &gua e
novamente incinerado. As operacdes de aquecimento e resfriamento sao repetidas

até peso constante.

3.4.3 Proteina Bruta (PB)

Foi determinada indiretamente a partir do valor de nitrogénio total (N) pelo
método Kjeldahl. Apds determinar o N, o teor de PB é estimado multiplicando-se
pelo fator de conversdo de 6,25, considerando-se que a propor¢cdo de N nas

proteinas das plantas € igual a 16%.

3.4.4 Fibra Total (FT)

Foi pesado 2g da amostra, apds obtencao do extrato etéreo e seca em estufa.
Foram adicionados 100 mL de solucéo &cida (500 mL de acido acético glacial, 450
mL de agua, 50 mL de acido nitrico e 20 g de acido tricloracético) e 0,5 g de agente
de filtragcdo. Em seguida foi colocado em refluxo por 40 minutos, filtrado em cadinho

de Gooch, lavado com agua quente, posteriormente lavado com 20 mL de alcool e
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20 mL de éter. Apods, foi realizada secagem em estufa a 105°C, por 2 horas, e
resfriado em dessecador até a temperatura ambiente. As operacdes de aquecimento
e resfriamento foram repetidas até peso constante. Posteriormente, a amostra foi
incinerada em mufla a 550°C e novamente resfriada em dessecador até a
temperatura constante. O teor de fibras foi calculada pela expresséo:

FT = Fibra (g)/ Amostra (g) x 100

3.4.5 Carboidratos

O teor de carboidratos foi obtido subtraindo-se de 100 a soma de PB, FT, EE

e MM (expressos em porcentagem de MS), entao:

Carboidratos = 100 - (PB + FT + EE + Cinzas)
3.4.6 Extrato Etéreo ou Lipidios

O teor de lipidios foi realizado por extragdo direta em Soxhlet onde 2 g da
amostra foi extraida com éter por 8 horas.
3.4.7 Valor Energético

O calculo do valor energético foi obtido levando-se em consideracdo que
carboidratos fornecem 4 kcal/lg - 17 kJ/g, proteinas fornecem 4 kcal/g - 17 kJ/g e
Gorduras fornecem 9 kcal/g - 37 kJ/g, utilizado os seguintes fatores de converséo
obtemos a formula (Brasil, 2005):

Energia = (Carboidratos x 4) + (Proteinas x 4) + (Lipidios x 9)

O valor energético foi expresso em Kcal por grama de raizes.
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3.5 Obtencao do Extrato

Foi retirada uma aliquota de 46 g do pd obtido (raizes pulverizadas e
tamisadas) para realizagdo de extracdo em Soxhlet com 200 mL de diclorometano
durante 2h, seguido de extracdo com 300 mL de etanol por um periodo de 4 horas.
Apés secagem em evaporador rotativo, foi obtido 4,35 g do extrato das raizes de

Solanum paniculatum L. (ERSP).

3.6 Extracdo em Fase sélida

Foi solubilizado 15 mg do ERSP em 0,5 mL de agua acidificada (pH 2) e 0,5
mL de Acetonitrila, em seguida foi realizada uma extracdo assistida por ultrassom
durante 20 min. Posteriormente a solucdo foi submetida a uma extracdo em fase
solida utilizando um cartucho Supelco® — (Cig), sendo obtido uma fragéo de 6 mg a

qual foi solubilizada em 2 mL de acetonitrila e analisada por HPLC-DAD (C-18).

3.7 Analise por HPLC-DAD

A andlise foi realizada no cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE-DAD),
modelo LC-6AD, composto de quatro bombas de solvente e equipado com um
detector de arranjo de diodos SPD-M20A (Shimadzu, Corp., Kyoto, Japan). As

corridas foram realizadas nas condi¢Ges do quadro 1.



Quadro 1 - Condic¢Bes da analise cromatografica.
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Coluna

Phenomenex® RP-18 (250 x 4.7 mm, 5 uym)

Temperatura forno 40°C
Fluxo 1 mL/min
Volume de Injecéo 10 uL

Solvente A Solucéo &cido fosfdrico pH 2.2
Solvente B Acetonitrila
Tempo % de B
0.1 20
Gradiente
15 30
20 40
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3.8 Validag&o da Metodologia

Para realizagcdo da validacdo foi seguido o "guia de validacdo de
métodos analiticos e bioanaliticos" descrito na Resolucdo 899/2003 do Ministério da

Saude.

3.9 Andlise Termogravimétrica e Andalise Térmica Diferencial do ERSP

As curvas termogravimétricas, no modo nao isotérmicas, foram obtidas em
um analisador térmico da Shimadzu, Simultaneous DTA-TG, modelo DTG-60 H, em
atmosfera de N,, vazdo de gas de 50 mL.min™ e razdo de aquecimento de 10 °C
min? até 800°C com 10 mg de amostra em cadinho de alumina. Foi obtido,

simultaneamente, a curva de andlise térmica diferencial (DTA).

3.10 Anédlise da Estabilidade a Termo-oxidacdo por Rancimat

Os ensaios de estabilidade oxidativa foram realizados em duplicatas no
equipamento 873 Biodiesel Rancimat, da marca Metrohm, utilizando o método EN
14112. De acordo com este método trés gramas de amostra foram mantidas em um

vaso de reacao sob fluxo constante de ar de 10 L h-1 a uma temperatura de 110 °C.

3.11 Planejamento e Otimizacdo da Extracdo de Compostos Fendlicos por

Maceracédo e Microondas

Para avaliar os efeitos das varidveis, Temperatura, Tempo e pH, sobre o
processo de extracdo de compostos fendlicos por maceracdo e microondas, foi
utilizado um planejamento experimental utilizando a técnica de delineamento do
composto central rotacional (DCCR). Assim, foi realizado um fatorial completo 23,
incluindo 6 pontos axiais e 3 repeticdes no ponto central, totalizando 17 ensaios,

tendo-se como resposta o contetdo de fendlicos totais.
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A matriz de planejamento experimental codificada esta representada no
Quadro 2 e os valores utilizados estdo expressos na tabela 4 para a maceragéo e

tabela 5 para microondas.

Quadro 2 - Matriz de planejamento fatorial total 2% com 6 pontos axiais e 3 pontos centrais com
valores codificados para extracdo por maceracéo e microondas.

Ensaios Temperatura Tempo pH
1 -1 -1 -1
2 1 -1 1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 -1,68 0 0
10 1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
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Tabela 4 - Valores utilizados no DCCR para trés fatores utilizando a técnica de maceracéo.

Variaveis Caodigo -1,68 -1 0 1 1,68
Temperatura (°C) Xy 30 34 40 46 50
Tempo (horas) Xz 12 14,4 18 21,6 24
pH X3 2 2,6 3,5 4.4 5

Tabela 5 - Valores utilizados no DCCR para trés fatores utilizando a técnica de microondas.

Variaveis Caddigo -1,68 -1 0 1 1,68
Temperatura (°C) Xy 30 38 50 62 70
Tempo (min) Xa 1 1,8 3 4,2 5
pH X3 1,5 1,8 2,25 2,7 3

3.12 Planejamento e Otimizacdo da Extracdo de Compostos Fendlicos por

Ultrassom

Para otimizacdo da extracdo dos compostos fendlicos pela técnica de
ultrassom foram avaliadas as variaveis, tempo e pH, com temperatura constante em
40°C atraveés do delineamento do composto central rotacional. Para isso, foi utilizado
um fatorial completo 22, incluindo 4 pontos axiais e 4 repeticées no ponto central,
totalizando 12 ensaios, tendo-se como resposta o teor de fendlicos totais. A matriz
de planejamento experimental codificada esta representada no Quadro 3 e 0s

valores utilizados estdo expressos na tabela 6.



Quadro 3 - Matriz de planejamento fatorial total 2% com 4 pontos axiais e 4 pontos centrais, para

extracdo por ultrassom.

Ensaios Temperatura pH
1 -1 1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 -1,41 0
6 1,41 0
7 0 -1,41
8 0 1,41
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0 0

Tabela 6 - Valores utilizados no DCCR para trés fatores utilizando a técnica de ultrassom.

66

Variaveis Caédigo -1,41 -1 0 1 1,41
Tempo (min) Xy 10 13 20 27 30
pH X5 2 2,5 3,5 4.5 5
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3.13 Investigacao da Atividade Antimicrobiana

3.13.1 Microorganismos

As linhagens de bactérias e fungos leveduriformes utilizados foram obtidas a
partir da Colecdo de Microrganismos do Departamento de Antibiéticos da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA). Para estes ensaio foram utilizadas
guatro bactérias gram-positivas: Staphylococcus aureus (UFPEDA 01), Micrococcus
luteus (UFPEDA 100), Bacillus subtilis (UFPEDA 86) e Enterococcus faecalis
(UFPEDA 138); trés bactérias gram-negativas: Escherichia coli (UFPEDA 224),
Serratia marcescens (UFPEDA 352) e Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416);
uma alcool-acido-resistente: Mycobacterium smegmatis (UFPEDA 71) e a levedura
Candida albicans (UFPEDA 1007).

3.13.2 Método de difusdo em disco

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliado pela metodologia de
difusdo em agar, utilizando-se discos de papel de filtro com diametro de 6 mm,
conforme Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012) para se conhecer
o perfil de atividade do extrato. Para este ensaio foi utilizado aliquotas de 10 pL do
extrato na concentracdo de 1 mg/mL para impregnar os discos de papel. O extrato
foi solubilizado em etanol e entdo esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22
pm.

Uma suspens&o do microrganismo-teste (1,5 x 10° UFC/mL para bactérias e
1,5 x 10° UFC/mL para leveduras) foi determinada através de comparagéo visual
com um padrédo na concentracdo de 0,5 na escala de Mc Farland e espalhada (0,1
mL) sobre a superficie do meio em placa de Petri. Posteriormente foram adicionados
sobre as placas inoculadas os discos impregnados com o0s extratos. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 h (bactérias) e a 28 °C por 48 h (leveduras). ApGs este

periodo foi mensurado o halo de inibicdo em mm com o auxilio de um paquimetro.
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3.13.3 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Microbicida Minima
(CMM)

Apo6s conhecer o perfil de inibicdo dos extratos, foi realizado o ensaio de
susceptibilidade pela metodologia da microdiluicAo para determinacdo da
Concentracdo Minima Inibitéria (CIM) e Concentracdo Minima Microbicida segundo o
NCCLS (2002; 2003).

Inicialmente adicionou-se em cada poc¢o 90 pL do meio Caldo Muller Hinton
(CMH) e posteriormente a partir da terceira coluna 90 pL do extrato na concentragao
de 1000 pug/mL esta aliquota foi homogeneizada e transferida para a coluna posterior
até atingir a concentracdo 15,75 pg/mL. Por ultimo foi adicionada uma aliquota de 10
UL da suspensdo do microrganismo preparada conforme o método anterior. Logo,
cada poco recebeu como volume final uma aliquota de 100 pL (90 puL de meio e
extrato e 10 pL do microrganismo).

As placas com o meio, extrato e microrganismo foram incubadas por 24 horas
(37 °C) para bactérias e 48 horas (28 °C) para leveduras. Posteriormente foram
adicionados 20 pL de resazurina para bactérias e 20 uL d trifeniltetrazolio-TTC a 1%
para fungos (indicadores colorimétricos de oxi-redugdo) para determinar a
concentracdo inibitéria minima, uma vez que a resazurina na presenca de
crescimento bacteriano muda da coloracdo azul para réseo e o trifeniltetrazolio-TTC

muda de incolor para rosa/vermelho na presencga de fungos.

3.14 Estudo Toxicolégico

3.14.1 Animais

Camundongos swiss albinos machos e fémeas (30-35g) e ratos wistar
machos e fémeas (250- 300g) foram obtidos do Biotério do Departamento de
Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), que esta registrado no
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) sob o n® 18. Os animais
foram mantidos em caixas de polipropileno a temperatura de 22 =+ 2 °C, com ciclo
claro-escuro de 12 horas, recebendo racdo balanceada e agua a vontade. Os
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animais foram submetidos a jejum antes de cada experimento. Os protocolos de
experimentacdo foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacio
Animal (CEEA) da UFPE (n° 23076.46150/2012-23 CCB — UFPE).

3.14.2 Bioensaio com Artemia salina Leach

A avaliacdo preliminar de uma possivel atividade bioldgica do ERSP foi
realizada utilizando-se o bioensaio com Artemia salina, segundo Meyer et al. (1982)
e Nascimento; Aradjo (1999). Os cistos de A. salina foram armazenados sob
resfriamento a 4 °C até a execucdo do experimento. Foram utilizadas larvas de
Artemia salina L., microcrustaceo da classe Anostraca, na forma de nauplio,
utilizando-se a Concentragdo Letal Média (CLsy) como parametro de avaliagdo da
atividade biol6égica. Em um recipiente retangular de vidro com uma diviséria
contendo furos de aproximadamente 0,02 cm de espessura e distribuidos
uniformemente, foi adicionada agua salina artificial preparada pela solubilizacéo de
38 g de sal marinho (Marinex®) em 1 litro de agua destilada. O recipiente
permaneceu sob iluminacdo através de uma lampada incandescente. Cistos de
Artemia salina foram incubados durante 24 horas (22 - 29 °C) em um dos lados do
recipiente. A parte do sistema contendo os cistos foi coberta com papel aluminio,
para que as larvas, apos a eclosao dos cistos, fossem atraidas pela luz para o outro
lado do sistema, forgando-as a atravessar a divisoria, e assim sendo coletadas com
auxilio de uma pipeta de Pasteur. O ERSP foi solubilizado em Tween (1 %) e agua
salina artificial (Marinex®), a fim de se obter a solugcdo méae de 10 mg/mL. A partir
destas, foram efetuadas diluicdes para concentracdes de intervalo 0 - 1800 ug/mL. A
cada 5 mL dessas solugbes foram adicionados 500 yL de agua salina artificial
contendo 10 nauplios. Cada concentracdo foi testada em triplicata. Um grupo
controle foi preparado contendo apenas o solvente e as larvas. O conjunto
permaneceu em incubacdo sob luz artificial por 24 h e entdo foi realizada a

contagem do namero de larvas vivas e mortas, para posterior determinacéo da CLso.
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3.14.3 Citotoxicidade em eritrécitos

Os ensaios para avaliacdo da atividade hemolitica foram realizados segundo
Kang et al. (2009), com algumas modificacbes. Os eritrécitos foram obtidos de
sangue fresco de camundongos Swiss coletado por punc¢do cardiaca, a agulha foi
heparinizada (heparina sodica) para prevenir coagulacédo. Os eritrécitos de humanos
tipo O, A, B e AB foram obtidos de voluntarios saudaveis.

Para obter a suspenséao de eritécitos, 1 mL de sangue total foi solubilizado em
10 mL de solugao tampéo fosfato (PBS) e entédo centrifugado a 3.000 rpm durante 5
minutos. O plasma sobrenadante foi descartado e esse processo repetido mais duas
vezes. Os eritrécitos foram finalmente ressuspenssos em PBS, obtendo-se entédo a
suspensao de eritrécitos a 0,5 % (v/v) que foi utilizada para o ensaio de hemolise. O
ERSP foi solubilizado em Tween 80 (1 %) e preparado em PBS, no dobro das
concentracdes desejadas. A cada 100 uL dessas solugdes foi adicionado 100 pL da
suspensao de eritrocitos, em triplicata. O controle positivo e negativo foram também
utilizados, pela incubacgéo de eritrocitos em uma solugcéo de 0,1 % de Triton X-100
(Sigma- Aldrich®) em PBS (2 mL) e Tween 80 (1 %) em PBS (2 mL),
respectivamente. A placa de 96 poc¢os foi mantida sob agitagdo suave em um
agitador por 60 minutos. Apos esse periodo, a placa foi centrifugada por 5 minutos a
3.000 rpm e o sobrenadante cuidadosamente removido. Apés remocao foi
adicionado, a cada poco, 200 pL de solugédo do Triton X-100 (0,1%) e
cuidadosamente agitada. A quantidade de hemdlise causada pela solu¢cao do Triton
X-100 (0,1%) foi determinada espectrofotometricamente a 415 nm. Determinou-se a
% de hemodlise para determinar a CHso (concentracdo que produz 50 % de

hemoalise), utilizando a seguinte férmula:

M %100
Ac

%Hemolise =

Ac = Absorbancia do triton X-100

Ae = Absorbéancia do pog¢o contendo a amostra do ERSP
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3.14.4 Avaliacao da citotoxicidade in vitro em linhagem cancerigenas

As linhagens tumorais utilizadas, HT29 (carcinoma de colon - humano) e
HL60 (leucemia promielocitica humana), foram obtidas da secdo de -culturas
celulares do Banco de células do Rio de Janeiro e mantidas de acordo com o
protocolo estabelecido pelo Laboratério de Cultura de Células do Departamento de
Antibiéticos da UFPE. As células foram cultivadas em meio DMEM, suplementado
com 10% de soro fetal bovino e 1 % de antibi6ticos, mantidas em estufa a 37°C e
atmosfera contendo 5% de CO,. A amostra do ERSP (10 pg/mL) foi diluida em
DMSO (0,1%) puro estéril e testadas. A doxorrubicina foi usada como controle
positivo.

A analise da citotoxicidade foi feita pelo método do MTT, que é uma analise
colorimétrica baseada na conversdo do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-
2-H-tetrazdlio (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais
presentes somente nas células metabolicamente ativas e tem a capacidade de
analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula (BERRIDGE et al., 1996). A
metodologia foi proposta por Mosmann (1983), e modificada por Alley et al. (1988).
As células foram plaqueadas na concentracdo de 1 x 10° células/mL. As amostras
foram diluidas em série no meio DMEM para obtencdo das concentracdes finais (25
Mg/mL) e adicionadas em placa de 96 pogos (100uL/pogo). As placas foram
incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Em seguida foram
adicionados 25 pL da solugdo de MTT, e as placas foram incubadas por 3h. Apds a
dissolucéo do precipitado com DMSO, a absorbancia foi lida em espectrofotdmetro
de UV-VIS em comprimento de onda de a 595 nm.

Para triagem das amostras, o percentual de inibicdo do crescimento celular
(%IC), onde a doxorrubicina foi considerada como 100% de inibicdo, com um
intervalo de confianca de 95% e determinado a partir de regressao nao-linear no
programa GraphPad Prism versdo beta. Amostras foram classificadas como: sem
atividade, com pouca atividade (inibicdo de crescimento celular variando de 1 a
50%), com atividade moderada (inibicdo de crescimento celular variando de 50 a

75%) e com alta atividade (inibicdo de crescimento variando de 75 a 100%).
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3.14.5 Ensaio toxicoldgico pré-clinico agudo

Os ensaios de toxicidade aguda em camundongos foram realizados de
acordo com o “Guia para a realizacdao de estudos de toxicidade pré-clinica de
fitoterapicos” (RE n. 90/2004 — ANVISA), com algumas modificacbes (ALMEIDA et
al., 1999).

Ratus novergicus, seis machos e seis fémeas por grupo, incluindo o controle,
foram submetidos a dose de 2000 mg/kg do ERSP., via oral (v.0.), e aos grupos
controles foi administrado apenas o veiculo (Tween 80, 1%). O namero de animais
mortos foram contabilizado para determinacdo da dose responsavel pela morte de
50 % dos animais experimentais (DLsp), com limite de confianca de 95 %.

Com o objetivo de mapear possiveis alteracdes comportamentais, sugestivas
de atividade sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) ou Sistema Nervoso Autdnomo
(SNA), apés administracdo do ERSP por via oral (v.0.), foi realizada uma observacao
cuidadosa para se detectar sinais toxicos de carater geral a cada 30 minutos até um
periodo de 4 horas; e diariamente durante 14 dias, utilizando-se o protocolo
experimental descrito por Almeida e colaboradores (1999). A qualificacédo dos efeitos
comportamentais foi classificada em: sem efeito, efeito presente e efeito intenso
(Quadro 4).

A cada periodo de 24 horas até 14 dias ap6s administracdo da dose, foram
monitoradas a variacdo de peso, o consumo de agua e racdo pelos animais
experimentais. Ao fim do periodo de observacdo todos os animais foram
anestesiados ,com 0s anestésicos a base de xilazina e ketamina, e realizada coleta
de sangue por puncdo cardiaca para exames hematologicos e bioquimicos. Os
animais foram eutanasiados e seus 6rgaos (coracao, pulmao, estdbmago, rim, figado
e baco) foram retirados para observacdo de alteragbes macroscopicas e

microscopicas.

3.14.6 Ensaio toxicoldgico pré-clinico subcrdnico

No ensaio subcrénico (30 dias), ratos pré-selecionados foram distribuidos em

3 grupos de 14 animais cada, 7 machos e 7 fémeas. Foi administrado diariamente a

cada animal, durante um intervalo de 30 dias, os seguintes tratamentos: O grupo 1
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recebeu apenas o veiculo (Tween 80 1%); o grupo 2 recebeu a dose de 500 mg/kg
do ERSP; O grupo 3 (satélite), recebeu a dose de 500 mg/Kg do ERSP e so6 foi
sacrificado 30 dias apds o término do experimento, para a verificagdo da reversao de
um possivel quadro de intoxicacao.

Com o objetivo de mapear possiveis alteragdes comportamentais, sugestivas
de atividade sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) ou Sistema Nervoso Autbnomo
(SNA), ap6s administracdo do ERSP por via oral (v.0.), foi realizada uma observacao
cuidadosa para se detectar sinais toxicos de carater geral a cada 30 minutos até um
periodo de 4 horas; e diariamente durante 30 dias, utilizando-se o protocolo
experimental descrito por Almeida et al. (1999). A qualificacdo dos efeitos
comportamentais foi classificada em: sem efeito, efeito presente e efeito intenso
(Quadro 4).

A cada periodo de 24 horas até 30 dias apds administracdo da dose, foram
monitoradas a variacdo de peso, 0 consumo de agua e racdo pelos animais
experimentais. Ao fim do periodo de 30 dias de observacéo todos os animais foram
anestesiados, excecao para o grupo satélite que foi submetido a este procedimento
apos 60 dias da primeira administracdo, com anestésicos a base de xilazina e
ketamina, e realizada coleta de sangue por puncdo cardiaca para exames
hematolégicos e bioquimicos. Os animais foram eutanasiados e seus 0rgdos
(coracdo, pulmao, estbmago, rim, figado e baco) foram retirados para analise
anatomopatoldgicas e histopatolégicas.

3.14.7 Andlises Bioquimicas

Para realizacdo das analises bioquimicas do soro, foram utilizados Kkits

especificos da marca Labtest® para dosagem de TGO, TGP, FA, Bilirrubina, Uréia e

Creatinina, utilizando analisador bioquimico semiautomatico BIOPLUS-200.



Quadro 4 — Parametros comportamentais avaliados em ratos segundo Almeida et al., 1999.
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PARAMETROS COMPORTAMENTAIS

1. Sistema Nervoso Central

Ataxia

1.1Estimulantes

Catatonia

Agressividade

Cauda de Straub

Ambulacdo aumentada

Hipnose

Andar em circulo

Perda do reflexo auricular

Auto limpeza

Perda do reflexo corneal

Bocejo

Ptose palpebral

Contor¢Bes abdominais

Reflexo de endireitamento

Convulstes

Resposta ao toque diminuida

Escalar

Sedacéo

Estereotipia

2. Sistema Nervoso Periférico

Irritabilidade Cianose
Levantar Constipagéo
Movimentacao intensa das vibrissas Defecacao
Pedalar Diarreia

Sacudir a cabeca

Forca para agarrar

Saltos Lacrimejamento
Tremores Miccao
Vocalizacdo Piloerecdo

1.2 Depressores Respiracéo
Abducéo das patas do trem posterior Salivagéo

Ambulacédo diminuida

Toénus musculares

Analgesia

3. MORTE

Anestesia




75

3.14.8 Anélises Hematoldgicas

As analises hematologicas foram realizadas com auxilio do contador
hematolégico ABX Micros 60. A contagem diferencial foi realizada em microscopio
optico, apoés esfregaco do tecido sanguineo em lamina, seguido de coloragéo pelo

método de May-Grunwald-Giemsa.

3.14.9 Anélise Anatomopatoldgica

Apoés a coleta do sangue dos animais, submetidos ao ensaio toxicoldgico
agudo e dos animais submetidos ao ensaio toxicolégico subcrbnico, para analises
bioquimicas e hematologicas, todos os animais foram eutanasiados, e os 0rgéos
extirpados foram pesados, examinados macroscopicamente, para investigacao de
mudancas de coloracdo, hemorragias, presenca de nddulos, alteracées morfolégicas
ou outras alteracoes, e em seguida foram fixados em formalina tamponada durante

24 horas e posteriormente fixados em solugéo de etanol a 70%.

3.14.10 Analises Histopatologicas

Os 6rgaos dos animais apds analise anatomopatoldgica foram seccionados
para processamento histopatolégico seguido de desidratacdo com séries crescentes
de alcool (70 a 100 %), diafanizacdo em xilol, impregnacéo e inclusdo em parafina.
Em micrétomo rotativo semiautomatico, os fragmentos tissulares emblocados em
parafina, foram seccionados em espessura de 5,0 um e subsequentemente
submetidos a coloragcdo hematoxilina-eosina, em seguida foram examinados ao
microscopio optico (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).
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3.15 Investigacao da Atividade Antidiarreica

3.15.1 Diarreia induzida por 6leo de ricino

Foi seguido o método descrito por Awouters, et al. (1978). Ratos albinos
saudaveis, pesando entre 200-250g, foram selecionados e divididos em cinco
grupos de cinco animais cada. Antes da realizacdo do ensaio os animais foram
submetidos a jejum por um periodo de 12 horas, com agua ad libitum. O Grupo 1
recebeu o veiculo (Tween 80 1%), enquanto que o Grupo 2 recebeu loperamida (5
mg / kg), droga de referéncia. Os animais do grupo 3, 4 e 5 receberam o ERSP (125,
250, 500 mg / kg), respectivamente. As substancias foram administradas por via oral.

Os animais foram alojados individualmente em gaiolas forradas com papel de
filtro, pesados previamente. Uma hora ap6s a administracdo das substancias, os
animais foram tratados com 1 ml de 6leo de ricino, por via oral e o tempo entre a
administracdo de 6leo e o primeiro evento fecal, foi observado. Em seguida, os
animais foram observados durante 4 h quanto a presenca de diarreia, a cada hora
0s papéis das gaiolas eram removidos e pesados, ap0s o periodo de avaliacdo o

peso total das fezes excretadas foi obtido.

3.15.2 Actimulo de Fluido Intestinal Induzido por Oleo de Ricino

Neste método, como descrito por Robert et al (1976), os ratos foram privados
de alimentacdo durante 12 h antes do experimento, com livre acesso a agua. Os
ratos foram divididos em seis grupos de cinco animais. O veiculo (Solucédo de Tween
80 1%) foi administrado para o primeiro grupo. O segundo grupo recebeu
Loperamida (5 mg/kg), enquanto que os grupos 3, 4 e 5 receberam diferentes doses
do ERSP (125, 250 e 500 mg / kg), respectivamente .Trinta minutos apos a
administracdo, os ratos foram tratados com 1 ml de éleo de ricino. O grupo sham
nao receberam qualquer tratamento. Depois de 30 minutos, os animais foram
eutanasiados seus intestinos delgado removidos desde o esfincter pilorico até a

juncao ileocecal, o conteudo intestinal foi coletado e pesado.
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3.15.3 Avaliagcéo do ERSP sobre a motilidade intestinal

Ratos albinos machos (200-250 g) foram divididos aleatoriamente em cinco
grupos de cinco ratos cada. Os animais foram submetidos a jejum, com agua ad
libitum, durante 12 h antes do teste. O Grupo 1 (controle) foi tratado com o veiculo
(Solucéo de Tween 80 1%). No Grupo 2 os ratos receberam loperamida (5 mg/kg),
enguanto que os grupos 3, 4 e 5 receberam diferentes doses do ERSP (125, 250 e
500 mg/kg), respectivamente. Trinta minutos apds a administracdo da droga, 1 ml de
carvao ativo (5%) foi administrado, via gavagem, a todos os animais. Apos 30
minutos, todos os ratos foram eutanasiados, seus intestinos delgado foram
removidos desde o esfincter pilérico até a juncédo ileocecal e a distancia total
percorrida pelo carvdo em relacdo ao comprimento do intestino delgado foi estimada

€ expressa em porcentagem.

3.16 Investigagéo da Atividade Anti-inflamatoria

3.16.1 Edema de pata induzido por carragenina

O modelo de edema em pata de rato foi realizado de acordo com Winter et al.
(1962). Cinco grupos de 6 ratos cada, foram tratados por via oral com o ERSP (125,
250 e 500 mg/kg), indometacina (farmaco padréo, 10 mg/kg) e Veiculo (solucéo
tween 80 1%). ApOs uma hora, 0s animais receberam uma inje¢do subcutanea de
0,1 mL de carragenina a 1% na regiao subplantar da pata direita posterior. O edema
foi registrado imediatamente apos a injecdo de carragenina e nos tempos de 1, 2, 3,
4 e 5h. O volume do edema foi determinado em milimetros através de pletismométro
(Ugo Basile). Os resultados foram expressos como a diferenca entre o volume final e

o volume inicial.
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3.16.2 Bolsédo de ar subcutaneo

A atividade anti-inflamatéria do ERSP foi avaliada pela formacdo de uma
bolsa de ar na regido dorsal de camundongos pela injecdo subcutanea de 2,5 mL de
ar estéril no dia 0, seguida pela segunda injecdo de 2,5 mL de ar estéril trés dias
depois. No sexto dia, 0os animais receberam via oral o ERSP (125, 250 e 500 mg/kg),
indometacina (10 mg/kg) ou veiculo (Solucdo Tween 80, 1%). Uma hora apos a
administracao oral, a inflamagé&o foi induzida pela injecdo de 1 mL de um solucao de
carragenina (1% em solucdo salina) dentro do bolsdo de ar. Apos 6 h, os animais
foram eutanasiados em camara de CO,, as bolsas foram lavadas com 3 mL de
solucdo salina contendo 3 pMol de EDTA. A contagem de leucocitos
polimorfunucleares foi realizada em contador hematolégico ABX Micros 60. O
exsudato restante foi centrifugado e os sobrenadantes armazenados a -20°C para

determinacao das citocinas pro-inflamatorias (GUERRA, 2011).

3.16.3 Permeabilidade vascular induzida por acido acético

Os efeitos dos extratos no aumento da permeabilidade vascular induzida por
acido acético foram determinados de acordo com o método descrito por Whittle
(1964). As amostras em estudo foram administradas por via oral a um grupo de
cinco camundongos machos (0,1mL/10 g de peso) nas doses de 125, 250 e 500
mg/Kg. Trinta minutos apds, os animais receberam por via endovenosa 0,1 mL de
uma solucdo Evans blue a 1% (Sigma, St. Louis, Missouri, USA). Uma horas apos a
administracdo oral, 0.5 mL de &cido acético a 1% (v/v) foi injetado por via
intraperitoneal. Apds 30 minutos, os camundongos foram sacrificados em camara de
CO; e o0 exsudado intraperitoneal foi coletado em 2 mL de salina. As absorc¢des das

amostras foram medidas a 630 nm em leitor de ELISA.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Informacgdes climatoldgicas no periodo da coleta

E importante salientar as caracteristicas climaticas que se encontram as
plantas na hora da coleta, visto que tais fatores podem influenciar na producéao de
fitoconstituintes (GOOBO - NETO, 2007).

Em Agéncia Pernambucana de Aguas e Clima - APAC (2012) foram relatadas
as condicdes climaticas obtidas para o0 més de janeiro de 2012 informando que a
precipitacdo ocorrida durante o més citado, no estado de Pernambuco, ficou 16,8%
acima da média histoérica do periodo. A precipitacdo média observada para todo o
estado foi de 67,2 mm. Um dos maiores acumulados de chuva no més foi observado
no municipio de Camaragibe (301 mm), local da coleta. A temperatura maxima
média foi de 30,23°C, umidade relativa média 74,53%, pressdo média 1012,13 mbar
(APAC, 2012; INMET, 2015).

Molmann et al. (2015) avaliou a influéncia da temperatura e exposi¢cao ao sol
sobre a producédo de algumas substancias da Broccoli florets, foi evidenciado que os
teores de glicosinolatos variaram com a temperatura e duracdo do dia, e 0s
conteudos de quercetina e campferol eram mais baixos do que em condi¢cdes "semi-

campo", ja os teores de vitamina C ndo variaram.

4.2 Fertilidade do solo

Foi realizada a caracterizagdo do solo na regido onde as raizes coletadas se
encontravam, Tabela 7. Podemos destacar que o solo é fortemente acido
apresentando um pH 4,6 e classificados segundo os valores de referéncia como, alto
teor de Ca*?, médio teor de Mg*?, muito pobre em K*, valor V baixo, valor m
considerado mediano, CTC média, SB baixa, baixa concentragdo de fosforo, baixo
teor de saturagcdo de sodio e de concentracéo ions sodio, sendo classificado como
um solo pobre (EMBRAPA, 2002).
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Tabela 7 - Andlise da Fertilidade do Solo.

FATOR ANALISADO RESULTADO
pH em agua 4.6
Fosforo assimilavel 5 mg/Kg
Célcio 0,91 cmol/dm?®
Magnésio 0,61 cmol/dm?®
Potassio 0,04 cmol/dm?®
Sédio 0,06 cmol/dm®
Soma de Bases (SB) 1,62 cmol/dm®
Valor H 3,40 cmol/dm?
Aluminio 0,45 cmol/dm®
CTC 5,47 cmol/dm®
Valor V 29,61 %
Valor m 21,74 %
Saturacao por Sédio 1,10 %

Os principais componentes do solo sdo 0s minerais, particulas de areia, silte e
argila, matéria organica, micro-organismos e gases como O;, CO,, N, (FOTH, 1990;
TAN, 1998). A capacidade do solo em fornecer nutrientes as plantas depende de
suas caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas e suas interacdes. A preocupacao
com a qualidade do solo tem crescido a medida que seu manejo racional tem
elevado a capacidade produtiva e garantido a qualidade do produto devido a
uniformizacéo do plantio.

A quantidade de metabdlitos primarios e secundarios encontrados nas

espécies vegetais possui relacdo direta com as propriedades do solo, sendo de
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fundamental importadncia sua caracterizacdo para manutencdo da qualidade da
producdo, evitando aleatoriedade na extracdo de moléculas bioativas de vegetais
(DIOMANDE, 2015).

Em solos &cidos, devido a uma reducdo na taxa de conversdo de aménio a
nitrato, a incorporagao de nitrogénio pode ser inibida, o que tem sido utilizado para
explicar estudos que constataram altos niveis de producédo de compostos fendlicos,
associados a plantas crescendo nesse tipo de solo. Os efeitos de nutrientes nos
niveis de derivados do &cido chiguimico, especialmente derivados dos &acidos
cindmicos, taninos hidrolisaveis e condensados, sdo bem documentados e
deficiéncias em nitrogénio, fésforo, enxofre e potdssio geralmente resultam em
maiores concentracdes destes metabolitos (GOOBO-NETO, 2007).

4.3 Anélise de Minerais

Na investigacdo do teor de minerais presentes nas raizes de Solanum
paniculatum foi observado em maior concentracédo o calcio, representando 92,84%
dos metais investigados (Tabela 8). O Ca é importante para a planta devido a sua
capacidade de manter a integridade estrutural das membranas e das paredes
celulares e por formar uma barreira fisica contra patégenos. Quando ha deficiéncia,
as membranas celulares comecam a se desintegrar, a compartimentacao celular é
rompida e a ligacdo do Ca com a pectina da parede celular é afetada, provocando a
desestruturacéo do vegetal (SOREANO et al., 2011; EMERENCIANO, 2013).

Foi realizada uma analise de correlacdo dos minerais encontrados nas raizes
da Solanum paniculatum. O coeficiente de correlacdo de Pearson (r), indica a
relacdo entre duas variaveis com valores 1 e -1, 0s sinais positivos e negativos
indicam a direcdo e a dimensao que a variavel informa sobre a for¢ca de correlagéo.
Valores de r maiores que 0,70 (+ ou -) indicam correlacao significativa, valores entre
0,30 e 0,70 (+ ou -) indicam correlagdo moderada e fraca correlacédo para a faixa
entre 0,00 e 0,30 (Tabela 9).
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Tabela 8 - Teor de Minerais das raizes da Solanum paniculatum L

ELEMENTO CONCENTRACAO NA RAIZ (mg . 100 g™) PERCENTUAL
Calcio 7452,00 92,84
Sodio 73,25 0,91
Zinco 46,60 0,58
Ferro 227,00 2,82

Potassio 227,24 2,83
Magnésio 0,0002 NS
Manganés 0,371 0,004

Cédmio ND -

Cobre ND -

Tabela 9 - Coeficientes de Correlacéo de Pearson observados nos minerais das raizes de Solanum
paniculatum L.

Ca Na Zn Fe K Mg Mn
Ca 1,00 - - - - . .
Na 0,93 1,00 - - - - -
Zn -0,59 -0,84 1,00 - - - -
Fe 0,72 0,92 -0,98 1,00 - - -
K 1,00 0,93 -0,59 0,72 1,00 - -
Mg -0,79 -0,51 -0,04 -0,14 -0,79 1,00 -
Mn 0,08 0,43 -0,85 0,74 0,08 0,56 1,00

*Todos os resultados com p<0,05
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Desta forma, a correlacdo de Pearson entre os metais avaliados, revelou
correlacdo positiva entre Ca, Na, Fe e K, entre Fe e Mn, o que indica que a medida
gue a planta absorve um mineral ela carreia outro, ou seja, ao absorver calcio ela
também absorve sddio, ferro e potassio e ao absorver Mn também carreia Fe.

Correlacdes negativas foram observadas entre Zn e Ca, Na, Fe, K, Mn, como
também entre Mg e Na, K e Ca. Dessa forma, o cultivo de Solanum paniculatum
devera evitar solos ricos em zinco que em altas concentracdes podera interferir na
absorcdo de Ca, Na, Fe, K e Mn pela espécie, gerando deficiéncia no
desenvolvimento da planta. O mesmo efeito se explica para o Mg que dificulta a
absorcéo de Na, K e Ca para a espécie em estudo.

Em estudo realizado por Emerenciano et al.(2013) através da analise de
correlacdo de Pearson, observou que a medida que A. indica absorve (Fe, K, Cu, Zn
e K) possibilita o efeito sinérgico de absor¢cdo dos outros minerais via absor¢éo
positiva. Para os metais K, Ca e Mg, observou-se correlacbes negativas, indicando
gue ao adicionar um fertilizante rico em potassio e estima-se que haja reducédo na
absorcéo de Ca e Mg.

O ferro representou 2,82% dos minerais, o ferro é necessario para Vvarios
processos celulares, tais como a respiracdo, a biossintese de clorofila, e transporte
de elétrons na fotossintese.

Realizamos uma anélise de correlacdo de Pearson entre o célcio presente no
solo e o minerais absorvidos pelas raizes de S. paniculatum (tabela 10). Os
resultados corroboram a hipotese, discutida anteriormente, da correlacdo entre os
minerais das raizes, onde existe uma correlacéo negativa entre o Ca* e Mg*? (r = -
0,65) e Ca™e zn*? (r = - 0,73), confirmando a presenca de uma competicéo entre a
absorcao de calcio e magnésio, com preferéncia pela absorcao de calcio pela planta.
Além disso, foi confirmada a correlacdo positiva entre o Ca*? do solo com a absorgao
de Na*, Fe*?, K* Ca™ pela S. paniculatum., onde ao absorver célcio ocorre uma
infiltracdo conjunta desses outros minerais.

Em estudo realizado por Aram et al. (2014) foi demonstrado que a
adicao de calcario no solo influenciou a altura e o diametro do caule da Solanum
paniculatum, com incremento de 32,63% e 21,16%, respectivamente, em relacao ao
tratamento sem calcéario. E atribui esses resultados ao aumento do pH do solo,
liberando fons OH", CO5? para interagir com os fons H* e Al*® retidos nos coléides

do solo, neutralizando-os, fornecendo os fons Ca* e Mg*?, maior mineralizacéo da
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matéria organica e conseguentemente aumento na disponibilidade de nutrientes
para as plantas, favorecendo seu crescimento e desenvolvimento (ARAN et al.,
2014).

Tabela 10 - Coeficiente de Correlagcao de Pearson entre o Célcio do solo e os minerais das raizes.

MINERAIS DAS RAIZES Ca (SOLO)
Ca 0,98
Na 0,98
Zn -0,73
Fe 0,84
K 0,98
Mg - 0,65
Mn 0,26

4.4 Andlises Bromatoldgicas

Os resultados das analises bromatoldgicas das raizes de S. paniculatum
estdo expressos no Quadro 5. As raizes sdo compostas em sua maior parte de
carboidratos e fibras, representando 84,74%.

Em estudo realizado por Kinupp et al. (2008) foi encontrado 12,07% de
proteinas nos frutos de S. paniculatum, o que representa mais que o dobro do valor

encontrado nas raizes (5,33%), em nossa analise.



Quadro 5 - Resultados das andlises bromatolégicas das raizes de S. paniculatum.

COMPOSICAO CENTESIMAL

Quantidade por porcéao

Valores Diérios (%)*

(1009)
Valor Energético 213,2 Kcal 10,66
Carboidratos 47,46 g 15,82
Proteinas 533¢g 7,11
Lipidios 0,23¢g 0,42
Fibra Alimentar 37,28 ¢ 149,12
Matéria seca 95,54 % -
Umidade 4,46% -
Cinzas 5,25 % -

* Valores diarios calculados com base em uma dieta de 2000 Kcal.

4.5 Desenvolvimento da Metodologia

No estudo fitoquimico das raizes da Solanum paniculatum L. realizado por
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Silva (2012), em nosso laboratério, foi isolado o acido clorogénico. Com base neste

resultado, partimos para o desenvolvimento de uma metodologia para doseamento

do &cido clorogénico presente no ERSP.

Foi realizada uma extracdo em fase solida do ERSP, utilizando um cartucho

Supelco®-C1g, com intuito de remover possiveis impurezas e interferentes do ERSP.

Em seguida foi realizada uma série de analises com o ERSP visando o

desenvolvimento de uma metodologia que fornecesse um pico referente ao &acido

clorogénico com uma boa resolucéo, simples e com um tempo de analise maximo de

30 minutos.
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Podemos destacar durante o desenvolvimento 0s seguintes métodos
descritos nos quadros 6 e 7, e seus respectivos cromatogramas, demonstrados nas

figuras 6 e 7.

Quadro 6 - Metodologia A para HPLC.

Coluna Phenomenex® RP-18 (250 x 4.7 mm, 5 ym)
Temperatura forno 40°C
Fluxo 1 mL/min

Volume de Injecéo

20 pL

Solvente A Acido férmico 5%
Solvente B Metanol
Tempo % de B
0.1 20
Gradiente
15 30
20 30




Quadro 7 - Metodologia B para HPLC.

Coluna

Phenomenex® RP-18 (250 x 4.7 mm,

5um)

Temperatura forno 40°C
Fluxo 1 mL/min
Volume de Injecéo 10 pL

Solvente A Solugéo &cido fosfdrico pH 2.2
Solvente B Acetonitrila
Tempo % de B
0.1 20
Gradiente
15 30
20 40

Figura 6 - Analise do ERSP pelo método A.
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Figura 7 - Analise do ERSP pelo método B.
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O método B apresentou um tempo de retencdo menor, como também uma
melhor resolucdo do pico referente ao acido clorogénico no ERSP, sendo portanto a

metodologia escolhida para validacao.

4.6 Validacao

Para validacdo da metodologia desenvolvida foi seguido o guia de validacao
de métodos analiticos e bioanaliticos descrito na Resolu¢éo 899/2003 da ANVISA. O
ERSP se enquadra na categoria | da normativa, a qual se refere a validacdo de
testes quantitativos para a determinacdo do principio ativo em produtos
farmacéuticos ou matérias-primas . Dessa forma foram avaliados o0s seguintes
parametros do método desenvolvido: especificidade, linearidade, intervalo, precisao,
precisdo intermediaria, limite de quantificacdo, limite de deteccdo, exatiddo e

robustez.
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4.6.1 Especificidade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em
presenca de outros componentes, que podem ser impurezas, produtos de
degradac&o ou componentes da matriz.

Para determinacédo da especificidade a amostra padréo de &cido clorogénico
foi contaminada com &cido cafeico, visto que tal substancia pode ser uma impureza
formada a partir da hidrélise do acido clorogénico. O resultado da analise pode ser
observado na figura 8.

O método foi capaz de detectar e separar o acido clorogénico na presenca do

acido cafeico, demonstrando a especificidade da metodologia.

Figura 8 - Cromatograma do acido clorogénico e acido cafeico.
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4.6.2 Linearidade e Intervalo

Linearidade é a capacidade da metodologia analitica demonstrar que o0s
resultados obtidos s@o diretamente proporcionais a concentragdo do analito, dentro
de um intervalo especificado.

A linearidade do método pode ser observada no intervalo entre 37 - 250% em
relacdo a concentracdo de 400 pg/mL ponto alvo da metodologia, apresentando a
equacdo da reta y= 41154,41 - 2,4116 - 10°, e um coeficiente de correlacdo de 0.99,
como preconizado na normativa. A curva de linearidade pode ser observada pela
figura 9.

O teste de linearidade com padrédo permite avaliar a concordancia da resposta
do sistema cromatogréfico frente a diferentes concentracfes do analito de interesse.
O INMETRO (2007) denomina este ensaio como “escolha da faixa linear de
trabalho”, e estabelece que a concentragdo mais esperada da amostra deva, sempre

gue possivel, se situar no centro da faixa de trabalho.

Figura 9- Curva de Linearidade da metodologia
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4.6.3 Precisao

Repetibilidade ou precisdo intra-corrida refere-se a concordancia entre 0s
resultados dentro de um curto periodo de tempo com 0 mesmo analista e mesma
instrumentacao.

A repetibilidade foi avaliada injetando seis determina¢des, sucessivas, a 400

png/mL (100%), realizada pelo mesmo analista (tabela 11).

Tabela 11 - Resultado obtido na realizacéo da repetibilidade.

N Area
1 1421474
2 1409022
3 1400897
4 1388551
5 1403153
6 1421258
Média 1407392,5
DPR (%) 0,90

Foi obtido um desvio padrdo relativo de 0,9%, corroborando com o valor

estipulado pela Normativa que é de um maximo de 5%.

4.6.4 Precisdo Intermediaria

Para avaliagdo da precisdo intermediaria foram realizadas seis determinacfes

na concentracdo de 100% (400 pg/mL) em dias diferentes, por analistas diferentes
(Tabela 12).
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Tabela 12 - Dados obtidos na precisdo intermediaria.

ANALISTA 1 ANALISTA 2
" DIA 1 DIA 2
1 101,17 96,04
2 100,28 95,69
3 99,70 98,43
4 98,82 98,38
5 99,86 95,86
6 101,15 96,02
Média (%) 100,16 96,73
DPR (%) 0,90 1,34

Calculando a média aritmética, das médias dos resultados obtidos pelos dois
analistas nos dois dias, juntamente com o0s desvios-padrdo podemos calcular a
precisdo intermediaria do método, resultando no valor de 2,12%. Assim, o método

enguadra-se no estipulado pela Norma que é um maximo de 5%.

4.6.5 Limite de Detecgéao e Limite de Quantificagao

O limite de deteccdo e quantificacdo foram calculados através da curva de
calibracdo, sendo determinado pelo préprio software do aparelho. Os resultados
obtidos foram 48,46 pg/mL para o Limite de deteccao e 146,85 ug/mL para o Limite

de quantificacéo.
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4.6.6 Exatidao

A exatidao foi avaliada adicionando-se quantidades conhecidas do padréao e
realizando a recuperagdo do analito. Para isso, foram efetuadas trés determinacdes
a 250 pg/mL, 400 pg/mL e 500 pg/mL. Os resultados podem ser observados na
tabela 13.

O método apresentou desvios-padrdes relativos (DPR) de 0,92%, 0,73% e
2,63% para as concentragcbes de 250, 400 e 500 pg/mL, respectivamente.

Corroborando com o preconizado na Normativa que é no maximo 5%.

Tabela 13 - Resultados obtidos na avaliagéo da exatiddo do método.

% de Recuperacéo

(250 pg/mL) (400 pg/mL) (500 pg/mL)
1 90,28 101,17 99,32
2 89,79 100,28 100,67
3 88,68 99,70 104,47
Média 89,58 100,38 101,49
DPR (%) 0,92 0,73 2,63

4.6.7 Robustez

A robustez do método foi avaliada frente a variagdo no fluxo da fase mével e
da variacao da temperatura do forno. Podemos observar nas tabelas 14 e 15 que o
método se manteve robusto mediante as pequenas variacdes na metodologia,
situacao esta que pode ocorrer nas analises de rotina.

Assim, apés a validacdo, foi demonstrado que o método desenvolvido é
especifico, linear, preciso, exato e robusto sendo adequado para andlise. O teor de

acido clorogénico encontrado no ERSP foi de 225,7 ug/g de ERSP.
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Tabela 14 - Avaliacédo da robustez do método frente a varia¢des no fluxo da fase movel.

Fluxo (mL/min) Area
0.9 1393444
1,0 1403153
1,1 1409775
Média 1402124
DPR (%) 0,58

Tabela 15. Avaliagéo da robustez do método frente a variag6es na temperatura do forno.

Temperatura (°C) Area
39 1379341
40 1403153
41 1386095
Média 1389529,7
DPR (%) 0,88

4.7 Analise Termogravimétrica e Anélise Térmica Diferencial do ERSP

Na analise do perfil térmico do ERSP foram obtidas as curvas TG (Figura 10)
e DTA (figura 11), separadamente, e simultaneamente TG/DTG e DT/DTA (Figura 12
e 13), respectivamente, para uma melhor observacéo dos eventos.

Foram observados treze eventos de perdas de massa no ERSP (Tabela 16).
Os eventos entre 24 - 79°C podem estar relacionados a compostos volateis
presentes no ERSP, o evento endotérmico entre 79 - 140°C estdo relacionados a
desidratacdo. No intervalo de temperatura entre 140 e 790 °C foram verificadas
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etapas de perda de massa com correspondentes picos endotérmicos e exotérmicos
gue podem estar atribuidos a fendmenos como, decomposicdo térmica da parte
organica, incluindo, proteinas, gorduras, carboidratos, como também

descarboxilacdo de compostos alifaticos e aromaticos, oxidacdo e combustéo.

Tabela 16 -Dados referentes as curvas TG e DTA do ERSP

TG DTA
Etapas Ti- T¢ (°C) Amassa (%) Transicéo
1 24 - 40 0,30 Exotérmica
2 40-79 0,73 Endotérmica
3 79 - 140 10,80 Endotérmica
4 140 - 182 6,85 Endotérmica
5 182 - 206 4,23 Exotérmica
6 206 - 225 2,43 Exotérmica
7 225 - 247 3,19 Exotérmica
8 247 - 332 11,60 Endotérmica
9 332-419 13,65 Endotérmica
10 419 - 515 15,31 Endotérmica
11 515 - 558 6,41 Exotérmica
12 558 - 647 22,90 Exotérmica
13 647 - 790 1,60 Endotérmica

Residuo - - -




Figura 10 - Curva Termogravimétrica do ERSP
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Figura 12 - Curva TG/DTG do ERSP
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4.8 Analise da Estabilidade a Termo-oxidacdo acelerada por Rancimat

O Rancimat € um método acelerado bastante utilizado industrialmente. O
avanco do processo oxidativo, ocasionado pelo aquecimento a altas temperaturas
sob aeracdo constante, induz a formacdo de substancias volateis formadas pela
oxidacdo do material que sao arrastadas para um recipiente contendo agua
deionizada. A medida que sédo arrastadas, estas substancias contribuem para o
aumento da condutividade elétrica da dgua. O tempo decorrente até a deteccéo de
um aumento subito na condutividade, decorrente da presenca dos compostos
organicos volateis de baixa massa molecular € denominado periodo de inducéo - PI.

Na investigacdo da estabilidade do ERSP, aditivado em 6leo de soja, frente a
termo-oxidacao acelerada por Rancimat, o 6leo de soja aditivado com o ERSP na
concentracéo de 500, 1000 e 1500 ppm levaram cerca de 6,31, 6,47 e 6,55 horas,
respectivamente, para sofrer sua oxidacdo completa, diferentemente do 6leo de soja
isento de conservantes que levou cerca de 5,07 horas. Quando comparados 0s
resultados dos 6leos de soja adicionados do ERSP frente ao 6leo de soja adicionado
de TBHQ na concentragdo de 1000 ppm, conservante utilizado pela industria
alimenticia que apresentou o resultado de 6,78 horas, os resultados apresentaram
bons valores para o ERSP (Tabela 17 e Figura 14).

Pawar (2014) avaliou o efeito do extrato etandlico das espécies Pueraria
tuberosa, Asparagus racemosus e Withania somnifera, frente a termo-oxidacéo
acelerada por rancimat prolongando o periodo de indugdo do 6leo, tal atividade foi
atribuida a presenca de compostos fendélicos nos extratos. Efeito similar ocorre na
protecdo oferecida pelo ERSP no retardamento da oxidacdo do 6leo de soja, visto
gue possui compostos fendlicos, entre eles o &cido clorogénico em maior

quantidade.



Tabela 17 - Avaliacdo da estabilidade do 6leo de soja enriquecido com ERSP a oxidacéo a 110°C.
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Amostra (ppm) Periodo de Inducéo (horas)
Branco 5.07+0.01
TBHQ (1000) 6.78 £ 0.02
ERSP (500) 6.31 +0.05
ERSP (1000) 6.47 £ 0.05
ERSP (1500) 6.55 £ 0.05

Resultados expressos em média + e.p.m

Figura 14 - Porcentagem de protecdo do ERSP em relacéo ao TBHQ.
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4.9 Otimizacdo da extracdo de compostos fendlicos das raizes de Solanum
paniculatum L. por maceracéao

Com o objetivo de elevarmos o poder extrativo dos compostos fendlicos
presentes nas raizes de Solanum paniculatum L, realizamos a otimizacdo de alguns
processos de extracdo como maceracao, ultrassom e micro-ondas.

Para a técnica utilizando maceracdo escolhemos 3 varidveis do processo,
sendo elas, temperatura, tempo e pH, dentro de intervalos mais utilizados na
literatura. Baseando-se no numero de fatores foi escolhido o modelo do
delineamento do composto central rotacional, sua matriz de planejamento com os
valores reais podem ser observadas no quadro 8 juntamente com o teor de fendlicos
obtidas para cada andlise.

A partir dessas respostas obtidas foi possivel realizar uma analise de
regressao para encontrarmos as variaveis significativas no processo que podem ser

observadas na tabela 18 e figura 15.

Figura 15 - Gréfico de Pareto demonstrando as variaveis significativas frente a extragéo de fendlicos
por maceragao.

@@= =
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Efeito padronizado (Valores Absolutos)
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Quadro 8. Valores reais e respostas obtidas para o planejamento fatorial total 2% com 6 pontos axiais
e 3 pontos centrais para otimizacdo da extracdo de compostos fenélicos por maceracao.

Ensaios Temperatura (°C) Tempo (horas) pH Teor d.e Fenolicos
Totais (EAG/g)
1 34 14,4 2,6 40,39
2 46 14,4 2,6 76,01
3 34 21,6 2,6 56,64
4 46 21,6 2,6 91,77
5 34 14,6 4,4 10,63
6 46 14,6 4.4 29,44
7 34 21,6 4.4 26,62
8 46 21,6 4.4 59,11
9 30 18,0 3,5 19,72
10 50 18,0 3,5 54,16
11 40 12,0 3,5 20,13
12 40 24,0 3,5 59,83
13 40 18,0 2,0 70,75
14 40 18,0 5,0 4,96
15 40 18,0 3,5 50,61
16 40 18,0 3,5 52,56
17 40 18,0 3,5 41,10
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Tabela 18 - Coeficientes de regresséo para o teor de fendlicos totais (FT) por maceracao.

Estimativa por

Coeficiente Erro Intervalo (95%)
Fatores de t(7) p-valor

padréo - -

regresséo Limite Limite
Inferior Superior

Média* 47,31 3,53 13,40 0,0055 32,12 62,50
(X;)Temperatura(L)* | 13,22 3,33 7,94 0,0154 12,11 40,78
(Xy)Temperatura(Q) | -1,46 3,70 -0,79 0,5114 -18,85 12,99
(X2)Tempo(L)* 10,77 3,35 6,41 0,0234 7,09 36,00
(X2) Tempo(Q) -0,45 3,71 -0,24 0,8282 -16,91 15,07
(X3) pH(L)* -18,45 3,33 -11,07 0,0080 -51,24 -22,57
(X3) pH(Q) -1,13 3,70 -0,61 0,6018 -18,19 13,65
X1 X5 (L) 1,67 4,39 0,76 0,5256 -15,56 22,26
Xy X3 (L) -2,45 4,33 -1,13 0,3750 -23,56 13,74
X5 X3 (L) 1,98 4,39 0,90 0,4625 -14,96 22,88

A equacao a seguir descreve o rendimento previsto pelo modelo em funcao

das variaveis codificadas, no modelo reparametrizado que contém apenas 0s termos

estatisticamente significativos.

FT =47,31 + 13,22 X; + 10,77 X, - 18,45 X3

Os resultados da analise de variancia podem ser observados na Tabela 19,

podemos observar que o modelo obtido € capaz de explicar 92,11% da variacao.
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Tabela 19 - ANOVA para o teor de fendlicos totais por maceracao.

Fon_te ge Somados Graus de Quagrado Fouc p-valor
variacao guadrados liberdade médio
Regresséao 8472,34 3 2824,11 50,61 <0,0001
Residuos 725,29 13 55,79

Total 9197,63 16

% variacdo explicada (R*) = 92,11%

Através do modelo descrito observamos que a extragdo dos fendlicos da
Solanum paniculatum por maceragédo sobre influéncia positiva da temperatura e do
tempo, e negativa do pH ,visto que apresenta relacdo negativa com a variavel
resposta, o que é caracterizado pela reducdo do seu valor elevar a extracdo de
fendlicos. No modelo descrito conseguimos elevar a extracdo de um minimo de 4,96
EAG/g para um maximo de 91,77 EAG/g.

Observamos nas Figuras 16, 17 e 18 as andlises de superficie de resposta e
as curvas de contorno para os fatores avaliados, onde a area vermelha prediz a
melhor situacdo para uma maior extracdo de fendlicos totais para a técnica de

extracdo por maceracao aplicada as raizes da Solanum paniculatum.

Sarkis et al. (2014) avaliou a influéncia de trés fatores, razao massa/solvente,
etanol/agua e temperatura, para extracdo de fendlicos e da atividade sequestrante
do radical ABTS" utilizando percolacéo. Conseguindo elevar a extracdo de 129,7
para 355,3 EAG/q e elevar a atividade antirradicalar de 8460 para 24311 uM ET.
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Figura 16. Superficie de resposta e curva de contorno para o teor de fendlicos totais (EAG/g) em
fungdo da temperatura e do tempo para extragdo por maceragao.
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Flguri 17. Superficie de resposta e curva de contorno para o teor de fendlicos totais (EAG/g) em
fungdo da temperatura e do pH para extragdo por maceragao.
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Figura 18. Superficie de resposta e curva de contorno para o teor de fendlicos totais (EAG/g) em
funcdo da temperatura e do pH para extrag&o por maceragao.
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4.10 Otimizacdo da extracdo de compostos fendlicos das raizes de Solanum

paniculatum L. por ultrassom

Para a extragdo utilizando ultrassom escolhemos 2 variaveis do processo,

sendo elas, tempo e pH, a temperatura foi mantida a 40°C devido a limitagdes do

aparelho. A partir da escolha dos fatores foi escolhido o modelo do delineamento do

composto central rotacional, sua matriz de planejamento com os valores reais

podem ser observadas no quadro 9 juntamente com o teor de fendlicos obtidas para

cada analise.

Quadro 9. Valores reais e respostas obtidas para o planejamento fatorial total 22, com 4 pontos axiais
e 4 pontos centrais para otimizacdo da extracdo de compostos fendlicos por maceracao.

Teor de Fendlicos

Ensaios Tempo (min) pH
Totais (EAG/g)

1 13 2,5 149,24
2 27 2,5 217,3
3 13 4,5 47,66
4 27 4,5 89,73
5 10 35 62,68
6 30 3,5 155,72
7 20 2 198,58
8 20 5 39,41
9 20 35 122

10 20 35 124,75
11 20 3,5 120,15
12 20 3,5 121,79
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Os resultados da analise de regressédo podem ser observados na tabela 20 e

Figura 19, onde é possivel encontrar as variaveis significativas do processo.

Tabela 20 - Coeficientes de regresséo para o teor de fendlicos totais (FT) por ultrassom.

Estimativa por
Intervalo (95%)

Coeficiente de Erro
Fatores . . t(6) p-valor
regressao padréo Limite Limite
Inferior Superior

Média* 122,57 4,00 30,62 <0,0001 112,78 132,36
(X)) Tempo(L)* 30,07 2,81 10,66 <0,0001 46,35 73,94

(X1)Tempo(Q) -3,59 3,13 -1,14 0,2954 -22,55 8,16
(X2)pH(L)* -55,04 2,74 -20,02 <0,0001 -123,54 -96,64
(X2) pH(Q) 0,84 2,89 0,29 0,7808 -12,47 15,84

X1 Xz (L) -6,49 4,00 -1,62 0,1559 -32,60 6,61
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Tabela 21- ANOVA para o teor de fendlicos totais por ultrassom.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado
L ) o Fealc p-valor
variacdo guadrados liberdade médio
Regresséo 33066,30 2 16533,15 225,65 <0,0001
Residuos 659,40 9 73,27
Total 33725,71 11

% variacéo explicada (R”) = 98,04 %

A andlise de superficie de resposta juntamente com a curva de contorno é
observada na figura 20. Onde a area em vermelho indica o caminho para resposta
maxima da extracdo por ultrassom para as raizes da Solanum paniculatum. No
modelo desenvolvido foi possivel elevar a extracao dos fendlicos de 39,4 para 217,3
EAG/g.

A extracdo assistida por ultrassom € eficiente devido ao aumento da
transferéncia de massa, principalmente devido as forcas geradas pela implosdo das
bolhas de cavitagdo que geram um aumento drastico da pressdo (na regido de
formacédo de bolhas). Este efeito pode ocasionar o rompimento das paredes
celulares facilitando a infiltracdo do solvente, o que pode conduzir a um maior
rendimento em diversos processos de extracao solido-liquido (KAUL, 2011).

Em um design experimental realizado por Rodrigues et al. (2015) para
extracdo assistida por ultrassom visando a otimizagdo da extragdo de fendlicos
totais, antocianinas monoméricas, cianidina-3-O-glicosideo e acido elagico, frente as
variaveis pH, %etanol e tempo, foi determinado para o teor de fendlicos totais e de
antocianinas a condicao 6tima com pH 2, 38% de etanol e tempo de 60 minutos,
conseguindo otimizar a extracdo de 124,14 para 579,49 ug/100uL e de 79,69 para
373,72 mg/L, respectivamente. Ja para extracdo da cianidina-3-O-glicosideo e do
acido elagico as melhores condi¢cdes foram pH 0,98, 25% de etanol por 40 minutos,
proporcionando um aumento do rendimento de 97,38 para 316,80 pg/mL e 183,12
para 342,11 pg/mL, respectivamente.
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Figura 20 - Superficie de resposta e curva de contorno para o teor de fendlicos totais (EAG/g) em
funcdo da temperatura e do tempo para extragdo com ultrassom.
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4.11 Otimizacdo da extracdo de compostos fendlicos das raizes de Solanum
paniculatum L. por microondas

Para a extragcdo assistida por micro-ondas escolhemos 3 variaveis do
processo, sendo elas, temperatura, tempo e pH. Apds escolha dos fatores

escolhnemos o0 modelo do delineamento do composto central rotacional, onde sua
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matriz de planejamento com os valores reais podem ser observadas no quadro 10

juntamente com o teor de fendlicos obtidas para cada analise

Quadro 10 - Valores reais e respostas obtidas para o planejamento fatorial total 2% com 6 pontos

axiais e 3 pontos centrais para otimizacédo da extracdo de compostos fendlicos por microondas.

Teor de Fendlicos

Ensaios Temperatura (°C) Tempo (horas) pH Totais (EAG/g)
1 38,00 1,80 1,80 203,78
2 62,00 1,80 1,80 258,48
3 38,00 4,20 1,80 249,89
4 62,00 4,20 1,80 369,63
5 38,00 1,80 2,70 162,42
6 62,00 1,80 2,70 243,69
7 38,00 4,20 2,70 235,66
8 62,00 4,20 2,70 341,17
9 30,00 3,00 2,25 157,76
10 70,00 3,00 2,25 306,84
11 50,00 1,00 2,25 154,25
12 50,00 5,00 2,25 371,59
13 50,00 3,00 1,50 261,83
14 50,00 3,00 3,00 230,84
15 50,00 3,00 2,25 309,22
16 50,00 3,00 2,25 305,6
17 50,00 3,00 2,25 300,01
18 50,00 3,00 2,25 305,9
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Os resultados da analise de regressao encontram-se na tabela 22 e figura 21,

onde observamos as variaveis significativas suficientes para elaboracdo do modelo

preditivo neste processo.

Tabela 22 - Coeficientes de regressao para o teor de fendlicos totais (FT) por micro-ondas.

Estimativa por

Coeficiente Erro Intervalo (95%)
Fatores de . t(8) p-valor
padrédo I -
regressao Limite Limite
Inferior Superior
Média* 304,21 9,58 31,72 <0,0001 282,10 326,32
(Xy)Temperatura(L)* 44,97 5,22 8,61 <0,0001 65,87 114,03
(X)) Temperatura(Q)* -22,75 5,47 -4,15 0,0031 -70,74 -20,25
(Xz)Tempo(L)* 50,91 5,22 9,75 <0,0001 77,75 125,91
(X,) Tempo(Q) -11,72 5,47 -2,14 0,0644 -48,69 1,78
(X3) pH(L) -11,10 5,22 -2,12 0,0661 -46,28 1,87
(X3) pH(Q)* -17,69 5,47 -3,23 0,0119 -60,63 -10,15
X1 X5 (L) 11,16 6,79 1,64 0,1392 -9,02 53,66
X1 X3 (L) 1,54 6,79 0,22 0,8261 -28,26 34,43
Xo X3 (L) 1,68 6,79 0,24 0,8107 -27,98 34,71
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Figura 21 - Gréfico de Pareto sobre efeito do tempo, temperatura e do pH frente a extracéo de
fendlicos por microondas.
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X1 X3 (D) % /2269399
=05

Efeito padronizado (Valores Absolutos)

A equacao a seguir descreve o rendimento previsto pelo modelo em funcéao
das variaveis codificadas, no modelo reparametrizado que contém apenas 0s termos

estatisticamente significativos.

FT = 304,21 + 44,97 X, - 22,75 (X1)? + 50,91 X, - 17,69 (X3)

Os resultados da analise de variancia é observada na tabela 23, onde o

modelo possui a capacidade de explicar 83,24% da variacao.
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Tabela 23 - ANOVA para o teor de fendlicos totais por micro-ondas.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado
L ) o Feac p-valor
variacdo guadrados liberdade meédio
Regresséao 64236,36 3 21412,12 23,19 <0,0001
Residuos 12926,38 14 923,31
Total 77162,74 17

% variacdo explicada (R®) = 83,24 %

A andlise de superficie de resposta e a curva de contorno séo observadas nas
figuras 22, 23 e 24. A regido do 6timo é indicada em vermelho demonstrando as
melhores condi¢cdes para um maior rendimento da extracdo, para o modelo predito
foi indicado que o maior rendimento da extracdo dos fendlicos de Solanum

paniculatum L. s&o nas seguintes condicoes:
- Temperatura 57 °C
- Tempo 4 min
- pH 2,21

Ao analisar as respostas da extragao assistida por micro-ondas, observa-se a
elevacdo da concentracdo de fendlicos de 154,25 EAG/g para 371,59 EAG/qg,

representando um aumento de cerca de 241% da extracao.

Se observarmos o resultado obtido para a extracdo por maceracao classica,
onde apenas as raizes ficam em contato com o solvente, na temperatura de 40° C
por um tempo de 18 horas e pH 5 foi obtido, apenas, um teor de fendlicos totais de
4,96 EAG/g, se comparamos com a extracdo assistida por micro-ondas, na
temperatura de 50°C por um tempo de 5 minutos e pH 2,25, atingimos uma
concentracdo de fendlicos de 371,59 EAG/g, fato que ressalta a importancia da
escolha do melhor método e a aplicacdo de um planejamento experimental para
processos extrativos.
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Figura 22 - Superficie de resposta e curva de contorno para o teor de fendlicos totais (EAG/g) em
funcdo da temperatura e do tempo para extracdo por microondas.
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Figura 23 - Superficie de resposta e curva de contorno para o teor de fendlicos totais (EAG/g) em
funcéo da temperatura e do pH para extracao por microndas.
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Figura 24 - Superficie de resposta e curva de contorno para o teor de fendlicos totais (EAG/g) em
funcéo da temperatura e do pH para extracéo por microondas.
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Especificamente quanto a aplicacdo e o desempenho da extracdo assistida
por micro-ondas aos compostos bioativos de vegetais, observa-se uma maior
eficiéncia da técnica em relacdo aos métodos convencionais como maceracao,
soxhlet, extracdo por ultrassom e extracdo por aqguecimento em refluxo simples
(TSUKUI, 2014). O maior rendimento de extracdo de fendlicos totais, flavonoides
totais, taninos condensados em menor tempo de extracdo pode ser devido a
conducdo ibnica e rotacdo de dipolo, que sdo os principais mecanismos de
aquecimento por micro-ondas. A pressao aumenta dentro das células do vegetal
conduzindo a uma liberagéo eficiente do conteudo celular por meio da interacdo
molecular com o campo eletromagnético e da rapida transferéncia de energia para o

solvente de extracdo e dos componentes vegetais (DAHMOUNE, 2015).

Milutinovic e colaboradores (2014) avaliaram o teor de fendlicos totais e a
atividade antioxidante (FRAP e DPPH), em extratos de residuo de cavalinha
(Equisetum arvensei), empregando a extracdo assistida por micro-ondas e um
método convencional (extracdo solido-liquido com agitacdo). A melhor condigcéao
obtida foi a extragcdo por micro-ondas utilizando 40 ml de etanol (solugéo 54%), 1
grama do residuo de cavalinha e apenas 80 segundos de extracdo. Foi obtido um
valor superior de polifendis do que quando extraido por 12 h no método
convencional (161,57 e 120,27 mg GAE/g, respectivamente). As condicbes que
favoreceram o teor elevado de polifendis também elevaram a atividade antioxidante
em FRAP e DDPH (TSUKUI, 2014).

4.12 Investigacdo da Atividade Antimicrobiana

O ERSP apresentou atividade antimicrobiana frente a bactérias Gram -
positivas, leveduras, fungos filamentosos e a E. coli, entretanto ndo apresentou
atividade frente as bactérias gram-negativas Pseudomona aeruginosa e Klebsiela

pneumoniae como observado na tabela 24.
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Tabela 24. Determinacdo do halo de inibicdo (mm) do ERSP de S. paniculatum frente a
microorganismos patogénicos.

Microorganismos ERSP Cloranfenicol Rifampicina Nistatina Etanol

(1000ug/mL) (40 pg/mL) (120 pg/mL) (80 pug/mL)

S. aureus 16,3 +0,5 42,0+2,3 -
(UFPEDA-02)

B. subtilis 17,6 +0,5 39,6 2,5 -
(UFPEDA- 86)

E. faecalis 15,3+ 0,57 24,3+05 -
(UFPEDA-138)

E. coli (UFPEDA- 16,0+ 0,5 36,0+£0,1 -
224)
P. aeruginosa - 23611 -

(UFPEDA - 416)

K. pneumoniae - 266 +1,1 -
(UFPEDA - 396)

M. smegmatis 20,3+11 60,0+1,1 -
(UFPEDA - 81)

C. albicans 14,0 + 0,53 28,0+0,0 -
(UFPEDA-1007)

C. krusei 14,0 + 0,53 24,0+ 1,0 -
(UFPEDA-1002)

A. niger (UFPEDA - 12,0 £0,57 21,3+£0,5 -
2003)

Resultados expressos como média + desvio-padrao.

O teste de microdiluicdo foi aplicado aos micro-organismos sensiveis no
método de difusdo em disco, com a intencdo de determinar a concentracdo minima

microbicida e bacteriostatica do ERSP (tabela 25).
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Em estudo realizado por Lou et al. (2011), foi demonstrado a atividade
antibacteriana do acido clorogénico, seu mecanismo de acao esta relacionado com o
aumento da permeabilidade da membrana plasmatica, resultando na perda da sua
funcdo protetora, induzindo a liberagcdo do conteudo citoplasmético e levando a
morte dos micro-organismos. Com isso, a atividade antimicrobiana do ERSP

possivelmente esta relacionada a presenca do acido clorogénico.

Tabela 25 Determinacdo CMM e CMB do ERSP.

Microorganismos ERSP(ug/mL)

CMM CMB
M. smegmatis (UFPEDA - 81) <15 <15
B. subtilis (UFPEDA- 86) <15 <15
E. faecalis (UFPEDA-138) 125 62
E. coli (UFPEDA-224) 250 125
C. krusei (UFPEA-1002) 250 125
C. albicans (UFPEDA-1007) <15 <15
S. aureus (UFPEDA-02) 250 125

4.13 Estudo Toxicoldgico

4.13.1 Bioensaio com Artemia salina Leach

A avaliacdo preliminar de uma possivel atividade citotoxica do ERSP foi
realizada através do bioensaio com Artemia salina, onde foi encontrado uma ClLsgg =
352,9 pg/mL, com um intervalo de confianga entre 348,7 - 357,1 pg/mL.

A avaliacdo da toxicidade de produtos naturais pelo bioensaio de A. salina é

utilizada como indicio de atividades citotdxicas, visto que o microcrustaceo possui
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metabolismo de purinas, valores da CLsy menores que 1000 pg/mL representam
produtos bioativos (SAHREEN et al., 2015).

Em estudo realizado por Silva, et al (2007) com o extrato etandlico das partes
aéreas e dos frutos de Solanum paniculatum foi determinado uma CLso de 953,9 e
823,2 pg/mL frente a A. salina. Assim, o ERSP demonstrou-se mais bioativo quando

comparado a estes resultados.

4.13. 2 Avaliacéo da citotoxicidade in vitro em linhagem cancerigenas humanas

A partir do resultado obtido no bioensaio com A. salina, partimos para a
investigacao da atividade citotoxica do ERSP frente as linhagens de células tumorais
HT-29 e HL-60. Os resultados obtidos demonstram que o ERSP possui atividade
citotoxica, inibindo a proliferacdo de cerca de 92% do crescimento celular das
células HL-60 e 57% das células HT-29 (Tabela 26). Esta atividade pode estar
relacionada a presenca do ac. clorogénico, visto que estudos relatados na literatura
demonstram suas atividades antioxidantes, antitumorais, antibacterianas,
antifangicas e anti-inflamatérias (GARAMBONE, 2007). A acgdo citotoxica do &c.
clorogénico, esta relacionada com a capacidade de regular a alteragédo fenotipica de
células tumorais, apresentando acdo antagbnica a substancias que induzem a
mitose celular, sugerindo uma possivel propriedade anticancerigena (BELKAID,
2006).

Tabela 26. Atividade do ERSP (50 pg/mL) frente a inibi¢cdo do crescimento de células neopléasicas.

Células %inibicéo

HL — 60 92+0,6

HT — 29 57+2,4
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4.13.3 Investigacao da citotoxicidade em eritrocitos

Algumas espécies vegetais possuem substancias quimicas que podem
promover uma atividade hemolitica ou anti-hemolitica frente a eritrécitos. Alguns
trabalhos relatam que as membranas dos eritrécitos diferem de acordo com o tipo
sanguineo, apresentando estabilidade variavel. Alguns extratos de plantas podem
lesionar a membrana plasméatica das hemacias provocando anemia, sendo portanto,
fundamental a investigacdo dos efeitos dos extratos vegetais quanto ao seu
potencial hemolitico (Vinjamuri et al., 2015).

Na investigacdo da atividade hemolitica do ERSP em diferentes tipos de
eritrocitos, foi observado que o ERSP apresenta uma CEsy acima de 1000 pg/mL, o
gue demonstra sua incapacidade de lesionar as membranas plasmaticas dos
eritrocitos humanos e de camundongos (tabela 27), sendo considerado de baixa
toxicidade, visto que amostras ativas sdo aquelas que apresentam CEsp< 200 pg/mL
(COSTA-LOTUFO et al., 2002).

Tabela 27 - Avaliacéo da atividade Hemolitica do ERSP.

Sangue CEgo (ng/mL)
Tipo O >1000
Tipo A >1000
Tipo B >1000
Tipo AB >1000

Camundongo >1000

4.13.4 Avaliacdo da Toxicidade Aguda

Na avaliacdo da toxicidade aguda do ERSP (2000 mg/Kg), foram observados

comportamentos depressores, como perda do reflexo auricular, perda do reflexo
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corneal, ambulacdo diminuida e analgesia até a segunda hora apos a administracéo
do ERSP. Durante o periodo de 14 dias, ndo foram observadas mortes,
demonstrando que o ERSP possui uma DLsp acima de 2000 mg/Kg.

N&o foram encontradas diferencas significativas nas andlises do consumo de
agua, racdo, peso corporal e peso dos 6rgdos quando comparados com 0O grupo
controle negativo (Tabela 28, 29, 30 e 31). Nas andlises anatomopatoldgicas dos
orgaos nao foram observadas alteracdes na coloracédo, anatomia, nem a presenca
de tumores, edemas e necrose. Nas andlises histopatoldgicas do coracédo, pulmao,
figado, rins, baco e estbmago ndo foram visualizadas alteracbes nas estruturas

celulares destes tecidos quando comparados aos seus respectivos grupos controles.

Tabela 28 - Avaliagdo do consumo de agua, ragéo e variagdo de peso na toxicidade aguda dos ratos.

Ratos Dosagem Agua (ml) Racéo (g) Peso (Q)
Veiculo - 178,1 +1,67% 143,3+2,36 255,0£0,71
ERSP 2000 mg/Kg 176,7 + 1,06" 138,5+2,28 256,6 = 0,99

Resultados expressos como média + e.p.m. utilizando teste t de student. ” Resultados expressos
como média + e.p.m. utilizando teste de mann-whitney.

Tabela 29 - Avaliacdo do consumo de agua, racdo e variacdo de peso na toxicidade aguda dos ratas.

Ratas Dosagem Agua (ml) Racao (g) Peso ()
Veiculo - 168,3 + 0,99 111,9 + 0,57 252,6 + 0,52
ERSP 2000 mg/Kg 165,9 +£1,02 110,6 £ 0,60 252,2 +0,48

Resultados expressos como média * e.p.m. utilizando teste t de student.
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Tabela 30 - Avaliacdo da varia¢do dos pesos dos orgaos dos ratos apds exposi¢do aguda.

MACHOS Coracgao (g) Pulméo (g) Figado (g) Rim (g) Baco (g) Estébmago (g)

Veiculo 1,11+0,01 1,87+0,01 10,58 +0,49 2,60+0,14 1,04+0,05 1,76+0,01

ERSP 1,11+0,01 1,80+0,01 11,27 £0,29 2,66+0,14 0,99+0,01 1,79+0,01

Resultados expressos como média + e.p.m. utilizando teste t de student.

Tabela 31 - Avaliacédo da varia¢do dos pesos dos 6rgdos dos ratas apds exposi¢do aguda.

Fémeas Coracédo (g) Pulmao (g) Figado (g) Rim (g) Baco (g) Estébmago (g)

Veiculo 1,01+0,03 1,84+0,02 10,40+0,47 2,95+0,22 1,01+0,05 1,70+0,030

ERSP 1,02+0,04 1,88+0,03 10,15+0,50 2,78+0,18 1,01+0,05 1,80+0,03

Resultados expressos como média * e.p.m. utilizando teste t de student.

Nas tabelas 32 e 33 observamos os efeitos do ERSP frente aos parametros
bioguimicos (TGO, TGP, FA, bilirrubina, uréia, creatinina), onde também né&o foram
encontradas diferencas significativas em relagédo ao grupo controle, o que indica que
0 extrato ndo promoveu alteracbes metabdlicas, principalmente, no figado e rins.
Estes achados corroboram com o evidenciado nas analises histopatolégicas quanto
a preservacao dos tecidos.

Nas tabelas 34 e 35 s&o observados os valores referentes ao parametros
hematolégicos dos animais (Hemacias, hematdcrito, plaquetas, VCM, HCM, CHCM,
RDW, Leucdcitos, segmentados, bastonetes, eosindfilos, basofilos, mondcitos e
linfécitos) apos os 14 dias da administracdo do ERSP. Portanto, o ERSP apresentou

baixa toxicidade frente ao modelo agudo na dose de 2000 mg/Kg.



Tabela 32. Avaliagéo dos parametros bioquimicos ap6s exposi¢éo aguda dos ratos.

Parametros Bioquimicos VEICULO ERSP (2000 mg/Kg)
Ureia (mg/dL) 29,00+1,07 29,09+1,0
Creatinina (mg/dL) 0,29+0,02 0,29+0,03
TGO (U/L) 74,23+5,12 72,18+4,09
TGP (U/L) 41,77+4,28 40,97+3,26
Bilirrubina total (mg/dL) 10,97+2,87 11,09+2,03
Bilirrubina direta (mg/dL) 2,69+0,31 2,77+£0,19
FA (mU/mL) 167.14+12.21 172.5+8.46

Resultados expressos como média + e.p.m. utilizando teste t de student.

Tabela 33. Avaliacdo dos parametros bioquimicos apés exposicdo aguda das ratas

VEICULO ERSP (2000 mg/Kg)

Ureia (mg/dL) 40,22+2,12 41,74+3,05
Creatinina (mg/dL) 0,35+0,04 0,35+0,05
TGO (U/L) 77,42+3,41 76,97+3,67

TGP (U/L) 37,68+3.57 36,22+3,83
Bilirrubina total (mg/dL) 12,21+2.45 12,93+1.88
Bilirrubina direta (mg/dL) 2,41+0,50 2,39+0,39

FA (mU/mL) 187,36+6.89 189,1345.77

Resultados expressos como média + e.p.m. utilizando teste t de student.



127

Tabela 34 - Hemograma dos ratos ap6s exposi¢cao aguda.

VEICULO ERSP (2000 mg/Kg)

Hemacias (10%mm?) 6,40 + 0,85 6,51 + 0,80
Hemoglobina (g/dL) 14,50 + 0,82 14,79 + 0,48
Hematdcrito (%) 42,14 + 1,95 41,72 +1,41
VCM (m®) 51,96 + 1,62 52,35+ 1,94
HCM (g.10™?) 16,21 +0.70 15,96 + 0,72
CHCM (g/dL) 34,20+ 1,75 33,83 £ 2,66
RDW (%) 14,50 + 0,12 14,35 + 0,20
Leucécitos (10¥mm?) 5,95 + 0,94 6,13 + 0,80
Segmentados (%) 27,8+2,2 28,40+1,2
Bastonetes (%) 0,40+0,2 0,10+0,1

Eosinéfilos (%) 0,50+0,2 0,60 +0,2

Linfocitos (%) 69,30+ 2,0 68,80+1,4
Mondcitos (%) 2,20+£0,2 21+£05

Basafilos (%) - -

Resultados expressos como média + e.p.m. utilizando teste t de student.



Tabela 35. Hemograma das ratas apds exposi¢do aguda.

VEICULO ERSP (2000 mg/Kg)
Hemacias (10%mm?) 7,13 +0,47 7,38 £0,12
Hemoglobina (g/dL) 12,95 + 0,94 12,07 +0,72
Hematdcrito (%) 43,50 £ 1,55 42,59+ 1,32
VCM (m?) 48,50 + 1,98 47,82 + 2,46
HCM (9_10»12) 14,36 + 0,80 14,66 + 0,90
CHCM (g/dL) 31,51 +1,98 32,04 +1,18
RDW (%) 14,20 + 0,16 14,32 +0,10
Leucécitos (10¥mm?) 5,04 + 0,62 5,35 + 0,50
Segmentados (%) 24,3+4,0 229+3,6
Bastonetes (%) 1,2+04 1,2+0,5
Eosinofilos (%) 0,5+0,2 0,7+0,2
Linfocitos (%) 716+2,2 72,4 +£3,1
Mondcitos (%) 24+0,8 2904

Basafilos (%) - -

Resultados expressos como média + e.p.m. utilizando teste t de student.
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Vieira, et al. (2010) relatou que os extratos etandlicos tanto das folhas quanto
dos frutos de S. paniculatum ndo apresentaram acdo mutagénica em medula 6ssea
de camundongos. No teste de toxicidade aguda realizado com a lerobina®, produto
fitofarmacéutico brasileiro composto por extratos fluidos de Solanum paniculatum
(Solanaceae), Remijia ferruginea DC (Rubiaceae), Jacaranda caroba DC
(Bignoniaceae) e Erythraea Centaurium (L.) Borkh. (Gentianaceae), as doses
administradas ndo produziram nenhuma mortalidade e os sinais observados foram

todos reversiveis (Tagliati, 2008). Corroborando com o observado em nosso estudo.

4.13.5 Avaliagéo da Toxicidade Subcrdnica

Apoés a avaliacdo da toxicidade aguda, seguimos para a investigacdo de
possiveis efeitos toxicos em doses repetidas do ERSP a 500 mg/Kg. Na triagem
comportamental foi observado um efeito antinociceptivo durante todo o periodo de
analise, assim como observado na toxicidade aguda. Nenhuma morte ocorreu

durante o tempo de monitoramento do experimento.

Ndo houve diferenca significativa quanto ao consumo de &agua, racao e
variacdo do peso dos animais (tabela 36 e 37). A andlise anatomopatologica dos
orgdos nao revelou alteracbes quanto a consisténcia dos 6Orgaos, presenca de
tumores, morfologia dos 6rgaos, coloracdo, corroborando com os dados obtidos
guanto a massa dos 6rgaos analisados que nao foram estatisticamente significantes
(tabelas 38 e 39).

Tabela 36. Avaliagédo do consumo de agua, racdo e variacdo de peso durante 30 dias dos ratos.

Ratos Dosagem Agua (ml) Racéo (g) Peso (9)

Veiculo - 176.6 £ 1.50 1489+1.71 280.2 + 2.08
ERSP 500 mg/Kg 176.1+1.41 148.8 + 1.86 282.6 +2.47
Satélite 500 mg/Kg 179.0 £ 1.43 148.2 +1.69 288.2 +2.53

Resultados expressos como média + e.p.m. por andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do
pos-teste de Turkey.
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Tabela 37. Avaliagédo do consumo de 4gua, ragdo e variagcdo de peso durante 30 dias dos ratas.

Ratas Dosagem Agua (ml) Racéo (9) Peso (9)

Veiculo - 150.4 £1.41 103.5+1.32 255.6 £ 0.55
ERSP 500 mg/Kg 153.0 £1.50 104.5+1.69 254.8 + 0.42
Satélite 500 mg/Kg 151.3+1.50 105.2 +1.33 254.2+0.35

Resultados expressos como média + e.p.m. por andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do
pos-teste de Turkey.

Tabela 38. Avaliagéo da variacdo dos pesos dos 6rgéos dos ratos ap6s 30 dias.

MACHOS Coracdo (g) Pulméo (g) Figado (g9) Rim (g) Baco (g) Estdédmago (9)

Veiculo 1.12+0.01 1.87+0.02  11.74+0.42 2.47+0.10 0.90+0.05 1.79+0.04
ERSP 1.12+0.02 1.88+0.03  12.31+0.49 2.61+0.11 0.93+0.04 1.87+0.05
Satélite 1.11+0.01 1.91+0.03  12.10+0.45 2.57+0.13 0.95+0.03 1.85+0.03

Resultados expressos como média + e.p.m. por andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do
pos-teste de Turkey.

Tabela 39. Avaliagéo da variacdo dos pesos dos 6rgéos dos ratas ap6s 30 dias.

FEMEAS Coracdo (g) Pulm&o (g) Figado (g) Rim (g) Baco (g) Estémago ()

Veiculo 0.91+0.02 1.97+0.04  9.67+0.27  2.70+0.18 0.96+0.05 1.97+0.05
ERSP 0.98+0.03 2.01+0.04 10.16+0.25 2.72+0.12  0.99+0.04 2.03+0.09
Satélite 0.97+0.02 2.00+0.03  9.83+0.29  2.72+0.16 1.01+0.04 1.94+0.05

Resultados expressos como média + e.p.m. por analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido
do pés-teste de Turkey.
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Nas analises histopatoldgicas, os tecidos se demonstraram preservados
guanto as suas respectivas estruturas celulares, ratificando os resultados
encontrados na analise dos parametros bioquimicos que demonstram que o ERSP
ndo ocasionou alteragdes nas taxas dos marcadores do figado e rins, nos animais

de ambos os sexos (tabela 40 e 41).

Tabela 40. Avaliagéo dos parametros bioquimicos dos ratos no modelo crénico

VEICULO ERSP (500 mg/Kg)  SATELITE (500 mg/Kg)
Ureia (mg/dL) 31.00£1.09 31.13+0.8 31.33+0.9
Creatinina (mg/dL) 0.30+0.02 0.29+0.02 0.31+0.02
TGO (U/L) 71.65+3.45 72.80+2.36 73.13+2.36
TGP (U/L) 39.83+3.49 37.67+3.99 37.50+3.70
Bilirrubina total (mg/dL) 11.41+1.28 11.97+1.15 11.86+1.37
Bilirrubina direta (mg/dL) 2.77+0.37 3.03+0.30 3.33+0.44

FA (mU/mL)

159.70+10.07

181.5+7.57

186.5+6.10

Resultados expressos como média + e.p.m. por andlise de varidncia de uma via (ANOVA), seguido do

pos-teste de Turkey.



Tabela 41. Avaliagédo dos parametros bioquimicos dos ratas no modelo crénico
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VEICULO ERSP (500 mg/Kg)  SATELITE (500 mg/Kg)

Ureia (mg/dL) 43.93+£3.46 47.37+£3.19 48.68+3.98
Creatinina (mg/dL) 0.38+0.05 0.37+0.04 0.44+0.04

TGO (U/L) 74.75+3.79 76.05+4.71 75.35+£3.20
TGP (U/L) 38.18+2.25 30.83+2.40 33.67+£2.29
Bilirrubina total (mg/dL) 14.33+1.68 14.57+0.90 12.34+1.19
Bilirrubina direta (mg/dL) 2.67+0.35 2.43+0.17 2.55+0.20

FA (mU/mL) 166.50+5.78 170.80+2.91 171.70+1.84

Resultados expressos como média + e.p.m. por andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do
pos-teste de Turkey.

Além disso, o ERSP ndao interferiu de forma significativa nos parametros
hematolégicos dos animais de ambos 0s sexos, tanto a série vermelha quanto a
série branca foram preservadas, ndo apresentando eventos inflamatorios ou anemia,

demonstrando a seguranca do ERSP (tabelas 42 e 43).

Tabela 42. Hemograma dos ratos no modelo crénico

VEICULO ERSP (500 mg/Kg) SATELITE (500 mg/Kg)
Hemacias (10%/mm?) 6.20 + 0.60 6.72 +0.25 6.45 + 0.32
Hemoglobina (g/dL) 15.45 + 0.69 15.62 + 0.26 15.63 +0.31
Hematdcrito (%) 41.88 + 1.53 4352 +1.23 45.02 £ 1.47
VCM (m®) 54.83 +1.76 52.83 £ 2.07 54.50 + 2.50
HCM (g.10™) 16.33 + 0.80 17.17 £+ 0.87 16.83 +0.79
CHCM (g/dL) 32.33 £2.07 33.17 £2.26 37.67£2.64
RDW (%) 14.33+0.13 14.43 £0.13 14.40 +0.11
Leuc6citos (10°/mm®) 5.38 + 0.25 5.70+0.17 5.55 + 0.23
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Segmentados (%)
Bastonetes (%)
Eosinoéfilos (%)

Linfocitos (%)
Monocitos (%)

Baséfilos (%)

32.8+3.2

1.3+04

60.4 +5.6

26+x04

42.0+ 3.8

235%+4.2
1,2+0,3
0,4+0,2

53.0+3.9

2714

Resultados expressos como média * e.p.m. por analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do

pos-teste de Turkey.

Tabela 43. Hemograma das ratas no modelo crénico

VEICULO ERSP (500 mg/Kg) SATELITE (500 mg/Kg)
Hemacias (10%mm?) 8.23+0.36 8.58 + 0.20 8.65 +0.18
Hemoglobina (g/dL) 11.68 + 0.54 10.95 +0.52 11.05 + 0.46
Hematdcrito (%) 4350 +1.23 43.33+1.26 4217 +1.35
VCM (m?) 47.67 +1.43 45.33 + 2.07 48.33+2.03
HCM (g.10™) 14.17 + 0,94 14.83+0,91 15.83 + 0,79
CHCM (g/dL) 31.67+1,63 33.17 +1.20 32.17 + 1.49
RDW (%) 14.33 +0.14 14.48 + 0.20 14.60 + 0.15
Leucécitos (10¥mm?) 5.38 +0.25 5.70 + 0.17 5.55 + 0.23
Segmentados (%) 328+3.2 42.0+3.8 23.5+4,.2
Bastonetes (%) 1.3+04 1,6+0,8 1,2+0,3
Eosinéfilos (%) 0.2+0.2 0,6 +0,5 0,4+0,2
Linfécitos (%) 60.4 +5.6 48.2+3.1 53.0 +3.9
Monécitos (%) 2.6+0.4 3.4+0.7 2,7+14

Basofilos (%)

Resultados expressos como média + e.p.m. por andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do

pos-teste de Turkey.
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O estudo da toxicidade crbnica realizado por Tagliati et al. (2008) com a
lerobina®, ndo foram verificadas diferencas significativas nas andlises
hematoldgicas, na analises macroscopicas e microscopicas dos orgaos. Nos exames
bioquimicos, encontraram diferenca significativa na avaliacdo da alanina
aminotransferase, aspartato aminotransferase e creatinina. Todavia, a lerobina® é

composta por um complexo de espécies vegetais entre elas a S. paniculatum.

Contudo, observamos que o ERSP apresentou baixa toxicidade, na dose de
500 mg/Kg, frente ao modelo de doses repetidas por um periodo de trinta dias,
indicando que o nivel de efeito adverso ndo observado (NOAEL) pode ser maior ou
igual a 500 mg/Kg, parametro este de grande importancia para a escolha da dose

para ensaios clinicos de fase I.
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4.14 Avaliacéo da atividade antidiarreica

4.14.1Diarreia induzida por 6leo de ricino

Os resultados da avaliacdo do efeito do ERSP frente a diarreia induzida por
O0leo de ricino pode ser observada na tabela 44. O ERSP reduziu de forma
significativa a diarreia em todas as doses avaliadas quando comparado ao grupo

tratado apenas com o veiculo.

Tabela 44. Efeito do ERSP frente a diarreia induzida por 6leo de ricino em ratos.

Grupo Dose (mg/Kg) Peso das fezes (g) Inibicdo (%)
Veiculo - 11.17 £ 0.70 -
Loperamida 5 3.81+0.13° 65.9
125 6.54 + 0.16" 41.5
ERSP 250 6.26 +0.28" 44.0
500 5.59 + 0.10" 50.0

Valores expressos como Média + e.p.m, > p < 0.01 em relacdo ao grupo veiculo por analise de

variancia de uma via (ANOVA) seguido do teste de Turkey.

4.14.2 Acumulo de fluido intestinal induzido por 6leo de ricino

Na tabela 45 podem ser observados os resultados para o experimento de
acumulo de fluido intestinal induzido por 6leo de ricino. A quantidade do contetdo
intestinal foi aumentado no grupo tratado com o veiculo (3.277 + 0.18) quando
comparado ao grupo Scham (2.040 £ 0.03), que ndo recebeu nenhum tratamento. O

grupo que recebeu a loperamida (farmaco de referéncia) apresentou uma reducao
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significativa (2.392 + 0.05) quando comparado ao grupo veiculo. Todos 0s grupos
qgue foram administrados com o ERSP (125, 250 e 500 mg/Kg) reduziram
significativamente o peso do conteudo intestinal quando cotejados com o controle

negativo.

Tabela 45 - Efeito do ERSP frente ao acimulo de fluido intestinal induzido por 6leo de ricino

Grupo Dose (mg/Kg) Conteudo Intestinal (g) Inibic&o (%)
Scham 2.040 +0.03 -
Veiculo 3.277 +0.18 -
Loperamida 5 2.392 +0.05° 27.0
125 2.788 +0.08° 14.9
ERSP 250 2.657 +0.08° 18.9
500 2.402 +0.14° 26.7

Valores expressos como Média + e.p.m, *p < 0.05 e ° p < 0.01 em relagéo ao grupo veiculo por

analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do teste de Turkey.

4.14.3 Avaliacdo do ERSP frente a Motilidade Intestinal

Na tabela 46 podemos analisar os resultados para o efeito do ERSP frente a
motilidade intestinal. O grupo controle positivo (veiculo) apresentou a maior distancia
percorrida pelo carvao ativo em relacdo ao comprimento total do intestino delgado
(73.88 = 1.34%). Todos os grupos que foram tratados com o ERSP reduziram
significativamente a motilidade intestinal quando comparados ao controle positivo, a
resposta anti-motilica do ERSP apresentou um perfil dose-depente. O ERSP na
dose de 500 mg/Kg apresentou efeito estatisticamente similar ao grupo tratado com

a Loperamida (5 mg/Kg).
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Tabela 46. Efeito do ERSP sobre o a motilidade intestinal

Distancia percorrida

A
Grupo Dose (mg/Kg) oelo carvo (%) Inibicao (%)
Veiculo - 73.88 +1.34 -

Loperamida 5 52.45 + 2.28° 475

125 64.62 + 1.87° 35.4
ERSP 250 61.92 + 1.80° 38.0
500 55.86 + 3.40° 44.1

Valores expressos como Média + e.p.m, *p < 0.05 e ° p < 0.01 em relagéo ao grupo veiculo por

analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do teste de Turkey.

Diarreia é a passagem frequente de fezes liquidas que envolve tanto um
aumento da motilidade do trato gastrintestinal, quanto o aumento da secrecéo e
reducdo da absorcdo de agua e eletrélitos (WANG et al., 2015). O modelo de
transito gastrintestinal utilizando o carvao ativado como marcador, tem sido utilizado
h& mais de 60 anos como uma ferramenta simples e eficaz para avaliar o efeito de
laxantes. Este método indica a distancia maxima percorrida pelo marcador, carvao
ativado, no intestino delgado em um intervalo de tempo apés a sua administracao.
(SILVA et al, 2012). De acordo com este modelo, os extratos (ERSP) nas diferentes
doses avaliadas reduziram significativamente a motilidade intestinal com uma
relacdo dose-dependente quando comparados ao grupo veiculo (tabela 46), os
animais que receberam o SPRE na concentracdo de 500 mg/Kg apresentaram uma
diminuicdo de cerca de 44%, o que demonstra que o0 SPRE possui efeito positivo na
reducdo do transito intestinal.

O dleo Ricino induz a diarreia por provocar o aumento da secrecao de fluidos
e eletrdlitos na luz intestinal através da mucosa intestinal, o que provoca um
acumulo de fluido e um conteddo luminal aquoso que percorre rapidamente através

do intestino (WANG et al., 2015). A liberacdo do &cido ricinoleico produz mudancas
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no transporte de agua e eletrdlitos, reduzindo a absorcdo de Na* e K*, diminuindo a
atividade da Na', K'- ATPase no intestino delgado e no coldn, resultando numa
resposta hipersecretoria e num transito intestinal rapido (DASH et al., 2014). O dleo
Ricino aumenta a producéo ou liberacdo de prostaglandinas (SAITO et al., 2002),
causa mudanca na permeabilidade, injarias na mucosa e estimula a biossintese de
PAF (fator de agregacédo plaquetario) (IZZO et al., 1998) que pode resultar numa
inflamacdo na mucosa intestinal. O extrato das raizes de Solanum paniculatum L. no
modelo de diarreia induzida por 6leo Ricino reduziu significativamente a diarreia, em
todas as doses testadas, quando comparada ao grupo controle que recebeu apenas
o veiculo (tabela 44). Apresentou uma reducédo de cerca de 50% da diarreia, além de
fezes com consisténcia solida e uma frequéncia de evacuacdes reduzidas em
relacdo ao grupo controle.

Outro resultado observado neste trabalho foi a reducdo do acumulo de fluido
intestinal induzido por 6leo Ricino, os extratos de S. paniculatum reduziram o
acumulo de fluido intestinal em todas as doses avaliadas 125, 250 e 500 mg/Kg,
apresentando uma porcentagem de inibicdo de 14.9%, 18.9% e 26.7%,
respectivamente, demonstrando uma relacdo de dose-dependéncia. A dose de 500
mg/Kg exibiu os melhores resultados com uma taxa de inibicAo semelhante a
Loperamida (tabela 45). A reducdo do acumulo de fluido intestinal promovido pelo
SPRE pode estar relacionado a presenca do acido clorogénico, visto que a
hipersecrecao intestinal do modelo de acumulo de fluido envolve uma resposta
inflamatoria (1ZZO et al., 1998), sendo a atividade anti-inflamatéria do &cido
clorogénico amplamente conhecida (GUO, 2015). Para evidenciarmos a hipétese da
atividade antidiarreica estar relacionada ao acido clorogéncio, realizamos uma
analise de correlacdo de Pearson levando em consideracdo o teor de acido
clorogénico presente nas diferentes doses do ERSP analisadas e as respostas

obtidas para os diferentes modelos investigados (figura 25).
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Figura 25 - Andlise de Correlacdo de Pearson entre a atividade antidiarreica e o teor de Ac.
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Observamos que no modelo de diarreia induzida por 6leo de ricino a reducéo
da diarreia promovida pelo ERSP esta correlacionada, de modo inversamente
proporcional, com a presenca do acido clorogénico (r = -0.78), o que pode indicar
gue o &cido clorogénico esté contribuindo com a atividade, entretanto n&o é o Unico
responsavel, indicando que outras substancias bioativas presentes no ERSP
também estdo exercendo influéncia na resposta. Ja para a reducdo no acumulo de
fluido intestinal induzido por 6leo de ricino e do efeito anti-motilico provocado pelo
ERSP, foram encontrados indices de correlacdo de - 0.93 e - 0.96, respectivamente,
indicando que o efeito promovido pelo ERSP esté fortemente correlacionado com a

presenca do acido clorogénico.

Assim, 0 extrato das raizes de Solanum paniculatum L. possui atividade
antidiarreica diminuindo o peso das fezes, minimizando o acumulo de fluido
intestinal e reduzindo o transito intestinal, estando estes efeitos correlacionado com
a presenca do acido clorogénico, corroborando com os dados etnofarmacolégicos da

medicina popular brasileira.

4.15 Atividade anti-inflamatoria

4.15.1 Edema de pata induzido por carragenina

No modelo de edema de pata induzido por carragenina, o ERSP reduziu
significativamente o edema até a quarta hora, em todas as doses avaliadas, o
edema produzido (Tabela 47, Figura 26).

O modelo de edema de pata em ratos tem sido amplamente utilizado na
pesquisa de novas drogas. A inflamacao induzida pela carragenina € um processo
agudo, altamente reproduzivel e bem estudado. O desenvolvimento do edema
induzido por carragenina € um modelo bifasico, com varios mediadores atuando em
sequéncia para produzir a resposta inflaméatoria. Na fase inicial (1-2 h) ocorre
liberagdo de histamina, serotonina, bradicinina e citocinas que promovendo
vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular. Além de desencadearem a
formacdo do edema, estes mediadores contribuem fortemente com a migracéo

celular, principalmente de neutrofilos para o sitio inflamatorio. A fase posterior (3-4 h)
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esta correlacionada com elevada producao de prostaglandinas, ativacdo da COX-2 e

liberacéo de NO.

Tabela 47. Efeito do ERSP no edema de pata induzido por carragenina

Volume Edema de pata (mL)

Dose
Grupo
(mg/Kg) 1h 2h 3h 4h

Veiculo - 0,34 +£ 0,05 0,75+ 0,05 1,01 +0,04 1,10 £ 0,17
125 0,13 +0,01* 0,67 £ 0,09 0,79 + 0,03~ 0,68 + 0,08*
ERSP 250 0,04 +0,03* 0,34 +£0,07** | 0,61 +0,08* | 0,62 + 0,10**
500 0,08 £ 0,01* 0,39 £0,07** | 0,72 £0,03** | 0,54 + 0,09**
Indometacina 10 0,07 £ 0,02** 0,23 £0,04** | 0,50 +£0,06** | 0,57 + 0,04**

Resultados expressos como média * d.p. por analise de variancia de duas vias (ANOVA) seguido do

teste de Bonferroni. *p<0,05, **p<0,01.

Figura 26 - Resultados do ERSP frente ao edema de pata.
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O ERSP em todas as doses (125, 250 e 500 mg/kg) causaram inibicdo do
edema na fase inicial da resposta inflamatoria induzida por carragenina. Com base
nesta observacdo, pode-se sugerir seu efeito anti-inflamatério esta relacionado a
inibicdo da liberacdo de mediadores inflamatorios relacionados a inflamagéo aguda,
especificamente os mediadores liberados na primeira fase, como histamina,

serotonina e bradicinina.

4.15.2 Método do Bolsdo de Ar Subcutaneo

Os resultados da atividade anti-inflamatéria para este teste encontram-se na
figura 27. Todas as doses apresentaram atividade anti-inflamatoria indicada por uma
diminuicdo significativa na migracdo celular quando comparados ao controle
negativo. Os resultados mostraram que as melhores doses foram 250 e 500 mg/kg

reduzindo a migragé&o celular.

Figura 27 -Efeito do ERSP frente a migragéo celular no modelo de bolsé&o.
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O modelo de bolsdo de ar € comumente usado nos testes de triagem de
drogas para o tratamento da artrite, pois mimetiza a membrana sinovial inflamada de
pacientes com artrite reumatoide, com infiltracdo de polimorfonucleares e liberacao

de mediadores pro-inflamatérios.

4.15.3 Determinacéo dos Niveis de TNF-a

A dose de 500 mg/Kg do ERSP foi escolhida para determinacdo da
concentracdo de TNF-a do exsudato inflamatdrio do teste do bolsédo de ar. Visto que
esta dose apresentou a melhor resposta no modelo de bolsdo de ar.

Foi observado que o ERSP 500 mg/Kg apresentou uma concentracdo de
388,70 + 17,35 pg/mL de TNF-q, resultado significativamente inferior quando
comparado ao farmaco de referéncia (indometacina) que expressou o resultado de
425,17 + 16,15 pg/Kg.

Portanto a atividade anti-inflamatéria do ERSP esta relacionada, em parte,
com a reducdo da transmigracdo de células polimorfonucleares para o local da

inflamac&o, por diminuir a liberagéo de TNF-a.

4.15.4 Permeabilidade Vascular

O ERSP apresentou influéncia sobre a permeabilidade vascular, reduzindo
significativamente a passagem do azul de Evans quando comparado com 0 grupo
controle negativo de forma dose-dependente. Além disso, todas as doses

apresentaram diferenca significativa em relagéo a indometacina (Figura 28).
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Figura 28 - Efeito do ERSP frente a permeabilidade Vascular.
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O é&cido acético utilizado neste modelo, atua liberando mediadores endégenos
que provocam, em nivel peritoneal, um aumento nos indices de PGE,; e PGF,,
serotonina, histamina, bradicinina e citocinas, como TNF-a e IL-8 (RIBEIRO et al.,
2000).

Portanto, os resultados obtidos no modelo de permeabilidade vascular
corrobora o fato do ERSP apresentar atividade anti-inflamatoria por atuar na
liberacdo de aminas vasoativas, reduzindo a migracdo de leucdcitos, minimizando a

formacéo de edema e a permeabilidade vascular de exsudato.
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5 CONCLUSAO

A S. paniculatum L. possui afinidade por solos ricos em célcio existindo uma
correlacdo positiva na absorcéo do calcio com o ferro, sddio, potassio e negativa do
célcio, magnésio e zinco;

As raizes da S. paniculatum possui valor nutricional, sendo predominante a
presenca de carboidratos e fibras, além de diversidade no conteddo de minerais com
prevaléncia do calcio;

O ERSP possui como marcador quimico o acido clorogénico, o qual pode ser
caracterizado pela metodologia desenvolvida e validada pela RE 899/2003, além de
apresentar estabilidade térmica e um perfil de degradacéo, caracterizado em treze
etapas por TG e DTA,

O emprego de técnicas estatisticas de otimizacdo de processos possibilitaram
um aumento significativo na extracdo dos compostos fendlicos por maceracao,
ultrassom e micro-ondas;

O ERSP apresentou atividade antimicrobiana frente a micro-organismos
patogénicos e prolongou o periodo de oxidagdo do Oleo de soja em métodos
acelerados;

O ERSP demonstra-se seguro em ratos frente a exposicdo aguda e
subcrbnica, apresenta atividade antidiarreica pela capacidade de reduzir o acimulo
de fluido intestinal, minimizar a diarreia e moderar o transito intestinal e possui
atividade anti-inflamatéria, provavelmente por atuar na liberacdo de aminas
vasoativas, reduzir a migracdo de leucdcitos, minimizar a formacdo de edema e a
permeabilidade vascular.

Estas andlises contribuem para o controle de qualidade de S. paniculatum,
envolvendo a padronizag&o do solo, teor de metabdlitos primarios, valor energético e
nutricional, perfil de degradacdo térmico, teor de fendlicos totais, definicdo do
marcador quimico e validacdo de metodologia para sua andlise, além de ser
determinada a sua seguranca e eficacia farmacologica pré-clinica, pontos estes
fundamentais para o desenvolvimento de um produto a base da Solanum

paniculatum L.
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