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RESUMO

Solanum paniculatum L. é conhecida popularmente como jurubeba-verdadeira. Esta espécie é
usada na medicina popular principalmente no tratamento de desordens hepaticas,
gastrointestinais e febre, e em menor escala como desinfetante e cicatrizante de feridas. O
objetivo deste estudo foi verificar a atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatoria
topica de diferentes extratos (folhas, flores, frutos, caule e raizes) de S. paniculatum como
indicativos da possivel atividade cicatrizante da planta. A avaliacdo fitoquimica foi realizada
por cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando sistemas e reveladores especificos e
através da dosagem de compostos fenolicos e flavonoides. O potencial antioxidante dos
extratos foi analisado por diversos métodos in vitro: capacidade antioxidande total
(fosfomolibdénio), sequestro dos radicais DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) e ABTS (2,2-
azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonato). A atividade anti-inflamatoria topica foi avaliada
pelos modelos de edema de orelha induzido por diferentes agentes flogisticos: éleo de créton,
acido araquidénico, fenol, capsaicina e fenilpropriolato de etila (EPP). A prospeccao
fitogquimica revelou a presenca de varias classes de metabdlitos secundarios, com destaque
para os flavonoides, triterpenos e esteroides, mono e sesquiterpenos. O extrato das folhas de

S. paniculatum apresentou uma maior atividade antioxidante e antimicrobiana, quando
comparada com as demais partes da planta estudada. A concentracdo de acido clorogénico, f-
sitosterol e estigmasterol no extrato das folhas foram quantificados através de CLAE. O
extrato das folhas apresentou atividade anti-inflamatéria em trés dos modelos agudos
estudados, expressa em percentual de inibicdo do edema de acordo as respectivas doses
usadas: Oleo de croton 2%, 63 e 82,5% nas doses de 0,5 e 1,0 mg/orelha, respectivamente;
fenol 10%, 91% na dose de 1,0 mg/orelha; e EPP (2 mg/orelha), 96% na dose de 1,0
mg/orelna. O EFSP também exibiu atividade anti-inflamatéria crénica apresentando
percentual de inibicdo de 39,5 %, além de inibir a atividade da MPO em 40,13% e reduzir 0s
danos teciduais. Em conclusdo, o extrato das folhas apresentou atividade antioxidante,
antimicrobiana e anti-inflamatdria tdpica, resultados que indicam a possivel eficacia do uso
popular desta espécie como desinfetante e cicatrizante de feridas cutdneas. Todavia, séo
necessarios mais estudos para determinar a atividade cicatrizante direta do extrato das folhas

de S. paniculatum.

Palavras-chave: Jurubeba. Prospeccdo fitoquimica. Atividade antioxidante. Atividade

antimicrobiana. Atividade anti-inflamatéria. Edema de orelha.



ABSTRACT

Solanum paniculatum L. is popularly known as “jurubeba-verdadeira” (Eng. lit. “true
jurubeba”). It is used in folk medicine mainly in the treatment of hepatic and gastrointestinal
disturbances, fever, and also to clean skin wounds and promote healing. The aim of this study
was to verify the antioxidant, antimicrobial, and topical anti-inflammatory activities of
different extracts (leaves, flowers, fruits, branches, and roots) of S. paniculatum as indicatives
of a possible wound healing activity of this species. The phytochemical evaluation was
performed by thin-layer chromatography (TLC) using specific solvent systems and revealers,
and by the determination of total phenolic and flavonoid contents. Antioxidant potential of the
extracts was analyzed by three in vitro methods: total antioxidant activity
(phosphomolibdenium assay); DPPH (2,2-diphenyl-1-pycrylhydrazyl) and ABTS (2,2-azino-
bis-(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid) radical scavenging. Topical anti-inflammatory
activity was evaluated by ear edema induced by different agents: croton oil, arachidonic acid,
phenol, capsaicin, and ethyl phenylpropriolate (EPP). Phytochemical screening revealed the
presence of several classes of secondary metabolites, mainly flavonoids, triterpenes and
steroids, mono and sesquiterpenes. The extract of the leaves of S. paniculatum (SpLE)
showed a better antioxidant and antimicrobial activities, when compared with other organs
extracts. The concentration of chlorogenic acid, g-sitosterol, and stigmasterol in SpLE was
determined by HPLC. SpLE showed topical anti-inflammatory activity in three of the studied
models, expressed as inhibition percentage of ear edema according to the respective doses:
croton oil 2%, 63 and 82.5%, at doses of 0.5 and 1.0 mg/ear, respectively; phenol 10%, 91%
at dose of 1.0 mg/ear; and EPP, 96% at dose of 1.0 mg/ear. In conclusion, SpLE showed
antioxidant, antimicrobial, and topical anti-inflammatory activity. These results indicate the
possible efficacy of the use in folk medicine of this species to clean and promote wound
healing. However, more studies are necessary to determine the direct wound healing activity

of S. paniculatum leaves.

Keywords: Jurubeba. Phytochemical screening. Antioxidant activity. Antimicrobian activity.

Anti-inflammatory activity. Ear edema.
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1. INTRODUCAO

As plantas com propriedades medicinais tém sido usadas pelo homem para curar
suas doengas ha mais de 60.000 anos. A etnoboténica e a etnofarmacologia tém servido
como base para estudos vegetais, objetivando a descoberta de substancias bioativas e de
novos farmacos (LEITAO et al., 2014; MARTINS et al., 2015).

Apesar do crescente aumento dos estudos farmacoldgicos de produtos de origem
vegetal, identificados nos ultimos 30 anos, apenas cerca de 6% da flora terrestre tém
sido explorada. E o Brasil, devido o seu vasto territorio e a sua rica biodiversidade, é
considerado uma fonte promissora de novos produtos terapéuticos (MARTINS et al.,
2015; ATANAZOQV et al., 2015).

Dentre as inUmeras espécies vegetais com propriedades medicinais, as espécies
da familia Solanaceae, abundantes no nordeste brasileiro, tém sido amplamente
estudadas. O género Solanum € o0 mais representativo desta familia, o qual é
caracterizado pela presenca de glicoalcaldides, flavonoides e glicosideos
(CLEMENTINO-NETO et al., 2015).

Solanum paniculatum L., conhecida popularmente como jurubeba-verdadeira, é
uma espécie nativa do Brasil, mas que também é encontrada em outros paises da
Ameérica do Sul. Esta espécie é utilizada na medicina popular no tratamento de
problemas hepéticos, digestivos e anemias, fazendo parte da 1* Farmacopéia Brasileira
(COIMBRA, 1994 apud LORENZI; MATOS, 2008). Essa espécie faz parte da Relacao
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), e algumas atividades
farmacoldgicas ja foram comprovadas, como a acdo hepatoprotetora (MATTOS FILHO
et al., 1997), inibitoria da secrecdo acida estomacal (MESIA-VELA et al., 2002).

Além das atividades comprovadas acima descritas, a jurubeba também é
utilizada na medicina popular como cicatrizante e desinfetante de feridas na forma de
compressas com gaze ou gargarejo (BRAGA, 1976; MATOS, 2007; LORENZI,
MATQOS, 2008). E de acordo com estudo realizado por Albuquerque et al., (2007)
Solanum paniculatum é usada popularmente para gastrite e inflamag&o em geral.

A inflamagdo é uma resposta do organismo contra agentes patdgenos ou
substancias nocivas, que ocorre através da producdo de mediadores inflamatdrios e
movimentacdo de liquido e de leucocitos para regido lesada, objetivando a eliminagéo
do agente lesivo e o restabelecimento da funcéo fisiologica, eventos que caracterizam a
inflamacédo aguda (RUBIN, 2006).
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Todavia, quando o agente lesivo persiste, ocorre a evolugdo da inflamagéo
aguda para inflamacéo cronica, a qual pode durar meses ou até mesmo anos e causando
destruicdo do tecido e a proliferacdo de tecido conjuntivo. As células mononucleares e
as células derivadas dos macrofagos séo os principais tipos celulares encontrados neste
tipo de inflamagéo (RANG; DALE, 2011).

Sendo assim, o estudo de plantas medicinais, embasado nos conhecimentos
populares, representa uma fonte relevante de possiveis principios ativos, bem como de
potenciais novos farmacos efetivos no tratamento de doengas inflamatdrias
(ALBUQUERQUE et al., 2014; RIBEIRO et al., 2007).

Este estudo objetivou a avaliacdo das atividades antioxidante, antimicrobiana e

anti-inflamatoria topica dos extratos de S. paniculatum.



17

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar um estudo etno-guiado dos diferentes 6rgdos de Solanum paniculatum
L., visando a comprovacdo das atividades antioxidante, antimicrobiana e anti-

inflamatdria topica como indicativos de possivel atividade cicatrizante desta espécie.

2.2 Objetivos Especificos

e Coletar os diferentes 6rgdos de S. paniculatum (folhas, flores, frutos, caule e raizes)
e realizar a extracao;

e Realizar a prospeccdo fitoquimica e determinar o teor de compostos fendlicos e
flavonoides dos diferentes extratos de S. paniculatum;

e Determinar a atividade antioxidante dos extratos por diferentes métodos quimicos;

o Auvaliar a atividade antimicrobiana dos extratos contra micro-organismos padrao e
isolados clinicos de feridas;

e A partir do extrato mais promissor, determinar as concentraces de marcadores por
cromatografia liquida de alta eficiéncia;

e Investigar a atividade anti-inflamatdria tépica do extrato mais promissor através de
diferentes modelos de edema de orelha em camundongos;
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Plantas medicinais

A utilizagdo de plantas com propriedades medicinais, para o tratamento de
doengas € uma pratica antiga e de grande relevancia, uma vez que 0s conhecimentos
adquiridos com o passar dos anos passaram a fazer parte de um conjunto de saberes e
praticas que sdo reconhecidos como parte da medicina tradicional pela Organizacao
Mundial de Satde (OMS) (CORADIM; SIMINSKI; REIS, 2011).

A OMS considera como medicinal todo vegetal que possui substancias com
propriedades terapéuticas em um ou mais de seus 6rgdos (BADKE, 2008). Ainda de
acordo com a OMS cerca de 80% da populagédo tem recorrido ao uso de plantas
medicinais com o objetivo de tratar ou prevenir enfermidades (VEIGA-JUNIOR, 2005).

Fontes de valiosas substancias bioativas com potencial terapéutico, as plantas
medicinais tém demonstrado com o passar dos anos 0 seu valor e representam ainda
hoje um relevante e promissor caminho para descoberta de novos farmacos (LIMA et
al., 2011; ATANAZOV et al., 2015). Pois, apesar dos avangos da medicina moderna,
cerca de 30% dos farmacos avaliados como agentes terapéuticos sdo provenientes de
produtos naturais (CALIXTO, 2005). Para Silva et al. (2014), a utilizacdo de plantas na
producdo de medicamentos tém sido relevante devido principalmente as suas
propriedades bioativas, mais também devido ao fato de serem abundantes, de facil
acesso e de baixo custo.

De acordo com Atanazov et al. (2015) houve um crescente interesse cientifico
pelos estudos farmacoldgicos de substancias de origem vegetal nos Gltimos 30 anos.
Dentre 0s varios medicamentos desenvolvidos a partir de estudos realizados com
plantas medicinais, podemos citar de acordo com Cragg e Newman (2013): irinotecano
(CPT-11), derivado de Camptotheca acuminata e usado no tratamento do cancer;
reserpina, isolado a partir de Rauwolfia serpentina e utilizado como anti-hipertensivo;
quelina, presente em Ammi visnaga e usado no tratamento de psoriase e vitiligo;
galegine, isolado de Galega officinalis L. e usado como modelo para sintese de
metformina, um anti-diabético; morfina, isolada de Papaver somniferum é usada no

tratamento da dor, dentre muitos outros.
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Heinrich (2009) em seu trabalho avaliou 40 estudos etnofarmacolégicos
realizados entre 2007 e 2008 discutindo a importancia da base conceitual e dos métodos
utilizados, objetivando nédo sé destacar os estudos ja concluidos, mais também melhorar
a qualidade dos estudos futuros. Algumas plantas que apresentam atividade anti-
inflamatoria foram enfatizadas por Heinrich (2010) tais como: Tripterygium wilfordii;
Capsicum annuum L.; C. frutescens L.; Tanacetum parthenium e Euphorbia resinifera.
E dentre os medicamentos anti-inflamatérios provenientes de plantas medicinais
produzidos recentemente destacam-se: Acheflan (Cordia verbenacea), Peplin
(Euphorbia peplus L.), Sativex® (Cannabis sativa L.), Crofelemer (Croton lechleri
Muell. Arg.) (HEINRICH, 2014). .

Apesar dos estudos da flora terrestre terem se intensificado nos ultimos anos,
estima-se que apenas 6% dos cerca de 300 mil espécies de plantas superiores foram
farmacologicamente investigadas e apenas 15% tiveram estudos fitoquimicos realizados
(CRAGG; NEWMAN, 2013).

3.1.1 Familia Solanaceae

A familia Solanaceae possui uma distribuicdo cosmopolita, apresentando 2.768
espeécies distribuidas em 115 géneros (THE PLANT LIST, 2013). Possui uma maior
representacdo nos tropicos e sub-trépicos, sendo a América do Sul o centro de maior
diversidade (VIEIRA-JUNIOR et al., 2015). Os representantes da familia Solanaceae
sdo morfologicamente diversificados podendo possuir representantes com as seguintes
caracteristicas morfoldgicas: ervas, arbustos, subarbustos ou arvores pequenas; folhas
alternadas, simples; flores bissexuadas e actinomorfas e frutos na forma de baga ou
capsula (CORADIM L.; SIMINSKI A.; REIS A. 2011). As vérias espécies pertencentes
a esta familia sdo bem diversificadas, apresentando representantes de importancia
econbmica e alimentar (Nicotiana tabacum, Datura stramonium, Solanum tuberosum,
Lycopersicon lycopersicum, Physalis peruviana, Capsicum annuum, C. frutescens),
ornamental (Brunfelsia sp.e Petunia sp.) e medicinal (Atropa beladona e Mandragora
officinailis) (MARTINS, 2013; TAYLOR; KENT, 2013).
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. 3.1.2 Género Solanum

O género Solanum L. é o maior e mais complexo género da familia Solanaceae,
apresentando atualmente 1.230 espécies no qual se encontra frequentemente a presenca
de alcaloides e flavonoides. Pertencem a este género espécies de interesse econémico
como o tomate (Solanum lycopersicum), batata (Solanum tuberosum), berinjela
(Solanum melongena) e espécies com propriedades medicinais dentre as quais se
destaca Solanum paniculatum (SOUZA; LORENZI, 2008; THE PLANT LIST, 2013).

3.1.3 Espécie Solanum paniculatum L.

Solanum paniculatum, uma das espécies pertencentes ao género Solanum, é
conhecida popularmente como jurubeba ou jurubeba-verdadeira. Trata-se de uma
espécie nativa do Brasil, mais que também estad presente em outras regifes tropicais do

continente sul-americano (Figura 1) (GARCIA et al., 2008; PEREIRA et al.,2008).

Figura 1 - Espécime de Solanum paniculatum L. (Solanaceae).

Fonte: http://www.rain-tree.com/Plant-lmages/

Esta espécie é caracterizada morfologicamente como uma planta perene,
arbustiva e ereta, que atingi cerca de 2 m de altura, é ramificada apresentando folhas
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alternadas, pecioladas e de tonalidade mais escura na face superior, a qual é coberta por
pelos e espinhos. As suas flores sdo violetas ou azuladas. Os frutos sdo bagas esféricas
branco-esverdeados, dispostos em cachos e mantidos por um pedunculo contendo varias
sementes, os quais sdo utilizados como tempero, em picles, e como aditivo, em
aguardente de cana- de-aclcar (LORENZI, 2000; CORADIM L.; SIMINSKI A.; REIS
A. 2011).

Classificada como fitoterdpico, Solanum paniculatum foi listada na primeira
Farmacopéia Brasileira. Na medicina popular esta espécie é utilizada principalmente no
tratamento de desordens hepaticas e gastricas (VIEIRA et al., 2013; MESIA- VELA et
al., 2002; AGRA et al.,, 2007). Mais também, além dessas atividades, estudos tém
demonstrado que apresenta atividades: antioxidante, atua como quimioprotetor contra o
cancer e no combate de febres intermitentes (MENDES; CARLINI, 2007; SABIR;
ROCHA, 2008; ENDRINGER et al., 2010). Segundo Nunes e Araujo (2003) o uso
topico das folhas de Solanum tem funcdo cicatrizante de feridas. E verificou-se também
gue Solanum paniculatum apresenta atividade bacteriostatica, e bactericida contra
bactérias orais causadoras de carie dental (COSTA et al., 2014).

As atividades bioldgicas atribuidas a esta espécie estdo intimamente associada a
presenca de metabolitos secundarios, principalmente esteroides, saponinas, glicosideos e
alcaloides, os quais variam de acordo com a parte da planta (GARCIA et al., 2008). E
além destes outros metabolitos foram identificados em estudos quimicos: jurubebine,
jubebine, solanine, isojuripidine, isojurubidine, isopaniculidine e jurubidine (MESIA-
VELA etal., 2002).

3.2 Processo inflamatorio

A inflamacéo é uma resposta do organismo contra micro-organismos estranhos e
tecidos danificados ou necroéticos, que visa a protecdo do mesmo contra a injaria celular
inicial, bem como contra os possiveis danos posteriores consequentes de tal injaria
(ROBBINS; COTRAN, 2010). A depender da intensidade do estimulo inflamtério e da
duragdo do mesmo, a inflamacdo pode ser classificada em aguda ou crénica
(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).
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3.2.1 Inflamacéo aguda

Caracterizada pela resposta rapida do hospedeiro, a inflamacdo aguda pode ser
causada por infeccBes (bacteriana, viral, fungica, parasita), necrose tecidual, corpos
estranhos e reaces imunes (PATEL et al., 2014; RUBIN, 2006).

Uma vez estabelecida a injdria, o sistema imunolégico inato entra em acéo, em
resposta aos sinais transmitidos pelos neutréfilos, macréfagos, mastocitos e plaquetas
situados nos tecidos lesados, levando a producdo dos mediadores inflamatérios e
posterior ativacdo da resposta imune adaptativa (NATHAN, 2006; ABBAS et al., 2011).
Os mediadores inflamatorios sdo produzidos a partir de células ou de proteinas
plasméticas. Os mediadores celulares principais sdo: as aminas vasoativas, histamina e
serotonina; as prostaglandinas, leucotrienos e lipoxinas derivadas de metabolitos do
acido araquidénico; o fator ativador de plaquetas (PAF); as espécies reativas de
oxigénio (EROS); odxido nitrico (NO);as citocinas e quimiocinas; e 0S
neuropeptidios. Ja os mediadores derivados do plasma séo: o sistema complemento; o
sistema de coaguacéo; e as cininas (RUBIN, 2006; ROBBINS; COTRAN, 2010).

A liberagdo dos mediadoes pro-inflamat6rios promove uma série de alteracoes,
as quais ocasionam vasodilatagdo e o aumento da permeabilidade vascular,
proporcionando a exudacao plasmatica, migracdo de leucdcitos e proteinas para o sitio
inflamatdrio, bem como o aparecimento das caracteristicas clinicas da inflamacéo:
rubor, edema, calor, dor e perda da fungéo (Figura 2) (CRUVINEL et al., 2010).

Figura 2- Migracao de neutrofilos
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No tecido injuriado os leucdcitos, principalmente neutrofilos sdo ativados por
contato com o patdgeno e por cininas provenientes do tecido. A atuacéo dos leucdécitos
consitem no reconhecimento dos agentes agressores, através de receptores do tipo Toll
(TLRs) e posterior ativacdo destas células visando a remogdo de tais agentes. A
fagocitose, a morte intracelular e a concomitante geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS) e d6xido nitrico sdo as respostas mais importantes para destruicdo de
agentes lesivos (BARTON, 2008; COSTA et al., 2012).

Quando a resposta inflamatoria consegue eliminar os agentes causadores de
danos teciduais, principalmente agentes microbianos, sinais s&o liberados,
principalmente por lipoxinas derivadas do 4&cido araquiddnico geradas por
lipoxigenases, 0s quais provéem a diminuicdo da migracdo de neutrdfilos e o
deslocamento de macrofagos, objetivando a finalizacdo da resposta inflamtéria e
eliminacao de restos celulares (SERHAN, 2007).

Todavia, nem sempre a resposta inflamatéria aguda culmina na cura e
restabelecimento das funcdes teciduais. Ha situacGes em que devido ao vasto dano
causado aos tecidos, ocorre a formacdo de fibroses, as quais ocorrem em tecidos que
ndo possuem a capacidade de regeneracdo. E quando o agente lesivo persiste, de modo
que a resposta inflamatéria aguda ndo consegue sanar a inflamacdo ocorre a evolugéo
para a inflamacao cronica (RANG; DALE, 2011).

3.2.2 Inflamagéo crénica

De acordo com Buckley et al., (2015) a inflamacéo cronica caracteriza-se pela
localizacdo especifica e duracdo prolongada, a qual é proveniente do desequilibrio entre
o recrutamento de células inflamatdrias e a remocdo do infiltrado imunoldgico. Este tipo
de inflamacdo pode ser resultante de infeccOes persistentes, causadas por micro-
organismos, doencas inflamatérias imunomediadas e exposicdo prolongada a agentes
potencialmente toxicos (ROBBINS; COTRAN, 2010).

Estudos tém sugerido que os fibroblastos, além de apresentar funcao estrutural
nos tecidos, estdo também envolvidos na modulacdo de células do sistema imune, de
modo que durante a inflamagdo crbnica, permanecem ativados e neste estado levam a

producdo de citocinas, quimiocinas, e prostandides (FLAVELL et al., 2008).
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3.2.3 Mediadores inflamatorios

3.2.3.1 Eicosandides

Os eicosanoides sdo sinalizadores lipidicos bioativos derivados do &cido
araquidénico, os quais atuam nos processos homeostaticos e inflamatorios (DENNIS;
NORRIS, 2015).

O écido araquiddnico (AA) é um &cido graxo de 20 carbonos liberado dos
fosfolipidios das membranas celulares por uma reacdo de hidrolise catalisada pela
enzima fosfolipase A2. Apos liberagdo no citoplasma, o AA é metabolizado pelas
cicloxigenases (COX-1 e COX-2) e lipoxigenases (5-LOX, 12-LOX e 15-LOX),
produzindo prostaglandinas (PG), prostaciclinas (PGI), tromboxanos (TX) e
leucotrienos (LT), (Figura 3) (LEVICK et al., 2007).

Figura 3 - Metabolismo do Acido Araquidénico
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Fonte: Katzung (2007).

As prostaglandinas sdo produzidas pelos mastocitos, macrofagos e células

endoteliais pela via das cicloxigenases. As duas isoformas de COX geram
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prostaglandinas H (PGHy>), as quais séo substrato para sintese de prostaciclinas (PGl>) e
tromboxanos (TXA2) (ABBAS et al., 2011). As prostaglandinas atuam na protecdo do
revestimento da mucosa intestinal, regulam o equilibrio de liquido/ eletrolitos,
estimulam a agregacdo plaquetéaria e também tém funcbes inflamatérias como induzir
febre, hiperalgesia e a vasodilatagcdo (RUBIN, 2006; MESQUITA JR et al, 2008).

Os leucotrienos sdo produzidos pela a¢do da 5-lipoxigenase predominante nos
neutrofilos, as quais sdo responsaveis pela conversdo do acido araquidonico a acido 5-
hidroxieicosatetraenoico que é precursor dos leucotrienos (ROBBINS; COTRAN,
2010). De acordo com FRANCISCHETTI et al., (2010) o leucotrieno LTB4€é um agente
quimiotatico e atua também promovendo a adesdo molecular de integrinas B2 e a adesao
celular ao endotélio vascular, ja os leucotrienos Cs, Ds e E4 estdo relacionados com a
vasoconstriccdo e aumento da permeabilidade vascular. A estes mediadores
inflamatdrios ainda séo atribuidas as seguintes funcgdes: inducdo e agravamento da
resposta inflamatdria, regulacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio, enzimas
lisossomais e citocinas pro- inflamatorias, bem como na mobilizacdo de linfdcitos T
(BEHL; KAUR; KOTWANI et al., 2016).

3.2.3.2 Citocinas

Proteinas com baixo peso molecular, as citocinas sdo secretadas por varias
células imunes e ndo imunes, atuando na estimulagdo ou inibicdo da proliferacdo
celular, na atividade antiviral, citotoxica e apoptotica, bem como na diferenciacdo
celular e na resposta inflamatéria (ROSA et al., 2016).

As citocinas sdo divididas em duas categorias gerais de acordo com as
atividades biologicas realizadas em: pro-inflamatérias (IL-1, IL-6, TNF-a) e anti-
inflamatdrias (IL-4, IL-10, IL -13) (ROSA et al., 2015; GANANCA et al., 2016).

As principais citocinas responsaveis pela mediagdo da inflamacéo sdo: TNF-a
(fator de necrose tumoral-alfa) e a IL-1 (interleucina-1) (Figura 4). Estas proteinas sdo
produzidas principalmente por macrdofagos ativados em resposta a endotoxinas e outros
produtos microbianos, injuria fisica e outros estimulos inflamatérios (ROBBINS;
COTRAN, 2010).

O TNF-a exerce varias fungdes promotoras do desenvolvimento do processo
inflamatério, as quais podem ser imunoestimuladoras ou imunossupressoras. Este

mediador interage com as células endoteliais e induz a produgdo de moléculas de adesao
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celular e vascular, bem como de E-selectina, as quais favorecem a migracdo de
leucdcitos para a regido inflamada. Além disso, atua induzindo a producéo de IL-1, IL-
6, NO, quimiocinas e eicosanoides. E dentre as funcbes imunossupressoras, 0 TNF-a
pode atenuar a resposta imune inibindo a sinalizacdo dos receptores das células T,
promovendo apoptose das mesmas, bem como inibindo células dendriticas e induzindo a
producdo de citocinas anti-inflamatorias. (O'SHEA; AVERIL MA; LIPSKY, 2002;
KHAN, 2008).

Figura 4 - Efeitos locais e sistémicos do TNF-a ¢ TL-1
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Fonte: ROBBINS; COTRAN, (2010) (p. 62)

A familia IL-1 apresenta trés citocinas, sendo duas agonistas (IL-1a e IL-1p) e
uma antagonista IL-1 (IL-1ra). As IL-1 agonistas, sdo produzidas por varios tipos de
células, mas principalmente por mondcitos/macréfagos apds sofrer estimulacdo por
produtos bacterianos, citocinas e complexos imunes (RANG; DALE, 2011).

Os efeitos sistémicos da IL-1 estdo associados a regulacéo da taxa metabdlica,
dos niveis de glicose do sangue e da pressdo sanguineo e, além disso, exercem um papel
importante na regulacdo termostatica, na percepcdo da dor e no apetite. Estes
mediadores atuam também como mediadores endogenos de leucdcitos, linfocitos,
células B, na sintese de moléculas de adesdo celular e vascular, no crescimento celular,

reparo tecidual e doengas inflamtdrias crénicas (BANERJEE, 2012).
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3.2.3.3 Fator ativador de plaquetas (PAF)

O fator ativador de plaquetas (PAF) € um mediador inflamatorio derivado de
fosfolipidios da membrana (RUBIN, 2006). A producéo de PAF é estimulada por varios
tipos de celulas, incluindo mondcitos/macréfagos, leucdcitos polimorfonucleares,
eosinofilos, basofilos, plaquetas, mastdcitos, linfdcitos e células endoteliais (RIVERA et
al., 2014).

A principal via de sintese de PAF é chamada via de remodelacdo, a qual
envolve um precursor, o 1-O-alquil-2-acil-glicerofosfocolina, e é realizada em duas
etapas. Na primeira etapa a PLA: atua sob o precursor formando 1-O-alquil-2-liso-
glicerofosfocolina (Liso-PAF) e uma 4&cido graxo livre, geralmente o acido
araquidénico. Na segunda etapa, a liso-PAF é acetilada pela enzima acetil-coenzima-A-
liso-PAF-acetiltransferase, a qual usa a acetil-coenzima A como doador (GOODMAN;
GILMAN, 2012).

Além da agregacdo e degranulacdo plaquetaria, o PAF atua nas reacdes
inflamatorias e alérgicas, na producdo de moléculas de adesdo de leucdcitos,
guimiotaxia, degranulacdo de leucdcitos, explosdo respiratoria e aumento da
permeabilidade vascular (REZNICHENKO; KOSTANJE, 2015).

3.2.3.4 Oxido nitrico (NO)

O O&xido nitrico é sintetizado através da conversdao de L-arginina em L-
citrulina pelas trés formas da enzima 6xido nitrico sintase: neuronal (nNOS), endotelial
(eNOS) e induzivel (iNOS) (SOBREVIA et al., 2016).

Este mensageiro celular estd envolvido em muitos mecanismos fisioldgicos,
nos sistemas cardiovascular, nervoso, e imunologico. No sistema nervoso, estudos tém
demonstrado que o NO atua na migracdo e proliferacdo celular (CARREIRA et al.,
2015).

O NO apresenta propriedades pro-inflamtorias e anti-inflamatérias. Um
exemplo de atividade anti-inflamtoria é a producdo de pequenas quantidades NO
derivado da eNOS que inibi a adesdo e migracdo de células inflamatorias. Todavia,
quantidades maiores de NO produzidas a partir da iINOS estimulam a producéo de
lipopolisacarideos e citocinas inflamatorias (IL-1 e TNF-a), os quais cooperam com o

desenvolvimento do processo inflamatério, uma vez que causam o0 aumento da
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permeabilidade vascular e da infiltracdo de leucdcitos para o tecido inflamado. O NO
também tem um importante funcéo na eliminacdo de agentes microbianos causadores de
inflamacdo, através da geracdo de peroxinitrito (ONOQO?), uma espécie oxidante
altamente reativa (FARO et al., 2014).

3.2.3.5 Aminas vasoativas

A histamina e a serotonina sdo as duas principais aminas vasoativas e estdo
entre os primeiros mediadores inflamatdrios a serem liberados durante a inflamag&o
(ROBBINS; COTRAN, 2010).

Principal produto da secre¢do dos mastocitos, a histamina atua na migracéo e
proliferacdo de células do musculo liso, regula as funcbes dos mondcitos/macréfagos,
eosinofilos, células T, neutréfilos e células endoteliais (BARUAL; SHARMA,;
DILEEPAN, 2015). A histamina exerce seus efeitos através de quatro receptores
acoplados a proteina G: H1, H2, H3 e H4. O receptor H1 esta relacionado com a
resposta inflamatdria, o qual ¢ amplamente expresso nas células endoteliais e no
musculo liso atuando no aumento da permeabilidade vascular, sintese de prostaciclinas
e do PAF. Estudos tém mostrado que a ativacdo do receptor H2 leva a expressdao de
moléculas de adesdo celular durante o processo inflamatério (BEGHDADI et al., 2009).

A serotonina € um neurotransmissor que contribui na regulacdo de varias
funcBes fisiologicas: humor, sono, apetite, sensacdo de dor, regeneracdo de tecido,
coagulacdo e funcdo gastrointestinal (BERGER; GRAY; ROTH, 2009). Esta amina
vasoativa € produzida no cérebro e no intestino. No intestino a ela é liberada pelas
células enterocromafins vai para corrente sanguinea e € transportada pelas plaquetas.
Quando ocorre alguma lesdo, a serotonina é rapidamente liberada pelas plaquetas e atua
na resposta inflamatéria promovendo quimiotaxia, atraindo células para o local da
inflamacdo e fagocitose, bem como no aumento da permeabilidade vascular
(ROBBINS; COTRAN, 2010; BAGANZ; BLAKELY, 2012).

3.3 Espécies reativas de oxigénio (EROS)
As espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo formadas em condicOes

fisiologicas devido a reducdo parcial de moléculas de oxigénio. S&o considerados EROS

0 anion superdxido (O%), o radical hidroxila (OH), o peréxido de hidrogénio (H202) e 0
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oxigénio singlete (*0;), os quais sdo produzidos principalmente nas mitocondrias,
citosol, peroxissomos, endossomos e fagossomos, dentre outros (NITA;
GRZYBOWSKI, 2015).

O desequilibrio entre a producdo de EROS e a producdo de sistemas de
defesas antioxidantes (catalase, superéxido desmutase e glutationa peroxidase) gera o
estresse oxidativo, que pode causar danos as biomoléculas como os lipideos, as
proteinas e 0 DNA (AVENDNO; MENENDES, 2008).

A geracdo de EROS durante a inflamagéo € importante, pois visa a eliminacéo
de agentes lesivos, todavia estes potentes mediadores podem causar dano celular
endotelial devido ao aumento da permeabilidade vascular, bem como amplificar a
resposta inflamatéria (TAFANI et al., 2015).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

Oleo de créton, &cido araquiddnico, fenilpropiolato de etila, fenol, capsaicina,
reagente de Folin-Ciocalteu, fosfomolibdénio, DPPH e ABTS foram obtidos da Sigma-
Aldrich (EUA, MO, St. Louis).

4.2 Coleta do material botanico e preparacao dos extratos

As folhas, flores, frutos, caule e raizes de S. paniculatum foram coletados em
janeiro de 2013 na cidade de Jaboatdo dos Guararapes/PE (8°12°29.0”’S 34°55°27.0”W).
A autenticacdo botéanica foi feita pela botanica Rita Pereira do Herbario do Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA) onde a exsicata foi depositada (IPA 88160)

Diferentes 6rgdos de S. paniculatum foram secos a 45 °C em uma estufa com
circulagdo forcada de ar por 24 horas. Depois, 0 material foi moido, pesado e extraido
com etanol 95 °GL (10% p/v) por sete dias protegido da luz. O procedimento de
extracdo foi realizado trés vezes. Os extratos de cada 6rgdo foram agrupados e o

solvente evaporado a 45 °C em um evaporador rotativo (RV10, IKA®, Alemanha).

4.3 Caracterizacao fitoquimica

Os extratos etandlico das folhas, flores, frutos, caule s e raizes de S. paniculatum
foram analisados por cromatografia de camada delgada usando placas de silica gel Fasa
(ALUGRAM® 818131, Macherey-Nagel, Alemanha) utilizando diferentes sistemas de
solventes. Foi verificada a presenca ou auséncia de flavonoides, fenilpropanoides,
terpenoides, esteroides, saponinas, alcaloides, cumarinas, proantocianinas, quinonas, e

acucares redutores, como descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 - Métodos empregados na prospeccao fitoquimica por cromatografia em camada

delgada.
Classe de metabdlitos Padroes Sistema Revelador Referéncia
secundarios

Flavonoides, derivados Quercetina, AcOEt-HCOOH- NEU Wagner e Bladt (1996)

cindmicos e rutinae &cido  AcOH-H,0 Brasseur e Angenot

fenilpropanoglicosideos clorogénico (100:11:11:27 viv) (1986)

Triterpenos e esteroides B-sitosterol Tolueno:AcOEt LB Harborne (1998)
(90:10 viv)

Mono e sesquiterpenos Timol Tolueno:AcOEt Anisaldeido  Harborne (1998)
(97:3 viv) sulfurico

Cumarinas e Quinonas Cumarina e CHCI5-MeOH KOH Wagner e Bladt (1996)

lapachol (98:2 viv)

Alcaloides Pilocarpina AcOEt-HCOOH- Dragendorff ~ Wagner e Bladt (1996)
AcOH-H>0
(100:11:11:27 viv)

Proantocianidinas Catequina AcOEt-HCOOH- Vanilina Roberts et al. (1957)

condensadas e AcOH-H,0 cloridrica

leucoantocianidinas (100:11:11:27 viv)

Nota - KOH — hidroxido de potassio 5% em EtOH, NEU - difenilborinato de amino-2-etila 1%

em MeOH; LB — Liebermann-Burchard.

4.4 Teor de compostos fendlicos

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado utilizando o reagente de
Folin-Ciocalteu (Li et al., 2008). Uma aliquota de 200 pL dos extratos, diluido em
metanol (Img/mL), foi adicionado para 1 mL do reagente Folin-Ciocalteu 10 %. Depois
de 4 min, 2,5 mL de solugdo de carbonato de sodio (0,7 M) foi adicionado. Os tubos de
ensaio foram incubados por 30 min em temperatura ambiente, protegido da luz, e depois
foi realizada a leitura das absorbancias em 765 nm. O acido galico foi usado como
padrdo para curva de calibragdo (0 — 100 mg/L). Os resultados foram obtidos a partir da
equagao de regressdo: y = 0,0121x + 0,032, R?= 0,9967 e expressados como miligrama
de equivalente de acido galico (mgGAE)/g de extrato. As dosagens foram realizadas em

triplicata.
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45 Teor de flavonoides

A determinacdo de flavonoides foi realizada pelo método descrito por Woisky e
Salatino (1998). Uma aliquota de 0,5 mL dos extratos diluida em metanol (1 mg/mL) foi
adicionada em 0,5 mL de ALCI32% em metanol. Os tubos de ensaio foram incubados
por 30 min em temperatura ambiente, protegidos da luz, e em seguida foi realizada a
leitura das absorbancias em 420 nm. A quercetina foi usada como padrédo para curva de
calibracdo (0 — 100 mg/mL). Os resultados foram obtidos a partir da equagdo de
regressio: y= 0.0262x — 0,0892, R? = 0,9982 e expressados como miligrama de
equivalente de quercetina (mgQE)/g de extrato. As dosagens foram realizadas em

triplicata.

4.6 Atividade antioxidante in vitro

4.6.1 Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total dos extratos etandlicos de S. paniculatum foi
determinada pelo método do fosfomolibdénio usando o &cido ascérbico como padrédo
(Pietro et al., 1999). Uma aliquota de 0,1 mL dos extratos diluido em metanol (1
mg/mL) foi adicionada para 1 mL de solucéo reagente (600 mM acido sulfurico, 28mM
fosfato de so6dio e 4 mM de molibidato de aménio). Os tubos de ensaio foram tampados
e incubados em banho de agua fervente a 95 °C por 90 min. Apos resfriamento, as
absorbancias foram mensuradas em 695 nm contra o branco (1 mL da solugéo reagente
e 0,1 mL de metanol). A atividade antioxidante total foi expressa em relacdo ao &acido

ascorbico e calculada pela seguinte formula,

UTAC = Sabs — Babs 100
0 " AAabs — Babs X

Onde, Babs é a absorbancia do branco, Sabs é a absorbancia das amostras

(extratos) e AAabs € a absorbancia do &cido ascorbico.
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4.6.2 DPPH (2,2-difenil1-picrilhidrazil)

A capacidade de sequestrar o radical livre DPPH dos extratos etandlicos de S.
paniculatum foi determinada usando microplacas de 96 po¢os como descrito por Brand-
Williams et al., (1995). Resumidamente, 0,04 mL dos extratos ou acido gélico, diluidos
em metanol (1,56, 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 pg/mL) e 0,25 mL de solucdo de DPPH
1 mM em metanol foi adicionado a cada pogo. As microplacas foram mantidas por 30
min em temperatura ambiente, protegidas da luz. Depois deste tempo, foi medida a
absorbancia em 517 nm. O percentual de sequestro de radical livre DPPH foi calculado

para cada concentracdo dos extratos pela seguinte férmula:

o Sabs — Babs
DPPH inhibition (%) = —Baps  * 100

Onde, Babs é a absorbancia do branco e Sabs é a absorbancia das amostras.
A partir dos valores de inibicdo, foi calculada a CE50 de cada amostra por

regressao ndo linear.

4.6.3 ABTS (2,2-azobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)

O ABTS (7mM) foi oxidado pela adicdo de 140 mM de persulfato de potéssio. A
solugéo foi mantida em temperatura ambiente por 16 horas, no escuro. Antes do uso, a
solugdo ABTS" foi diluida com etanol para uma absorbancia de 0,70 + 0,02 unidades
em 734 nm. Para a determinacdo da atividade de eliminacdo do radical ABTS™ pelos
extratos etanolicos de S. paniculatum, 0,01 mL dos extratos diluidos em metanol foi
adicionado para 1,0 mL da solucdo de ABTS*. Ap6s 6 min no escuro, as absorbancias

foram mensuradas em 734 nm e os resultados expressos como percentual de inibicao.

4.7 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos extratos de S. paniculatum foi avaliada pelo
método de difusdo em disco de acordo com Bauer et al., (1966). Os extratos foram
testados contra bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus — UFPEDA 02,
Micrococcus luteus — UFPEDA 06, Bacillus subtilis — UFPEDA 16, e Enterococcus
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faecium — UFPEDA 138), Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa — UFPEDA 39,
Escherichia coli — UFPEDA 224, e Serratia marcescens — UFPEDA 398) e alcool-acido
resistentes (Mycobacterium smegmatis — UFPEDA 71), além de levedura (Candida
albicans — UFPEDA 1007). Todos os micro-organismos foram obtidos da Colecdo de
Cultura do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPEDA).

Discos de papel (Whatman n° 2) com 6 mm de diametro foram impregnados com
20 pL da solugéo de 20.000 pg/mL dos extratos dissolvidos em DMSO. Os discos
foram entdo colocados em meio semeado com um dos micro-organismos. As seguintes
drogas padrdo foram usadas como controle: cetoconazol (Neomicina, Brasil), para
levedura, cefalexina (Eurofarma, Brasil) e canamicina (Centro de Controle e Produtos
para Diagnostico-CECON, Brasil) para bactérias. Os testes foram realizados em
triplicata. Os resultados (didmetro da zona de inibicdo em volta do disco) foram
expressos em mm. O teste de controle negativo foi realizado com discos embebidos em
DMSO.

Devido a sua atividade, frente a bactérias Gram-postivas, o extrato das folhas foi
testado contra isolados clinicos multirresistentes de S. aureus obtidos de feridas
humanas. A concentracdo inibitéria minima (CMI) e a concentragdo bactericida minima
(CMB) foram calculadas pelo método de micro dilui¢do. Os testes foram realizados em
caldo Muller-Hinton, pH 7,4 e foi aplicada a técnica de dupla diluicdo em série. Uma
solugdo estoque de 1,000 pg/mL de cada extrato foi preparada. Uma suspensao
padronizada de microrganismos foi preparada para utilizacdo com um tubo de 0,5 na
escala McFarland. A placa foi incubada por 18 horas e depois disso um corante
indicador resazurin (Sigma-Aldrich, USA) foi aplicado para mostrar se houve
crescimento microbiano nos pocos. A CMI foi determinada como a concentracdo do
ultimo poco onde ndo houve crescimento microbiano. A partir deste experimento, o
conteddo dos pocos foi semeado em placas com meio agar Muller-Hinton para
estabelecer a concentragéo bactericida minima (CMB), que € a concentragdo em que nao

ha crescimento de colbnias. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.8 Quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE

A quantificagdo do acido clorogénico foi realizada utilizando um cromatografo

liquido de alta eficiéncia da Shimadzu Prominence LC-20AT com um detector de
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arranjo de diodo (SPDM20), injetor automatico SIL-20AC, forno CTO-20A e
degaseificador DGU-20A5. A separagdo cromatografica foi feita com uma coluna Luna
C-18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um, Phenomenex). Foi utilizado como fase movel a
mistura de H.O:4cido acetico (99:1, Solvente A) e metanol (Solvente B), com sistema
de eluicdo: 0-30 min, 5-30 % de B, 30-40 min, 30-100% de B, 45 min, 100% de B, 45-
48 min, 100-5% de B, 50 min 5%de B. Fluxo de 1,0 mL/minuto, temperatura de 40°C e
para monitoramento foi utilizado o comprimento de onda de 320nm. Para a filtragdo das
amostras foram utilizados filtros de nylon (Whatman) 0,45 um. Todos os solventes
utilizados foram grau HPLC. A curva de calibracdo utilizando padrdo externo, foi
realizada nas concentracgdes variando de 0,025 a 0,80 mg/mL, em triplicata. O limite de
deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foi de 0,0285 mg/mL e 0,0863 mg/mL,
respectivamente.

Para a quantificacdo do p-sitosterol e do estigmasterol foi utilizado um
equipamento da Shimadzu Prominence LC-20AT com um detector de Espalhamento de
Luz Evaporativo — ELSD (3300, Alltech Associates, USA), injetor automatico SIL-
20AC, forno CTO-20A e degaseificador DGU-20A5. A separacdo cromatogréafica foi
feita com uma coluna Luna C-18 (150 mm x 4,6 mm x 5 pm, Phenomenex). Foi
utilizado como fase moével metanol (grau HPLC) com fluxo de 1,0 mL/min, temperatura
da coluna de 40°C, temperatura do drift tube de 70 °C e um fluxo de nitrogénio em 2
mL/min. Para a filtracdo das amostras foram utilizados filtros de nylon (Whatman) 0,45
um. A curva de calibracao utilizando padrao externo, foi realizada nas concentragdes
variando de 0,0156 a 0,125 mg/mL, tanto para o p-sitosterol quanto para o
estigmasterol, ambos em triplicata. O limite de deteccdo (LD) e o limite de
quantificacdo (LQ) para o g-sitosterol foi de 0,135ug e 0,408g, respectivamente, e para
o0 estigmasterol foi de 0,131ug e 0,396g, respectivamente.

4.9 Estudos in vivo da atividade anti-inflamatoria
49.1 Animais
Para os diferentes modelos avaliados foram utilizados camundongos Swiss e
BALB/c, machos e fémeas, entre 8 e 12 semanas de idade. Os animais foram mantidos

em ambiente com temperatura controlada (22 £ 2 °C) e ciclo claro/escuro de 12 horas,

com livre acesso a comida e dgua. Todos os procedimentos experimentais que foram
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realizados estdo de acordo com o Conselho Nacional de Controle e Experimentagéo
Animal (CONCEA) e foram submetidos e aprovados pela & Comissdo de Etica no Uso
Animal da Universidade Federal de Pernambuco (n° 59/2015).

4.9.2  Atividade anti-inflamatoria topica
4.9.2.1 Edema de orelha
A atividade anti-inflamatoria tépica do extrato das folhas de Solanum
paniculatum foi avaliada por meio da inibicdo da formacdo do edema de orelha
induzido pela acdo dos diferentes agentes flogisticos (6leo de créton, acido
araquidodnico, fenilpropiolato de etila, capsaicina e fenol) (RAUH, et al., 2011). Para 0s

referidos modelos foram realizados os seguintes grupos experimentais Tabela 2:

Tabela 2 — Descricdo dos grupos experimentais

Grupos Atividade anti-inflamatdria topica do extrato etandlico das folhas de
(n=6) Solanum paniculatum

Gl Grupo que recebeu 0,1 mg /20uL por orelha

G2 Grupo que recebeu 0,5 mg /20uL por orelha

G3 Grupo que recebeu 1,0 mg /20uL por orelha

G4 Grupo gue recebeu 6leo de croton 2% - 20uL por orelha

G5 Grupo que recebeu o farmaco padrao - 20pL por orelha (Dexametasona e

Indometacina)

Fonte: Autor

Apbs periodos de tempo especificos para cada modelo (pico inflamatorio), os
animais foram eutanasiados e uma amostra de 6 mm de diametro foi retirada de cada
orelha com auxilio de um punch de biopsia. As amostras foram pesadas em balanca
analitica (Shimadzu, Jap&o) e o edema foi calculado pela diferenca do peso das amostras
da orelha esquerda (controle negativo) e da orelha direita (grupos testes e controle

positivo) do mesmo animal.
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4.9.2.2 Edema de orelha induzido por 6leo de créton

O referido modelo permite identificar os inibidores das enzimas COX e LOX.
Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p.). Um grupo
recebeu apenas 20 pL dleo de croton a 2% em acetona sendo aplicado na superficie
interna e externa da orelha direita dos animais. Em seguida, os demais grupos
receberam além do 06leo do créton o extrato de Solanum paniculatum e o farmaco-
padrdo (indometacina) diluidos no mesmo volume de acetona e aplicado na orelha
direita. A orelha esquerda recebeu somente acetona que funciona como controle
negativo. Apos seis horas os animais foram sacrificados e a resposta inflamatoria foi
avaliada (TUBARO, 1985).

4.9.2.3 Edema de orelha induzido por acido araquidénico

Os animais, camundongos BALB/c, foram anestesiados com pentobarbital
sodico (50 mg/kg, i.p.) e em seguida foi aplicado na superficie interna e externa da
orelha direita dos animais o extrato das folhas de Solanum paniculatum nas respectivas
doses e a indometacina (0,5 mg/orelha) diluidos em 20 pL de acetona, além do grupo
que recebeu apenas a solucdo de &cido araquidénico (2 mg/orelha) diluido no mesmo
volume. A orelha esquerda recebeu acetona que funciona como controle negativo.
Nesse modelo o pico de formacdo do edema € avaliado apds uma hora (YOUNG, et al.,
1984; CRUMMEY, et al., 1987).

4.9.2.4 Edema de orelha induzida por capsaicina

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p.). Foi
administrado uma solucéo de capsaicina (0,25 mg/orelha) diluidos em 20 pL de acetona
na superficie junto com as respectivas doses testadas do extrato de Solanum
paniculatum na parte interna e externa da orelha direita dos animais. Na orelha
esquerda foi administrada acetona que funciona como controle negativo. O controle
positivo recebeu um pré-tratamento com o farmaco padrdo (vermelho de ruténio, 3
mg/kg, s.c.) 30 min antes da administracdo da solucdo de capsaicina dissolvido em
acetona. O pico inflamatorio foi verificado apds 30 min de inducdo (GABOR, 2000;
GABOR; RAZGA, 1992).
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4.9.2.5 Edema de orelha induzido por fenol

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p.). Uma
solucdo de fenol a 10% (p/v) diluida em 20 pL de acetona foi aplicada na superficie
interna e externa da orelha direita dos animais. O extrato de S. paniculatum e o
farmaco-padrdo (dexametasona 1 mg/orelha) foram em seguida diluidos no mesmo
volume de acetona e aplicados na orelha direita. A orelha esquerda recebeu acetona e
funciona como controle negativo. A formacéo do edema foi avaliada ap6s uma hora da
indugdo. (GABOR, 2000).

4.9.2.6 Edema de orelha induzido por fenilpropiolato de etila — EPP

O edema de orelha induzido por EPP foi realizado em camundongos BALB/c
pela aplicacdo tdpica de 20 L de EPP (50 mg/mL) diluido em acetona em ambos os lados da
orelha direita. Foi aplicado topicamente na orelha direita EFSP (1 mg/orelha) ou dexametasona
(0,1 mg/orelha) 16 horas antes da aplicacdo de EPP, enquanto a orelha esquerda recebeu 20uL
do veiculo (acetona e acetona/ etanol). Ap6s 1 h, os animais foram eutanasiados para avaliagao
do edema.

4.10 Edema de orelha induzido pela aplicacdo multipla de 6leo de créton

O edema de orelha induzido pela aplicacdo multipla de 6leo de croton visa
avaliar o efeito do extrato em um processo inflamatoério ja estabelecido. O processo
inflamatorio foi induzido pela aplicacdo de 20 pL de 6leo de créton 5% (v/v) em
acetona em dias alternados, durante 9 dias, camundongos Swiss (n=10/grupo). O extrato
e a dexametasona (0,1 mg/orelha, controle positivo) foram aplicados por via tdpica
durante 4 dias (2 vezes ao dia) a partir do 5° dia do experimento. No 9° dia do
experimento, os animais foram eutanasiados e circulos de 6 mm de tecido das orelhas

foram coletados para avaliacdo do edema (STANLEY et al., 1991).

4.11 Atividade enzimatica da mieloperoxidase

A atividade da enzima mieloperoxidase, utilizada como indicativo da presenca
de leucocitos polimorfonucleares, foi avaliada utilizando metodologia de Bradley et al.
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(1982) com modificacdes. Biopsias de 6mm do tecido das orelhas foram adicionados a
0,5 mL de tampdo fosfato de sédio 80 mM e pH 54 contendo 0,5% de
hexadeciltrimetilaménio (HTAB), homogeneizado e centrifugado por 10 minutos a
3000 rpm. Aliquotas (10 ul) do sobrenadante foram distribuidas em placa de 96 pogos e
adicionado 200 pl da solugdo de O-dianisidina (16,7 mg de o-dianisidina [Sigma], 90 ml
de agua desionizada, 10 ml de tampdo de fosfato de potassio, 50 ul de perdxido de
hidrogénio a 1%). A atividade enzimatica foi determinada colorimetricamente usando

leitor de placas na absorbancia de 450 nm e expressa como DO/biopsia.

4.12 Anélise histopatoldgica

Amostras de 6 mm de tecido de orelhas de camundongos submetidos a ao
modelo de edema de orelha induzido pela aplicacdo multipla de éleo de créton foram
preservadas em formaldeido tamponado por 24 horas. Logo apos, foram lavadas em
solucdo tampdo, desidratadas e, alcool em série crescente de concentracdo e incluidas
em glicol metacrilato historesina (Historesin Leica®). Os cortes de 4 um foram obtidos
em micrétomo (Leica®) modelo RM 2245 equipado com navalha de vidro, distendidos
em &gua destilada e colocados sobre laminas, levados para secagem em estufa a 60°C
por 1 minuto e submetidos as técnicas de coloracdo pela Hematoxilina - Eosina (HE).
As laminas em duplicatas/animal foram analisadas em microscépio de luz, da marca
Leica® modelo DM500 e fotografadas mediante o uso de cAmera Leica modelo EC3
acoplada ao microscopio, bem como do software Leica Application Suite (LAS) EZ
para analise histopatoldgica (Almeida et al., 2014).

4.13 Anélise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média e
analisados por ANOVA com pds-teste de Bonferroni. O limite de significancia foi
considerado como 5% (p < 0,05). As analises estatisticas foram realizadas utilizando o

software GraphPadPrism®5.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo fitoquimica

5.1.1 Prospeccao fitoquimica

A extracdo com etanol apresentou rendimentos de 16,62 % para as folhas,
15,91% para as flores, 7,01% para os frutos, 3,75% para o caule e 16,35% para as
raizes. A prospeccao fitoquimica dos extratos etanolicos das folhas, flores, frutos, caule
e raiz de Solanum paniculatum demonstrou uma forte presenca de varias classes de
metabolitos secundarios, com destaque para os flavonoides, triterpenos e esteroides,

mono e sesquitrepenos (Tabela 3).

Tabela 3 — Caracterizacao fitoquimica do extrato etandlico de Solanum paniculatum

Classe de Solanum paniculatum L.
metabolitos

) Folhas Flores Frutos Caule Raizes
secundarios
Flavonoides F44+0) FG) +++ ++ +
Fenilpropanoides + + +++ +++ ++
Triterpenos e +++ +++ +++ ++ S+
esteroides
Mono e +++ +++ +++ ++ +++

sesquiterpenos

Alcaloides Tr Tr Tr Tr tr
Proantocianidinas - - - - -
Cumarinas - - + ++ +
Quinonas - - - - -

Acucares redutores - - - - -

Nota: (1) Heterosideos de 3°-OH e 3°,4’-OH flavonoides (mono, di e triglicosilados)

Legenda: (+++) forte; (++) médio; (+) fraco; (-) ausente; (tr) tracos. Fonte: oautor.

Os metabolitos secundarios apresentam estruturas complexas, de baixo peso
molecular, os quais se destacam na area da farmacologia devido aos efeitos benéficos
proporcionados a saude humana (PEREIRA; CARDOSO, 2012).
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As espécies do género Solanum apresentam metabolitos secundarios importantes
na defesa natural tais como: alcaloides e saponinas esteroidais, glicoalcaldides e
flavonoides (CHENG,; LI; WANG, 2008).

O estudo fitoquimico do extrato bruto das raizes de Solanum paniculatum
realizado por Macédo-Costa et al., (2014) revelou a presenca de alcaloides e um alto
teor de fendis (flavondides e taninos). Adicionalmente a esses metabolitos encontrados,
Lobo et al., (2010) revelou em seu estudo a presenca de leucoantocianidinas, catequinas
e saponinas. Nas partes aéreas desta espécie foram encontrados é&cido caféico,
flavonoides e duas novas saponinas esteroidais (VIEIRA-JUNIOR et al., 2015).

Os principais metabolitos secundarios encontrados nesse estudo estdo em
conformidade com estudos anteriores realizados com Solanum paniculatum,
apresentando pequenas variacOes, as quais de acordo com Santos (2015) podem ser

atribuidas a fatores bidticos e abio6ticos aos quais as plantas sdo submetidas.

5.1.2 Teor de fendis totais

Os resultados obtidos estdo expressos como miligrama de equivalente de &cido
galico (mgGAE)/g dos seguintes extratos: flores (56,20 + 4,29), folhas (90,91 + 2,26),
frutos (69,75 + 2,36), caule (68,57 * 0,24) e raiz (78,84 + 1,57). Estes achados
evidenciam que o teor de fendis totais variou de 5,6 — 9,0% sendo os extratos das folhas
e das raizes os que apresentaram um maior teor de fendis quando comparado com 0s
demais extratos.

Os compostos fendlicos sdo produzidos através do metabolismo secundario de
algumas plantas, os quais apresentam estruturas variadas. Dentre os diversos compostos
fendlicos destacam-se os é&cidos fenolicos, os taninos e os flavonoides. A estes
metabdlitos secundarios sdo atribuidos algumas funcGes bioldgicas e farmacoldgicas em
meio as quais se destaca atividade antioxidante (HAIADA et al., 2011).

Estes compostos apresentam uma estrutura quimica que favorece a atividade
eliminadora de radicais livres, atraves da doacdo de um atomo de hidrogénio ou de um
elétron. A atividade antioxidante se deve as suas propriedades redox que possibilita
atuar como agentes redutores, doadores de hidrogénio, supressores de radical livre e
potencial quelante de metais (SILVA et al., 2011).
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5.1.3 Teor de flavondides

Os teores de flavonoides encontrados nos extratos etandlicos de S. paniculatum
foram os seguintes: flores (17,96 £ 0,93), folhas (13,62 +1,77), frutos (6,46 £ 0,20),
caule (17,73 £ 1,06) e raiz (37,09 + 1,42) (mgQE)/g de extrato.

Os flavonoides s@o compostos polifenolicos que apresentam caracteristicamente
dois anéis aromaticos e um heterociclo oxigenado, aos quais sdo atribuidas atividades
bioldgicas como anti-inflamatdria, antitumoral e antioxidante (PEREIRA; CARDOSO,
2012).

A atividade antioxidante deste composto esta relacionada a capacidade de
capturar e neutralizar espécies oxidantes como o anion superéxido (O2) e o radical
hidroxila (OH), de sequestrar radicais livres, de inibir as enzimas cicloxigenases,
lipoxigenases, NADPH-oxidase, xantina-oxidase, fosfolipase e de estimular enzimas

antioxidantes como a catalase e a superoxido-dismutase (SIMOES et al., 2010).

5.2 Atividade antioxidante in vitro

5.2.1 Capacidade antioxidante total

A avaliacdo da atividade antioxidante total, realizada pelo método do complexo
fosfomolibdénio, se baseia na reducdo do molibdénio. O molibdénio se encontra no
estado de oxidacdo (VI), todavia na presenca de substancias antioxidantes como
compostos fendlicos ocorre a formacdo de um complexo de coloracdo verde o
fosfato/molibdénio (V), determinado espectrofotometricamente em 695 nm. Os extratos
apresentaram os seguintes valores de atividade antioxidante: flores (20,66 *+ 1,12%),
folhas (69.66 + 1.86%), frutos (62,94 + 4,12%), caule (46,91 + 2,99%) e raiz (46,15 +
4,65%) em relacdo ao acido ascdrbico que apresenta atividade de 100%.

Dos extratos estudados, o extrato etandlico das folhas de S. paniculatum
apresentou uma maior atividade antioxidante, exibindo o valor percentual mais préximo
ao do &cido ascorbico. Este resultado pode estar associado a presenca de uma maior
quantidade de compostos fendlicos presentes nas folhas desta espécie.
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5.2.2 DPPH (2,2-difenil1-picrilhidrazil)

Os extratos apresentaram os seguintes valores de CEsg: flores CEso = 766,4
(301,1-105,1), folhas CEse= 177,7 (171,1- 184,7), frutos CEso= 478,0 (350,8 — 651,3),
caule CEso= 323,8 (298,8-351,0) e raiz CEso= > 1000. O padrdo utilizado foi o &cido
gélico, o qual apresentou ECsode 8,654 (7,903 — 9,477) pg/mL.

De acordo com esses dados fica evidente, que as folhas apresentaram uma maior
atividade antioxidante, quando comparada com as demais partes da planta estudada.
Este resultado corrobora os de Ribeiro e colaboradores (2007) que ao avaliar a atividade
antioxidante de S. paniculatum verificou que o extrato etandlico das folhas apresentou
uma maior atividade antioxidante quando comparado com o0s extratos hexanicos e
aquoso.

O estudo da atividade antioxidante de espécies do género Solanum também foi
realizado por Coutinho (2009), que avaliou a atividade antioxidante do extrato
metanolico das raizes de quatro espécies: S. granulosoleprosum, S. torvum, S.
paniculatum e S. mauritianum. Dentre estas S. torvum e S. paniculatum apresentaram
atividade antioxidante maior do que as demais CEso (7,36 ug/mL) e (CEso= 9,51 pg/mL)
respectivamente, mostrando valores de CEso proximos ao do padréo Ginkgo biloba (7,30
pug/mL). O autor atribuiu esta relevante atividade antioxidante a presenca de flavonoides
e compostos fenolicos. De acordo com Souza e colaboradores (2007) a capacidade dos
compostos fendlicos de sequestrar e neutralizar radicais livres se deve a estrutura e a

propriedade redutora dos mesmos.

5.2.3 ABTS (2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)

Os extratos apresentaram 0s seguintes percentuais de inibicdo ap6s 6 min de
incubacéo: flores (32,20 + 4,58%), folhas (46,76 = 4,31%), frutos (31,85 = 0,51%),
caule (42,17 + 2,80%) e raizes (53,63 £ 4,11%). Os valores de inibigdo obtidos revelam
que dentre as partes da planta estudada, as raizes apresentam uma maior atividade
antioxidante, quando comparada com as demais partes da planta.

Os resultados obtidos pelos diferentes métodos usados para analise da atividade
antioxidante dos extratos de S. paniculatum evidenciam certa consonancia entre 0s
valores obtidos pelas diferentes metodologias. A relevante atividade antioxidante

apresentada pelos métodos P-Mo, DPPH e ABTS verificada no extrato das folhas,
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guando comparada com os demais extratos pode ser resultante da grande quantidade de
compostos fenolicos presentes. Todavia, na analise pelo método de ABTS se verificou
que o extrato das raizes apresentou atividade antioxidante superior ao extrato das folhas,
mesmo apresentando uma quantidade menor de compostos fenolicos.

Tiveron (2010) obteve resultados semelhantes em seu estudo, no qual avaliou a
atividade antioxidante de alguns vegetais, e observou que o extrato da salsa apresentava
um dos menores teores de compostos fendlicos e também uma das mais baixas
atividades antioxidante, quando avaliado pelo método DPPH, todavia esta hortalica
apresentou atividade antioxidante consideravel ao ser avaliada pelo método ABTS.
Logo, estes resultados mostram que ha variacdo da atividade antioxidante de acordo
com a metodologia utilizada e que 0s vegetais que apresentam 0s menores teores de
compostos fendlicos, ndo necessariamente possuem baixa atividade antioxidante. Desta
forma, a avaliacdo da atividade antioxidante por diferentes metodologias é importante,

uma vez que todas as metodologias apresentam vantagens e limitacdes.

5.3 Atividade antimicrobiana

Os resultados da atividade antimicrobiana dos extratos de S. paniculatum,
obtidos pelo método de difusdo de disco, frente a bactérias Gram-positivas (S. aureus,
M. luteus, E. faecium, B. subtilis), Gram-negativas (P. aeruginosa, E. coli, S.
marcescens), acido-alcool resistentes (M. smegmatis) e levedura (C. albicans) estdo

expressos na Tabela 5.



45

Tabela 4 — Anélise da atividade antimicrobiana dos extratos de S. paniculatum frente a bactérias Gram-positivas, Gram negativas, alcool-acido resitentes e a
leveduras, pelo método de difusdo de disco.

Extratos de

Micro-organismos

Solanum Gram-positivos Gram-negativos Allzgi(Jslt-sr(]:;go Levedura
paniculatum S.aureus M. luteus E.faecium B.subtilis P.aeruginosa E.coli S.marcescens M. smegmatis C. albicans
20,67 + 22,67 +
Folhas 033mm 0,33 mm NI NI NI NI NI NI NI
15,33 + 8,33+£0,33
Flores NI 1,20 mm NI NI NI NI NI NI mm
Frutos NI NI NI NI NI NI NI NI NI
16,00 £
Caule NI 0,00 mm NI NI NI NI NI NI NI
] 13,67 + 20,00 =
Raiz 033mm 0,00 mm NI NI NI NI NI NI NI
Canamicina 23,00 = 28,3 + NI 14,0 + 20,00 £ 0,00 NI 15,33+ 1,20 40,00 + 0,00 i
(30 pg/disco) 0,67 mm 0,33 mm 0,00 mm mm mm mm
Cefalexina 3533+ 5433+ 2467+ 4500+ " o " " _
(30 pg/disco) 1,20mm 120mm  0,33mm 0,00 mm _m’m
Cetoconazol ) ) ) i i i i 24,1+0,19
(300 pg/disco) mm

NI — N&o inibiu; (-) — Nao testado.

Fonte: Autor.
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Estes resultados evidenciam uma maior atividade antimicrobiana dos extratos
frente a bactérias Gram-positivas, principalmente S. aureus e M. luteus, apresentando
valores de inibicdo maiores que 13,00 £ 0,00 mm, resultados semelhantes aos da
canamicina utilizada como controle positivo. Os extratos estudados ndo apresentaram
atividade para E. faecium, B. subtilis, P. aeruginosa, E. coli, S. marcescens e M.
smegmatis. E o extrato dos frutos ndo inibiu o crescimento de nenhum dos

microrganismos testados.

A partir destes achados, os extratos foram testados contra isolados clinicos
multirresistente a S. aureus e a concentragdo minima inibitéria (CMI), bem como a
concentracdo minima bactericida (CMB) foram calculadas pelo método de
microdiluicdo. Dentre 0s extratos estudados, apenas o extrato das folhas foi testado para
estas cepas e 0s resultados estdo expressos na Tabela 6.

Tabela 5 — Atividade antimicrobiana do extrato etan6lico das folhas de S. paniculatum frente a
varias cepas de isolados clinicos de S. aureus.

Extrato das folhas de S.

Cepas paniculatum

CMI CMB
711 250 >1000
725 250 >1000
729 250 >1000
730 62,25 500
731 62,25 1000
732 250 >1000

Cepas de S. aureus (711, 725, 729, 730, 731 e 732).
Fonte: Autor.

A atividade antimicrobiana do extrato das raizes de S. paniculatum foi avaliada
por L6bo et al., (2010). Neste estudo se verificou que esta espécie apresenta atividade
contra S. aureus, E. coli e P. aeruginosa, apresentando valores CMI relevantes. Os
resultados obtidos foram atribuidos a presenca de alcaloides e taninos encontrados no

extrato estudado.
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O estudo realizado por Abbas e colaboradores (2014) revelou que os extratos
etandlico de S. nigrum e S. xanthocarpum apresentam atividades contra bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas e fungos. A analise comparativa da atividade das duas
espécies revelou que S. nigrum apresenta maior potencial de inibicdo contra bactérias
Gram-positivas (M. varians, M. luteus e S. aureus), enquanto S. xanthocarpum inibe
mais efetivamente bactérias Gram-negativas (Salmonella typhi,, Pasteurella maltocida e
E. coli). Segundo o autor a atividade antimicrobiana se deve a presenca de alcaloides,

glicosideos e terpenos.

5.4 Quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE

5.4.1 Quantificacdo do &cido clorogénico

Os é&cidos clorogénicos contemplam uma familia de ésteres constituidos por
acidos hidroxindmicos e o acido quinico. O acido clorogénico mais comum € o acido 5-
cafeolquinico, o qual é formado pela juncdo do &cido quinico com o &cido cafeico
(GARAMBONE, 2007).

Estes &cidos sdo encontrados em fontes alimentares como café, frutas citricas,
macas, peras, frutas silvestres, alcachofra e berinjela. E por se tratar de compostos
polifendlicos séo atribuidas atividades antibacteriana e imunorreguladora, mas
principalmente atividade antioxidante (FRANK et al., 2003; SIMOES et al., 2010).

De acordo com o estudo realizado por Hwang e colaboradores (2014), o &cido
clorogénico apresenta atividade anti-inflamatoria, atuando inibindo producdo de NO,
bem como a expressao de COX-2 e de citocinas inflamatorias (IL-1p € TNF-a).

A curva de calibracdo foi obtida utilizando padrdo externo em concentracfes
variando de 0,025 a 0,80 mg/mL, sendo o limite de deteccdo (LD) e o de quantificacdo

(LQ) de 0,0285 mg/mL e 0,0863 mg/mL, respectivamente conforme a figura 5.
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Figura 5 - Curva de calibracéo do &cido clorogénico
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Fonte: Autor.

A quantificacdo do &cido clorogénico foi realizada no extrato etandlico das
folhas de S. paniculatum. Foram injetados 30uL do extrato a uma concentracdo de 2,5

mg/mL. A quantificacdo foi realizada com base na altura do pico (Figura 6).
Como resultado tem que em 75,0 ug de extrato etandlico das folhas de S.

paniculatum, 2,88g ¢ de acido clorogénico.

Figura 6. Cromatograma obtido por CLAE-DAD do &cido clorogénico. Comprimento de onda
320nm.
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Figura 7. Cromatograma obtido por CLAE-DAD do extrato EtOH das folhas de Solanum
paniculatum. Comprimento de onda 320nm. (1) acido clorogénico.
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Fonte: Autor

A andlise quimica e citotoxica do extrato das raizes de Solanum paniculatum
realizada por Tendrio et al., (2012) mostrou através da HPLC-DAD um pico
identificado como &cido clorogénico corroborando com o0s nossos achados. O autor
atribuiu a excelente atividade citotdxica do extrato etandlico de Solanum paniculatum,
inibindo a proliferagcdo de 92% do crescimento celular das células HL-60 (referente a
leucemia promielocitica) ao acido clorogénico, devido a sua capacidade de regular as

alteracdes fenotipicas de células tumorais, sugerindo possivel atividade anticancerigena.

5.4.2 Quantificacdo do f-sitosterol e estigmasterol

Constituintes naturais das plantas, os fitoesteroides sdo estruturalmente
semelhantes ao colesterol e sdo representados principalmente pelo p-sitosterol,
estigmasterol e campesterol. As prinipais fontes destes fitoesterdides sdo leguminosas,
graos de cereais, 6leos vegetais e castanhas (WOYENGO et al., 2009).

Dentre os esterdis vegetais o g-sitosterol € 0 mais abundante e de acordo com
Park et al., (2008) ele atua na reducdo da absorcdo de colesterol, promovendo a
diminuicdo dos niveis de colesterol-LDL no sangue e consequentemente 0s riscos de
doencas cardiovasculares e também apresenta atividade anti-inflamatoria, aumentam a
atividade de enzimas antioxidantes reduzindo o estresse oxidativo, bem como inibindo o

crescimento de células cancerigenas.
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O estigmasterol é um esterol vegetal insaturado usado na prevencdo de certos
tipos de céancer, apresenta atividade anti-inflamatéria através da inibicdo de citocinas
pré-inflamatorias e de mediadores envolvidos no desenvolvimento da osteoartite e
possui uma potente atividade antioxidante (RUBY et al., 2013)

Figura 8- Curva de calibracdo do g-sitosterol e estigmasterol
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Figura 9. Cromatograma obtido por CLAE-ELSD do g-sitosterol e do estigmasterol.
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A quantificacdo do p-sitosterol e do estigmasterol foi feita com o extrato
etanolico das folhas de S. paniculatum. A cada 148,0ug de extrato tem-se 0,654ug e

1,902ug de p-sitosterol e estigmasterol, respectivamente.
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Tabela 6. Anélises quantitativas das substancias identificadas no extrato etandlico das folhas de
S. paniculatum (a cada 100,0ug de extrato).

Extrato EtOH das folhas de S. paniculatum
(Em 100,0p9 de extrato)

Acido clorogénico 3,84 ug
p-sitosterol 0,442 ug
Estigmasterol 1,285 ug

Fonte: Autor

5.5 Atividade anti-inflamatdria tépica

A pele é constituida por uma porcao epitelial de origem ectodérmica, a epiderme
e uma por¢ao conjuntiva de origem mesodérmica denominada derme. E um dos maiores
6rgdos do corpo, atingindo cerca de 16% do peso corporal, e € responsavel por
desempenhar inimeras fungdes (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

As principais fungdes da pele sdo: protecdo, termorregulacdo, respostas
imunoldgicas, manutencdo e defesa. E devido ao fato de esta localizada na interface
com 0 meio externo, a pele esta sujeita a estimulos por agentes mecanicos, quimicos,
fisicos, assim como de patdgenos. Dentre os mecanismos de defesa do corpo, a
inflamacdo é um dos principais, o qual visa & eliminacdo do agente lesivo e o
restabelecimento da homeostase (BRITO, 2012).

A administracdo topica de compostos com propriedades anti-inflamatérias no
tratamento de doencas cutdneas possibilita uma maior eficacia, pois promovem absorcéo
adequada e atingi locais especificos da pele, obtendo desta forma melhores efeitos
farmacoldgicos (PEREIRA et al., 2015).

A atividade anti-inflamatéria topica das folhas de Solanum paniculatum foi
avaliada neste estudo através de modelos de edema de orelha induzido por diferentes
agentes flogisticos: 6leo de créton, acido araquidénico, capsaicina, fenol e EPP.

O primeiro modelo utilizado para avaliar a atividade anti-inflamatoria do EFSP

foi o edema de orelha induzido por 6leo de créton. De acordo com Saraiva e
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colaboradores (2011) o 6leo de crdton atua na ativacdo da fosfolipase A2 (PLA2), COX,
LOX, proteina quinase C (PKC), bem como na liberacdo de histamina e serotonina.
Sendo assim este agente flogistico, que tem como principal agente irritante o acetato de
tetradecainol-forbol (TPA), atua no desenvolvimento da resposta inflamatéria aguda,
promovendo a formacdo do edema, através da infiltracdo de leucdcitos e macréfagos,
celulas responsaveis pela liberacdo dos mediadores quimicos como prostaglandinas,
tromboxanos, leucotrienos, lipoxinas, assim como de outros mediadores, 0s quais sdo
responsaveis pela vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, apresentando
resposta inflamat6ria méxima seis horas a inducdo (ANDUJAR et al., 2010; MOTTA et
al., 2013).

No referido modelo, o EFSP apresentou uma reducdo estatisticamente
significativa do edema induzido por 6leo de créton de 63% e 82,5% nas doses de (0,5 e
1,0 mg/orelha) quando comparados com controle negativo, bem como mostrou atividade
semelhante a dexametasona usada como controle positivo, a qual apresentou inibigéo de

79,8%. O EFSP na dose 0,1 mg/orelha ndo apresentou reducdo do edema (Figura 10).

Figura 10 - Efeito tdpico do extrato etandlico das folhas de Solanum paniculatum no edema
de orelha induzido por 6leo de croton 2%. Os resultados foram expressos em média + SEM e
analisados por ANOVA com pds-teste Bonferroni com significancia de *p < 0,05. -: Veiculo;
EFSP 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha; Dexametasona (0,1 mg/orelha) - Controle positivo.
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Estes resultados estdo em consonancia com outros estudos da atividade anti-
inflamatoria realizados com outras espécies do género Solanum, através deste modelo.
O estudo da atividade anti-inflamatdria topica do extrato etandlico das folhas de
Solanum corymbiflorum realizado por Piana e colaborares (2015) demonstrou
significante atividade anti-inflamatéria com inibicdo maxima do edema induzido por
Oleo de croton de 87% na dose de 1 mg/orelha, quando comparado com o controle
negativo e com a dexametasona, usada como controle positivo, a qual apresentou o
percentual de inibicdo de 89%. E o potencial anti-inflamatorio do extrato etandlico (EE)
e da fragdo alcaloide (FA) dos frutos de Solanum lycocarpum foi também avaliado por
este modelo por Viera-Junior et al (2003), o qual mostrou EE e AF foram capazes de
inibir o edema de orelha induzido por 6leo de créton numa dose-dependente (P < 0,05
vs controle) e que a maior dose da FA testada (100 mg/kg, sc) produziu uma inibicéo de
48,9% do edema, enquanto a dexametasona apresentou 71,4%.

De acordo com Tubaro (1985) o modelo de 6leo de créton € sensivel a variadas
classes de agentes farmacoldgicos como os anti-inflamatorios esteroidais (AINES)
(indometacina), anti-inflamtérios ndo esteroides (dexametasona), dentre outros e por
isso é usado para avaliar a atividade anti-inflamatoria topica como triagem.

Em seguida, foi analisada a atividade anti-inflamatoria do EFSP pela via do
metabolismo do &cido araquidénico (AA).

A aplicacdo tdpica do acido araquiddnico gera uma resposta inflamatoria rapida,
a qual se deve a acdo das enzimas COX e LOX que promovem a formacdo de
mediadores responsaveis pelo edema (YOUNG et al., 1984; CRUMEY et al., 1987).
Burchardt & Muller-Peddinghaus (1999) relatam que este agente flogistico é usado
comumente para avaliar a atividade anti-inflamatéria de compostos inibidores
principalmente das lipoxigenases e atribui a formacdo do edema principalmente ao
aumento dos niveis de leucotrienos (LTCse LTBg4) e prostaglandinas (PGEy).

A aplicagdo topica de EFSP na dose 1,0 mg/orelha ndo inibiu o edema causado
pelo acido araquidénico, apresentando um percentual de inibicdo de apenas 12%,
guando comparado com o controle negativo. A indometacina utilizada como controle

positivo apresentou um percentual de inibig&o de 77%, conforme mostra a Figura 11.
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Figura 11 - Efeito topico do extrato etanolico das folhas de Solanum paniculatum no edema
de orelha induzido por acido araquiddnico 2,0 mg/orelha . Os resultados foram expressos em
média + SEM e analisados por ANOVA com pds-teste Bonferroni com significancia de *p <
0,05: Veiculo; EFSP 1,0 mg/orelha; Indo (Indometacina (0,5 mg/orelha) - Controle positivo.
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Segundo Young e colaboradores (1984), outros mediadores como a histamina e
a serotonina, provenientes da degranulagcdo de mastdcitos, também estdo envolvidos no
processo inflamatorio. Sendo assim, se fez necessaria a avaliacdo da atividade anti-
inflamatoria do EESP frente a estes mediadores atraves do modelo de edema de orelha
induzido por capsaicina.

A capsaicina é encontrada em espécies do género Capsicum e caracteriza-se por
provocar inflamacdo neurogénica quando em contato com a mucosa ou com a pele. Este
agente flogistico € um agonista exdgeno potente e altamente seletivo do receptor
TRPV1, o qual estd associado a liberacdo de neuropetideos, histamina e serotonina
responsaveis pelo aumento da permeabilidade vascular, extravasamento plasmatico,
sensibilizacdo e dor (GABOR & RAZGA, 1992; INOUE et al., 1993; ANAND &
BLEY, 2011; SARAIVA et al., 2011).

Neste modelo se verificou que o EFSP na dose de 1 mg/orelha né&o inibiu
significativamente o edema, apresentando uma inibi¢édo do edema de 12% comparado ao
controle negativo e o vermelho de ruténio, utilizado como controle positivo apresentou
inibicdo de 62%, Figura 12.
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Figura 12 - Efeito topico do extrato etandlico das folhas de Solanum paniculatum no edema de
orelha induzido por capsaicina 0,25 mg/orelha. Os resultados foram expressos em média £ SEM
e analisados por ANOVA com pds-teste Bonferroni com significancia de *p < 0,05: Veiculo;
EFSP 1,0 mg/orelha; vermelho de ruténio (3 mg/ ip, 30 min antes da inducdo) - Controle
positivo.
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O baixo percentual de reducdo do edema apresentado pelo EFSP frente a este
modelo pode estd associado ao baixo potencial de inibicdo dos receptores TRPV1, o
qual é expresso principalmente nos neurdnios e estd associado ao desenvolvimento de
dor neurogénica, assim como da inflamacdo (SANTOS et al., 2015; TSUJI & AONO,
2012).

O modelo de edema de orelha induzido por fenol se baseia na inducdo de
inflamacdo cutanea semelhante a uma dermatite (LIM; PARK; KIM, 2004).

O fenol é um agente irritante que ao entrar em contato com a pele causa dano e
inflamacdo, devido a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias (IL-1, TNF-, and IL- 8),
metabolitos do &cido araquidénico e EROS, os quais sdo resultantes da ruptura da
membrana dos queratindcitos

Os resultados apresentados na Figura 13 evidenciam que o EFSP na dose de 1,0
mg/orelha apresentou uma inibicdo do edema de 91%, quando comparado com o controle
negativo, exibindo atividade antiedematogénica semelhante a do farmaco padréo, a

dexametasona, utilizado como controle positivo, que teve o percentual de inibicdo de 96%.
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Figura 13 - Efeito topico do extrato etanolico das folhas de Solanum paniculatum no edema de
orelha induzido por fenol. Os resultados foram expressos em média + SEM e analisados por
ANOVA com pds-teste Bonferroni com significancia de *p < 0,05: Veiculo; EFSP 1,0
mg/orelha; Dexa (Dexametasona 0,1 mg/orelha) - Controle positivo.
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O estudo realizado por Pacheco e colaboradores (2014), no qual avaliou a
atividade anti-inflamatoria topica do extrato metanodlico de Cecropia pachystachya
através deste modelo, apresentou uma reducdo significativa do edema induzido por
fenol (91%) quando comparado com a dexametasona (97%). O autor atribuiu esta
atividade a capacidade do extrato de modular a producdo de metabdlitos do AA, através
da inibicdo das enzimas COX e LOX ou através da producdo de eicosanoides anti-
inflamatorios.

Por fim foi avaliada a atividade anti-inflamatéria do EFSP na redugdo do edema
induzido por EPP. Este agente flogistico induz a formacdo do edema através da
liberagdo de mediadores inflamatorios como a histamina, serotonina, bradicinina e
prostaglandinas, os quais atuam causando vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
vascular (PANTHONG et al., 2009; BRATTSAND et al., 1982; CARLSON et al.,
1985).

O EFSP na dose 1,0 mg/orelha reduziu significativamente o edema induzido por
EPP, exibindo um percentual de inibigéo de 96,5% quando comparado com o controle
negativo, o controle positivo apresentou uma inibi¢do de 93,8%, como mostra a Figura
14.
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Figura 14 - Efeito tdpico do extrato etandlico das folhas de Solanum paniculatum no edema de
orelha induzido por EPP 1 mg/orelha. Os resultados foram expressos em média + SEM e
analisados por ANOVA com pos-teste Bonferroni com significancia de *p < 0,05: Veiculo;
EFSP 1,0 mg/orelha; Dexametasona (0,1 mg/orelha) - Controle positivo.
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Fonte: Autor

Estes achados estdo em consonancia com o0s resultados de Pingsusaen e
colaboradores (2014), os quais avaliaram a atividade anti-inflamatéria do rizoma de
Stahlianthus involucratus por este modelo. De acordo com os autores, ap6s 1 hora da
inducdo do edema por EPP, o extrato etandlico de Stahlianthus involucratus inibiu a
formacdo do edema em 64%, enquanto o farmaco padrdo, diclofenaco, apresentou
inibicdo de 63%. Atribuiu-se este resultado a potencial capacidade do extrato de
Stahlianthus involucratus de inibir a liberacdo de mediadores inflamat6rios como a
histamina, serotonina, cininas e prostaglandinas.

Apbs avaliar a atividade anti-inflamatéria do EFSP através dos modelos de
indugdo de inflamagdo aguda, descritos anteriormente, avaliou-se a capacidade do
extrato em reverter um processo inflamatorio ja estabelecido, bem como a capacidade de
suprimir outros parametros inflamatérios como a atividade da enzima mieloperoxidase e
os danos teciduais evidenciados pela analise histopatologica.

O modelo de inflamagdo cronica induzida pela aplicagdo mdaltipla de dleo de
croton é caracterizado pela presenca de edema, infiltrado inflamatorio e
hiperproliferacdo da epiderme (STANLEY et al., 1991). Os resultados apresentados na
Figura 15 revelam que o EFSP na dose de 1,0 mg/orelha conseguiu reduzir

significativamente o edema induzido pela aplicacdo mdaltipla éleo créton, em um
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processo inflamatério crénico, apresentando um percentual de inibicdo de 39,5%,

enquanto o farmaco de referéncia, a dexametasona, promoveu um percentual de
inibicdo 39,2%.

Figura 15 - Efeito topico do extrato etandlico das folhas de Solanum paniculatum no edema de
orelha induzido pela aplicacdo multipla de 6éleo de créton 5%. Os resultados foram expressos em
média £ SEM e analisados por ANOVA com pos-teste Bonferroni com significancia de *p <
0,05: Veiculo; EFSP 1,0 mg/orelha; Dexametasona (0,1 mg/orelha) - Controle positivo.
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A atividade da enzima mieloperoxidase também foi mensurada neste estudo e 0s
resultados apresentados na Figura 16 mostram que o EFSP e o farmaco padrédo
promoveram uma inibicdo significativa desta enzima exibindo um percentual de
inibicdo de 40,1 e 39,2% respectivamente.
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Figura 16 - Efeito topico do extrato etandlico das folhas de Solanum paniculatum na atividade
da MPO. Os resultados foram expressos em média + SEM e analisados por ANOVA com poés-
teste Bonferroni com significancia de *p < 0,05: Veiculo; EFSP 1,0 mg/orelha; Dexametasona

(0,1 mg/orelha) - Controle positivo.
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As analises morfométrica das amostras submetidas a maultiplas aplicacdes de
6leo de créton (Tabela 7) apresentaram um significativo aumento na espessura da
epiderme e principalmente da derme quando comparadas com o controle normal, que
apresentou estas camadas bem preservadas. O EFSP e o farmaco padrdo atuaram de
forma semelhante, reduzindo de forma significativa a hiperproliferacdo da camada

espinhosa da epiderme, bem como a espessura da derme.



60

Tabela 7. Anélise morfométrica das orelhas submetidas a aplicacdo multipla de éleo de créton
tratadas com EFSP. Dados apresentados como média + EPM seguidas por letras que diferem
significativamente pelo teste de Tukey HSD de 5% de significancia.

ANALISE MORFOMETRICA

Grupos Espessura da epiderme Espessura da derme (um)
(Hm)

Controle normal 21,7+0,44 64,945,0,

Controle negativo (Acetona 107,8+2,0. 208,716,5¢

20 pL/orelha

EFSP (1,0 mg/orelha) 80,3£2,1p 116,5%6,0

Dexametasona (0,1 74,9£1,9, 106,8+6,8s

mg/orelha)

Fonte: o autor

Adicionalmente, através da avaliacdo histopatoldgica, foi possivel evidenciar no
controle negativo a presenca de infiltrado inflamatorio, acantose e acantdlise
proeminente e consideravel hiperplasia epidermal (Fig. 17B). Nos grupos tratados com
dexametasona e 0 EFSP (Fig.17 C e D) foi possivel verificar achados histopatoldgicos
semelhantes, com diminui¢cdo do infiltrado inflamatorio, bem como da hiperplasia
epidermal, com poucos pontos de acantose e acantolise. Estes resultados confirmam a
capacidade do EFSP em diminuir o infiltrado inflamatério observado na avaliacdo da

atividade da enzima mieloperoxidase.
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Figura 17 — Fotomicrografias de cortes transversais de orelha de camundongos dos grupos
experimentais corados com hematoxilina-eosina (HE) e examinados em microscopia de luz
(escala de 200 pum). (A) Grupo salina: notar em (A) epiderme (1) e derme (2) bem preservadas.
(B) Grupo controle negativo: em (B) evidenciar infiltrado inflamatério (seta), acantose
proeminente (cabeca de setas) e acantdlise (*). (C) Grupo controle positivo: notar em (c)
processo inflamatério discreto (seta) e acantose leve (cabeca de seta). (D) Grupo EFSP: notar
em (D) achados histopatoldgicos semelhantes aos encontrados no grupo controle positivo (C),
apesar da presenca de alguns pontos de acantdlise (*).

O estudo realizado por Horinouch e colaboradores (2013), no qual avaliaram a
atividade anti-inflamatéria do extrato etandlico das flores de Combretum leprosum em
um processo inflamatério crbnico, mostrou que o extrato e o farmaco padrdo
conseguiram reverter a formagdo do edema apresentando inibicdo de 63 £ 3% e 77 + 2%
respectivamente, bem como se mostraram efetivos na diminui¢éo dos danos teciduais. O
extrato etanolico das folhas de Bryophyllum pinnatum (Lam.) de acordo com Chibli e
colaboradores (2014), também apresenta eficdcia no tratamento de um processo
inflamatorio ja estabelecido, com percentual de inibicdo do edema de 57%, os quais
atribuiram esta eficacia a presenca de flavonoides anti-inflamatorios como rutina,
quercetina e luteolina, que tém a capacidade de inibir as enzimas PLA2, COX e LOX. A

atividade anti-inflamatoria de Vernonia scorpioides em modelos de inflamacg&o cronica
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foi avaliada e os resultados evidenciam que o extrato etandlico das folhas desta espécie
inibiu a formacdo do edema em 31 + 2%, além de inibir a atividade da MPO em 25 *
10% e preservar os tecidos, promovendo uma diminuicdo na hiperproliferacdo dos
queratindcitos e na formacdo de acantose (Rauh et al.,2011).

Estes estudos ratificam a coeréncia dos resultados apresentados neste trabalho
confirmando, portanto, o efeito anti-inflamatorio do extrato etanolico das folhas de
Solanum paniculatum ndo s6 em modelos de inflamagéo agudos, mas também cronico.

A presenga de compostos fendlicos e flavonoides, confirmada pela anélise
fitoquimica, a atividade antioxidante, bem como a atividade antimicrobiana e anti-
inflamatoria, verificada neste estudo pelos diversos métodos utilizados, corrobora com a
atividade antiséptica e cicatrizante de feridas.

A cicatrizacdo € um processo complexo que envolve uma série de eventos inter-
relacionados, o qual pode ser dividido em quatro fases: a fase de hemostasia,
(responsavel pelos eventos de coagulacdo), a fase inflamatéria (caracterizada pela
presenca de neutrdfilos e de macrofagos, os quais atuam na primeira linha de defesa
contra infeccdes e na eliminacdo de restos celulares), a fase de proliferacdo (nesta fase
ocorre a angiogénese, deposicdo de colageno, formacdo de tecido de granulacgdo,
contracdo da ferida e epitelizacdo) e por fim a fase de remodelacdo e proliferacdo
celular (nesta fase ocorre a remodelacdo e o realinhamento do tecido colageno,
diminuicdo dos niveis de células imunes e de citocinas inflamatérias e a migracdo de
fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais) (AGYARE et al., 2016).

A atividade antimicrobiana identificada frente a bactérias Gram-positivas neste
estudo pode estar associada a presenca dos metabdlitos secundarios encontrados,
principalmente os flavonoides (BARBOSA et al., 2008). Esta atividade é importante no
processo cicatricial, pois impede o desenvolvimento de infec¢Bes locais, as quais sao
consideradas limitantes do processo cicatricial (SUNTAR et al., 2011).

A inflamacdo € uma importante fase do processo cicatricial, na qual ha presenca
de células imune, neutrofilos e macrofagos, responséveis pela secrecdo de enzimas
proteoliticas, citocinas pré-inflamatoérias e EROS. Estudos tém demonstrado que EROS
e NO apresentam efeitos benéficos no processo cicatricial, promovendo o aumento da
angiogénese. Todavia, quantidades excessivas de EROS apresentam efeitos deletérios,
podendo ampliar a resposta inflamatéria (SHAFER; WERNER, 2008). Logo, as
atividades antioxidante e anti-inflamatéria do EFSP contribuem para atividade

cicatrizante de feridas.
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6. CONCLUSAO

Embasados nos resultados obtidos a partir da prospeccdo fitoquimica e da
avaliacdo da atividade antioxidante podemos concluir que dentre os diferentes extratos
estudados, o extrato das folhas de Solanum paniculatum apresentou atividade
antioxidante superior a dos demais extratos. As folhas exibiram atividade
antimicrobiana, apresentando atividade frente a bactérias Gram-positivas.

Relevante atividade anti-inflamatoria topica foi verificada nos modelos de edema
de orelha agudos induzidos por 6leo de croton, fenol e EPP, a qual pode esta associada a
inibicdo de citocinas pro-inflamatorias, EROS, histamina e serotonina.

O EFSP apresentou uma significativa atividade anti-inflamatéria topica no
modelo de inflamagdo j& estabelecido, inflamac&o cronica. Esta atividade foi ratificada
pelas andlises histologicas, morfométricas, bem como pela analise da atividade da MPO.

Logo, estes achados demonstram uma potencial atividade cicatrizante de feridas

das folhas de S. paniculatum, corroborando o uso popular.
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ANEXO A - PARECER FAVORAVEL DA COMISSAO DE ETICA EM USO DE
ANIMAIS

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 11 de junho 2015.

Oficio n° 59/15

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Rafael Mato Ximenes

Departamento de Antibiéticos

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n°® 23076. 021665/2013-00

Os membros da Comissao de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado: “Estudo etnofarmacolégico de Solanum
paniculatum L. (jurubeba)”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo
adotadas como critérios de avaliagao e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Origem dos animais: Biotério do Departamento de
Antibiéticos; Animais: camundongos; Linhagem: Swiss;
Idade: 60 dias; Peso: 20-30g; Sexo: machos e fémeas; Atenc/iz/amente.

N° total de Animais: 72. 1




